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Les études que j'ai réalisées durant ma these portent principalement sur les
récepteurs et médiateurs de la réponse immunitaire innée a Listeria monocytogenes
(L.m) et a la flagelline issue de Salmonella typhimurium.

La réponse immunitaire innée contre Listéria requiert lintervention de PRR
spécifiques nommés Toll-Like Receptor (TLR). L.m est ainsi reconnu par le TLR2 afin
d'informer I'organisme de I'entrée de la bactérie. Les TLR nécessitent quelquefois l'aide
de co-récepteur afin d'optimiser la réponse immunitaire. J'ai ainsi étudié I'implication du
co-récepteur CD14 dans linfection par Listéria. CD14 participe avec TLR4 dans la
reconnaissance de composés comme le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries Gram-
négative. Ce co-récepteur permet a l'organisme a détecter de faibles quantités de LPS
et permet ainsi l'activation des cellules immunitaires et la synthése de cytokines en
réponse a l'infection. Mes travaux de thése ont analysé l'intervention de €D14 dans la
réponse immunitaire innée contre Listéria administrée par voie veineuse.

L'infection par L.m engendre par ailleurs la production de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFo., I'TL-12 ou I'TL-6. TNFa est une molécule importante de
la régulation de l'inflammation et du recrutement de cellules immunitaires sur le lieu de
I'inflammation. Cette protéine est synthétisée sous forme membranaire (Mem-TNF) et
peut Etre clivée en TNF soluble (sTNF). Beaucoup d'études ont montré l'implication du
TNF soluble dans la mise en place de la réponse innée contre Listéria. En revanche, le
rdle du Mem-TNF dans l'inflammation est beaucoup moins connu. L'utilisation de souris
n‘exprimant que la forme non clivable du TNF m'a permis de mettre en évidence le rdle
de ce dernier dans l'infection par Listéria. L'étude du modéle d'infection par L.m vient
ainsi compléter notre connaissance des mécanismes de défense et ouvre des portes sur
d'autres projets intéressants portant par exemple sur les traitements anti-TNF
administrés a certains patients souffrant de maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou le psoriasis. En effet, ces traitements
reposent sur la neutralisation aussi bien du sTNF que du Mem-TNF, provoquant des
effets secondaires liés a l'affaiblissement du systeme immunitaire de [|'organisme.
Certains patients sont ainsi sujets aux maladies opportunistes et de nouvelles stratégies
sont mises en place afin de soigner les malades sans pour autant trop affaiblir leur

systéme immunitaire. La fabrication d'un dominant négatif du TNF permet d'inhiber
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uniquement le sTNF et laisse actif le Mem-TNF, contrairement aux traitements actuel
qui inhibent les deux formes de cette cytokine.

Une deuxiéme partie de ma thése m'a également permis d'étudier I'immunité innée
au niveau de la muqueuse pulmonaire. Mes travaux ont porté sur la réponse de
I'épithélium pulmonaire induite par administration intranasale de flagelline obtenue a
partir de Salmonella typhimurium. La flagelline est un composant du flagelle de certaines
bactéries et reconnue par TLR5. Certains travaux ont montré que le TLR5 pouvait
former un hétérodimére avec TLR4 dans la réponse a la flagelline et j'ai donc voulu
vérifier cette hypothese grdce a l'utilisation de souris déficientes. De plus, le co-
recepteur CD14 intervient comme nous l'avons vu avec TLR4, TLR2 et TLR3 dans la
détection de leur ligand. C'est donc naturellement que j'ai voulu étudier la piste de la
détection de la flagelline par CD14 associé au TLR5 ou TLR4.

La génération de souris chimériques pour TLR5 m'a par ailleurs permis d'étudier les réles
respectifs des cellules épithéliales et des cellules d'origine myéloide dans la production

de chimiokines et de cytokines en réponse a l'inhalation de flagelline.

Les objectifs de ma these auront été d'étudier l'implication du €D14 avec TLR2
dans la réponse a l'infection systémique par Listéria. La détection de ce pathogéne
induit la production de cytokines inflammatoires et je me suis particuliérement
intéressée au role du Mem-TNF dans l'infection par cette bactérie.

Par ailleurs, I'administration intranasale de la flagelline m'a permis d'étudier
précisément la réponse de la muqueuse pulmonaire. Ainsi, CD14 peut-il intervenir avec
TLR5 ou avec I'hétérodimere TLR5-TLR4 dans la reconnaissance de cette protéine
microbienne ? De plus, quels sont précisément les réles des cellules épithéliales et des

cellules myéloides dans cette inflammation.
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INTRODUCTION



Chapitre 1 : L'immunité innée, une défense rapide

Continuellement exposé a divers agents infectieux comme les virus ou les
bactéries, I'organisme doit mettre en place une réponse immunitaire adéquate pour se
protéger. Afin déliminer ces pathogenes, les mammiféres ont ainsi développé des
systémes de défense qui reposent sur deux composantes, a savoir l'immunité innée et
I'immunité acquise.

L'immunité innée intervient en premiére ligne de défense. Elle induit une
inflammation en faisant intervenir dés les premiéres heures de l'infection les cellules
immunitaires comme les macrophages, les neutrophiles ou les cellules dendritiques (DC)
afin de phagocyter les agents infectieux et faciliter la réponse immunitaire acquise.
Cette derniére se met donc en place un peu plus tardivement et se caractérise par
I'activation et I'expansion clonale des lymphocytes possédant des récepteurs spécifiques
de l'agent infectieux. L'immunité innée n'est pas dénuée de toute spécificité de
reconnaissance puisqu'elle dispose de récepteurs nommés PRRs pour Pattern-Recognition
Receptors. Ces PRR reconnaissent sur la paroi de I'agent infectieux des motifs invariants
désignés PAMPs pour Pathogen-Associated Molecular Patterns. Les récepteurs de
I'immunité innée sont exprimés de maniére constitutive et non clonale afin de permettre
la mise en place rapide de la réponse immunitaire innée. Ces PRR reconnaissent des
PAMPs particuliers, activent des voies de signalisations spécifiques également et

conduisent a une réponse propre au pathogéne.

1. La mise en place de I'inflammation

L'inflammation est une réponse immédiate de notre organisme déclenchée par une
agression d'origine chimique, physique (fracture, entorse) ou due a une infection (par
des bactéries, virus parasites ou champignons). Définie cliniquement il y a 2000 ans par
un médecin romain nommé Celse, l'inflammation se caractérise par quatre symptdmes :
rougeur, oedem, chaleur et douleur.

Les capillaires sanguins se dilatent localement au niveau de la plaie ou de
I'infection et crée ainsi un appel de sang expliquant la rougeur de la peau. L'histamine et

la sérotonine sont des médiateurs agissant sur la vasodilatation et sur I'augmentation de
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la perméabilité vasculaire. Les cellules immunitaires présentes dans les vaisseaux, telles
que les macrophages ou les neutrophiles, vont se fixer a I'endothélium et fraverser la
paroi capillaire afin d'exercer leur réle de phagocytose ou de production de médiateurs
de l'inflammation.

La mise en place de la réponse immunitaire implique la migration des cellules
immunitaires de la circulation sanguine vers le site inflammatoire ou elles pourront
exercer pleinement leurs fonctions. Ce processus fait intervenir diverses chimiokines,
sélectines et intégrines et se déroule selon plusieurs séquences: la capture des
leucocytes, leur roulement puis leur adhésion a I'endothélium. Cette séquence aboutit a

la traversée de I'épithélium (diapédeése) par les cellules immunitaires (Figure 1).

Tethering

Letkocyta i

Tissue

© L

Selectins

| Integrins and immuncglobulin-superfamily members |

I Chamokines |

D'apres Weber, C. Nat. Rev. Immunol 2007 (1)

Figure 1 : Migration séquentielle des cellules immunitaires de la circulation sanguine vers le site
inflammatoire.

L'intéraction de la L-selectine exprimée par les leucocytes avec son ligand situé sur
I'endothélium permet la capture et le roulement de la cellule immunitaire (2). L'étape
d'attachement des leucocytes a la surface endothéliale résulte de l'intéraction de la
protéine VCAM1 asp; endothéliale (Very Late Antigen 4) avec lintégrine ICAM1 P,
comme LFAl (Leukocyte Function-Associated Antigen 1) sur la membrane des
leucocytes. Il se produit également un réarrangement du cytosquelette des cellules
endothéliales permettant la concentration en une région des protéines d'attachement
(3). La diapédése fait intervenir la liaison de LFA1 avec ICAMI ainsi que l'intéraction des

intégrines exprimées par les leucocytes avec les protéines d'adhésion JAM (Junctionnal
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Adhesion Molecules) régulant habituellement les contacts cellules-cellules (4). L'étape
de diapédése requiert également I'expression de chimiokines a la surface de

l'endothélium (5).

1.1.  Les cytokines de l'inflammation

Durant l'inflammation, cytokines et chimiokines sont produites sur le site de
I'infection et ont de multiples effets sur I'organisme. Les cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF (Tumor Necrosis Factor) et ITL-1 (Interleukin-1) augmentent
localement I'activité microbicide des cellules phagocytiques. Ces cytokines participent a
I'initiation de la coagulation (6) et activent la production de protéines vasodilatatrices
comme le vascular endothelial growth factor par les cellules endothéliales (7). Elles
stimulent également la production des chimiokines IL-8 (CXCL8) et MCP-1 (Monocytes
Chemoattractant Protein ou CCL2) par les cellules épithéliales et endothéliales afin
d'attirer neutrophiles et macrophages sur le site inflammé (8). De méme, l'activation des
cellules endothéliales stimule I'expression des molécules d'adhésion a la surface des
leucocytes et permet d'initier la diapédése (9, 10). Ces cytokines peuvent avoir par
ailleurs des effets systémiques sur l'organisme. En effet, il a été montré que I'TL-1p
augmente la production d'IL-6 dans I'hypothalamus antérieur, zone du cerveau régulant

la tfempérature de notre corps, provoquant ainsi la fievre (11).

1.2. Le TNF, médiateur de l'inflammation

La découverte du TNF est marquée par toute une série dobservations et
d'expériences depuis une centaine d'années. En effet, en 1868, Bruns observe que les
patients atteints de fumeurs montrent une régression de ces derniéres suite a une
infection bactérienne (12). Ces observations sont confirmées en 1944 par Shear et col.
(13). En 1975, Elizabeth Carswell montre qu'une substance présente dans le sérum de
souris infectées par le bacille de Calmette Guérin (BCG) et le LPS permettent d'induire
la nécrose de la tumeur et la nomme TNF (14). C'est en 1984 que la séquence d'acides
aminés du TNF humain est déterminée et la protéine purifiée a partir d'une lignée
cellulaire lymphoblastoide (15-17). Beutler et col. travaillaient en paralléle sur la

cachexine associée aux infections parasitaires permettant l'inhibition de la protéine
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lipase (18). De méme, I'équipe de Takeda identifiaient le T cell Differentiation-inducing
factor (19). Ces deux molécules correspondent en fait au TNF.

D'autres protéines homologues au TNF ont par la suite été découvertes et
composent la superfamille du TNF. On distingue actuellement 19 molécules différentes
parmi lesquelles on retrouve les lymphotoxines a et p ou encore le ligand FAS (20, 21).
Ces 19 ligands initient leur réponse cellulaire grdace a 29 récepteurs appartenant a la
superfamille des récepteurs au TNF (TNFR) qui se caractérisent par un domaine riche
en cystéine (CRD) dans la portion extracellulaire (22).

Le TNF se retrouve dans I'organisme sous deux formes, I'une membranaire (Mem-TNF)
et l'autre soluble (sTNF). Le TNF est en premier lieu synthétisé sous la forme d'une
protéine transmembranaire de type II de 26kDa. Elle est ensuite clivée par la
métalloprotéinase TACE (TNFa Converting Enzyme) en une forme sécrétée de 17kDa
(23, 24).

Le TNF est produit par un grand nombre de cellules, immunitaires ou non, telles que les
macrophages, les DC, les cellules T et B, les cellules Natural Killer (NK), les fibroblastes
ou les neurones (25-27). Le sTNF et le Mem-TNF interagissent via les récepteurs
TNFR1 et TNFR2 (TNF Receptor 1 ou p55 et TNF Receptor 2 ou p75) afin d'exercer
leurs effets biologiques (28). TNFR1 semble &tre exprimé de maniére constitutive alors
que TNFR2 est inductible et préférentiellement exprimé par les cellules endothéliales
et hématopoiétiques. Le sTNF et le Mem-TNF peuvent tous deux se lier a ces deux
récepteurs mais il semble que la forme soluble se lie préférentiellement au TNFR1 et la
forme membranaire plutot au TNFR2 (29-31). Par ailleurs, TNFR1 et TNFR2 sont
également solubles afin d'ihniber I'action du sTNF et Mem-TNF (32) (Figure 2).
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Figure 2 : Effets biologiques du TNF et intéraction avec ses récepteurs.

Le TNF joue un réle important dans I'homéostasie du systéme immunitaire avec
notamment le bon développement et la maintenance des organes lymphoides (33, 34).
Les souris déficientes en TNF ou TNFR1 montrent d'ailleurs une défaillance partielle
dans la formation des follicules de cellules B (35).

Le TNF permet |'expression de chimiokines nécessaires au recrutement de leucocytes
dans les tissus inflammés (36) et permet la formation de granulomes par les
macrophages et les cellules T lors dinfections par Mycobacterium tuberculosis ou
Listeria monocytogenes (37, 38). Les études de Grivennikov et col. ont montré que le
TNF produit par les macrophages et les neutrophiles, et non par les cellules T et B, est
critique dans la résistance a l'infection par Listéria (39). L'équipe de Serbina et col. a
également étudié la résistance a l'infection par cette bactérie et a pu mettre en
évidence le rdle important du TNF dans l'induction de la synthese d'oxyde nitrique par
les DC spléniques (40).

Beaucoup de ces travaux étudient les effets du TNF sans faire de distinction entre le
STNF et le Mem-TNF. Plusieurs équipes ont cependant montré que le Mem-TNF est

impliqué lui aussi dans la cytotoxicité, l'activation des cellules B ou l'induction d'IL-10 par
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les monocytes (31, 41, 42). De plus, le Mem-TNF peut induire un rétrosignal grace a un
motif caséine kinase, ce qui supprime la production de cytokines ou induit I'apoptose de
la cellule exprimant le Mem-TNF (43, 44)(Figure 2).
Les travaux de Allie et col. sur les souris Knock In n‘exprimant que le Mem TNF ont
permis de montrer que ces animaux résistent partiellement a linfection par
Mycobacterium tuberculosis (45, 46). De méme, ces souris ont une réponse immunitaire
normale apres infection par Leichmania major, ce qui n'est pas le cas des souris TNF-/-
(47). Une partie de ma thése s'est ainsi attachée a étudier le rdle du Mem-TNF dans
I'infection par Listeria monocytogenes et il s'avere effectivement que la forme
membranaire du TNF permet de garder une immunité partielle contre la Listéria.

Le TNF agit normalement a faible concentration sur le site de l'inflammation mais
il arrive parfois que le systéme he soit pas régulé normalement. En effet, une
concentration trop importante peut conduire au développement d'une pathologie plus
sévere comme l'arthrite rhumatoide ot le TNF devient alors une cible thérapeutique
importante (48). Ainsi, les souris transgéniques exprimant des quantités importantes de
TNF développent spontanément une arthrite cliniquement et histologiquement similaire
a l'arthrite rhumatoide (49). Le TNF semble donc avoir un réle important dans la
cascade d'évenements conduisant au développement de l'arthrite rhumatoide, la maladie
de Crohn ou encore le psoriasis. L'effet du TNF est amplifié par I'induction rapide
d'autres cytokines comme I'IL-1p ou I'TL-6 (50). Le traitement actuel de ces maladies
repose entre autre sur [|'administration d'anti-TNF avec linfliximab, I'etanercept,
I'adalimumab, le certolizumab pegol, le golimumab. Tous, sauf I'étanercept qui correspond
au TNFR2 fusionné a un frgament Fc d'une IgGl, sont des anticorps dirigés contre le
TNF (Figure 3). Le Thalidomide constitue quant a lui un autre traitement induisant la
dégradation rapide de 'ARN messager et aboutit a l'inhibition de la production de TNF
(51, 52).
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Figure 3 : Structure des principaux antagonistes du TNF utilisés dans les traitements anti-TNF.
Tous sont des anticorps, excepté |'étanercept qui est une protéine de fusion d'une portion de
TNFR2 humain avec la partie Fc d'une Ig61 humaine.

Tous ces traitements supprimant les effets du sSTNF et Mem-TNF sont efficaces mais
ont pour effet d'augmenter les risques de maladies opportunistes comme la listériose ou
la tuberculose (53-55). Un anti-TNF d'un nouveau type, le Dominant-Négatif du TNF
(DN-TNF), a vu le jour avec comme idée principale d'inhiber seulement la forme soluble
du TNF et de garder intégre la forme membranaire afin de conserver une immunité
minimale, évitant & l'organisme de contracter d'autres infections. Ce DN-TNF est
constitué de trois monomeres comportant des mutations clés empéchant la fixation et
l'activation des récepteurs TFNR1 et TNFR2 (56, 57). Ces mutations respectent
toutefois l'intégrité structurale de la protéine et permet les échanges de monomeéres

avec le sTNF natif (Figure 4).
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Figure 4: Représentation schématique de I'action du DN-TNF. Le TNF natif (en gris) forme un
homotrimere se liant a son récepteur contrairement au DN-TNF formant des hétérotrimeéres ou
des homotrimeres (en orange) non fonctionnels.

J'ai pu tester ce DN-TNF dans le modeéle d'infection par Listéria. Mes expériences
m'ont permis de valider mes précédents résultats sur le réle du TNF membranaire en
réponse a ce pathogeéne et de montrer que le DN-TNF supprime effectivement l'activité

du sTNF tout en gardant I'immunité protectrice conférée par le Mem-TNF.

2. Le mécanisme de phagocytose

Décrit il y a cent an par Elie Metchnikoff, un embryologiste russe (58), le phénomene
de phagocytose est un mécanisme cellulaire essentiel utilisé aussi bien par les
organismes unicellulaires que par les cellules appartenant aux métazoaires. Dans un
organisme simple comme |'amibe Dictyostelium discoideum, les phagocytes détectent les
agrégats et ont un rdle dans la défense de I'hdte (59). Chez les organismes supérieurs,
I'emprisonnement et la digestion des particules étrangéres a I'organisme sont effectués
par des cellules professionnelles.

Les particules ciblées par la phagocytose peuvent étre des microorganismes ou des
cellules altérées appartenant a l'organisme lui-méme. En effet, les phénomenes
d'embryogenése ou d’homéostasie tissulaire font intervenir des mécanismes d'apoptose.
L'importance du mécanisme de phagocytose durant I'embryogenese de Drosophila

melanogaster a ainsi été trés étudié (60, 61). De méme, chez la souris, les macrophages
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exercent un rodle important dans le remodelage tissulaire intervenant durant
I'embryogénese et dans ['‘élimination des cellules mortes (62, 63). Dans bon nombre
d'especes, la phagocytose exerce également un réle protecteur durant l'invasion par un
pathogéne et intervient dans la réponse immunitaire innée (64). De plus, les phagocytes
interviennent dans la présentation d'antigéne, pré-requis au déclenchement de la
réponse immunitaire adaptative.

La phagocytose débute en premier lieu par la liaison de l'antigéne au récepteur du
phagocyte. Ces récepteurs sont nombreux et on retrouve parmi eux les récepteurs
scavenger comme CD36 (65, 66) ou SRA (Class-A Scavenger Receptor) (67, 68)
intervenant dans la phagocytose des cellules apoptotiques et des pathogénes tels que E.
coliou S. aureus (69, 70). D'autres études ont montré que le systéeme du complément est
un acteur important de la phagocytose (71). Helmy et col. ont ainsi identifié le récepteur
CRIy exprimé par les macrophages résidents du foie, les cellules de Kuppfer, et
reconnaissant les fragments C3b et iC3b. Ces récepteurs du complément peuvent
également se lier a la Mannose-Binding Lectine (MBL) et les souris déficientes en cette
protéine sont sensibles aux infections par S. aureus (72).

Une fois que cette liaison est effectuée entre la particule antigénique et le
phagocyte, il y a formation de pseudopodes grdce a un réarrangement du cytosquelette
d'actine et un remodelage de la membrane (73). Le pathogéne se retfrouve ainsi
emprisonné dans le compartiment intracellulaire nommé phagosome au sein du duquel
seront produits plusieurs substances toxiques comme le NO, I'O;” ou le H,O; (74). Les
enzymes iNOS (inductible Nitrique Oxyde Synthase) et la SOD (superoxyde dismutase)
sont importantes dans la production de ces composés et contribuent a I'élimination de
certains pathogénes (75, 76). Le phagosome subit un phénomene de maturation en
interagissant avec les endosomes précoces puis tardifs et les lysosomes. Il acquiert
successivement le contenu de chacun pour devenir un phagolysosome (77). Au cours de
cette maturation, le contenu du phagosome s'acidifie (78) et contribue ainsi a
I'¢limination des pathogénes en limitant leur croissance. Cependant, certaines bactéries
ont élaboré des stratégies leur permettant d'échapper a leur destruction par le

phagolysosome. C'est le cas de M. tuberculosis empéchant la maturation du phagosome
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(79) et de L. monocytogenes qui utilise des phospholipases et la listériolysine afin de

lyser la membrane phagosomale (80).

3. Les récepteurs Toll-like

Les cellules immunitaires détectent les motifs microbiens a la surface membranaire
des pathogeénes. Les récepteurs Toll-like constituent une famille de récepteurs
impliqués dans cette reconnaissance et donc dans la mise en place d'une réponse

immunitaire innée.

3.1. Ladécouverte des TLR

La découverte de la famille TLR a débuté avec l'identification du récepteur Toll
exprimé chez les insectes. Il a ainsi été établit que Toll permet I'établissement de I'axe
dorsoventral durant I'embryogenese (81). Son étude a conduit quelques années plus tard
a découvrir qu'il intervient également dans la réponse immunitaire innée antifongique des
drosophiles (82). Les recherches menées par la suite par Medzhitov et Janeway ont
permis d'établir que TLR4 est un homologue humain et murin du géne Toll de la
drosophile activant la voie de signalisation de I'TL-1, qui est fortement impliquée dans la
réponse inflammatoire (83). Depuis cette découverte, 13 TLR murins et 10 TLR humains

ont été identifiés (84).

3.2. Lastructure des TLR

Les TLR sont des glycoprotéines membranaires de type I caractérisées par un
domaine extracellulaire comportant de nombreux motifs riches en Leucine (LRR) et par
une région cytoplasmique nommée « domaine TIR » en raison de sa forte homologie au
récepteur de I'TL-1 (IL-1R) (85). Chacune de ces deux régions a un rdle bien spécifique.
La partie intracellulaire relativement conservée est cruciale pour activer différentes
voies de signalisation faisant intervenir les protéines adaptatrices MyD88 (Myeloid
Differenciation Factor), TIRAP/Mal (TIR domain-containing Adaptor Protein / MyD88-
adaptor like) ou TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFNpP). La partie

extracellulaire donne quant a elle la spécificité de reconnaissance du récepteur grdce a

ses différents domaines LRR (Figure 5).

23



IL-1R TLR

D'aprés Akira S. Nat. Rev. Immu., 2004 (86)

Figure 5 : Structure des TLR et du récepteurs IL-1R.

Les récepteurs TLR et IL-1R ont un domaine cytoplasmique conservé appelé TIR et caractérisé
par I'existence de frois régions homologues nommées box 1, 2 et 3. Les parties extracellulaires
sont tres différentes: I'TL-1R comporte 3 domaines de type immunoglobuline alors que les TLR
possédent des répétitions en tandem de régions riches en leucine (LRR).

3.3. Les TLR et leurs ligands

Les TLR agissent en homodimeres ou hétérodiméres pour reconnaitre leurs
ligands. Il a ainsi été établi que TLR1, TLR2 et TLR6 reconnaissent les lipides ainsi que
les composés carbohydratés de la paroi des bactéries Gram-positive. Plus
particulierement, TLR2 se lie aux peptidoglycanes (PGN), a l'acide lipoteichoique (LTA)
ainsi qu'aux lipopeptides diacylés lorsqu'il est associé au TLR6 (87, 88). L'hétérodimére
TLR2-TLR1 reconnait les lipopeptides triacylés des bactéries et mycobactéries (89).
TLR2 illustre bien le fait qu'un TLR peut donc reconnaitre un large éventail de
pathogénes puisqu'il est impliqué dans la réponse inflammatoire contre Staphylococcus
aureus (90), Streptococcus pneumoniae (91), Listeria monocytogenes (92) ou encore
contre Candida albicans (93).

TLR4 reconnait quant a lui le LPS de la paroi des bactéries Gram-négative et fait
intervenir pour cela des protéines autres que les TLR afin d'amplifier la réponse
immunitaire. En effet, le LPS vient se lier a la protéine cytosolique LBP (LPS Binding

Protein) chargée d'apporter ce dernier au co-récepteur CD14. Le complexe CD14-LPS
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est reconnu par la protéine MD-2 associée a I'homodimeére TLR4 afin de mettre en place
une réponse innée (94, 95) (96).

TLR5 est spécialisé dans la détection des bactéries flagellées puisqu'il reconnait
un domaine fres conservé de la flagelline, un constituant majeur du flagelle de ces
pathogénes (97, 98). Il semble que TLR5 soit plutot exprimé du coté basolatéral et non
au pdle apical des cellules épithéliales (99). On le retrouve également sur les cellules
endothéliales de l'intestin (100). La flagelline est également détectée dans les poumons
et active la production de cytokines par les cellules épithéliales pulmonaires (101). Le
TLR5 joue ainsi un réle important au niveau des muqueuses intestinales ou pulmonaires.
L'existence d'un codon stop dans le domaine de ligison du TLR5 humain a la flagelline
empéche la transmission du signal et ce polymorphisme est associé d une susceptibilité
accrue des personnes aux pneumonies causées par L. pneumoniae (101).

TLR11 est impliqué dans la reconnaissance de la profiline issue du parasite
Toxoplasma gondii (102) et dun composant encore inconnu des bactéries
uropathogéniques (103).

Les TLR3, 7, 8 et 9 sont les récepteurs d'acides nucléiques et de leurs dérivés.
TLR3 se lie a I'ARN double brin produit notamment lors de la réplication des virus et a
son ligand synthétique Poly I :C (Polyinosine-deoxycytidylic acid) (104); TLR7 et 8
reconnaissent I'ARN simple brin et TLR9 I'ADN viral (105, 106).

3.4. Les voies de signalisation induites par I'activation des TLR

La liaison du ligand a son TLR induit un changement de conformation du récepteur
qui va alors se lier a une protéine adaptatrice grdce a son domaine TIR intracellulaire.
Ce mécanisme conduit a une cascade de signalisation permettant I'activation de genes
intervenants dans les mécanismes de défense de I'hGte contre le pathogéne.

Il existe d ce jour quatre molécules adaptatrices : MyD88, TIRAP, TRIF et enfin
TRAM/TICAM2 (TRIF-related adaptor molecule/ TIR-domain adaptor molecule 2).
Ainsi, un méme récepteur peut initier différentes réponses suivant la protéine
adaptatrice qui lui est associée et deux voies ont pu tre décrites. L'une de ces voies est

Myd88-dépendante et conduit a la synthése de cytokines inflammatoires ; l'autre voie
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est TRIF-dépendante et est plutdt impliquée dans la production des IFN inductibles
(Figure 6).

MyD88 s'associe a tous les TLR sauf au TLR3. L'association de MyD88 avec la
partie cytoplasmique du TLR ou de IL-1R induit le recrutement des protéines IRAK1 (IL-
1R-associated kinase) et IRAK4 via des intéractions homophiliques dites DD-DD pour
Death Domain (107, 108). La formation de ce complexe permet le recrutement de
TRAF6 (TNFR-associated factor 6) qui agit comme une ligase intervenant dans les
processus d'ubiquitination. En association avec le complexe enzymatique E2 composé de
UBC13 et UEV1A, TRAF6 catalyse la polyubiquitination sur lui-méme et sur NEMO (IKK-
v/NF-kB essential modulator) (109). Ce mécanisme induit I'activation des kinases TAK1,
TAB1 (TAK1-binding protein 1), TAB2 et TAB3 (110, 111), permettant la phosphorylation
de NEMO et l'activation du complexe IKK. La phosphorylation de IkB permet de libérer
dans le cytoplasme le facteur de transcription NF-«kB et de transloquer dans le noyau de
la cellule afin d'induire l'activation des génes permettant notamment la synthése de
cytokines inflammatoires (112).

La Figure 6 montre par ailleurs l'intervention du facteur de transcription IRF5
(Interferon-regulatory factor 5) en plus de celle de NF-kB. Apres activation du TLR,
IRF5 transloque dans le noyau pour se fixer au niveau du promoteur de cytokines pro-
inflammatoires et permettre la synthése d'IL-6, IL-12 et du TNF (113, 114).

La signalisation de TLR2 et TLR4 requiert par ailleurs la présence de TIRAP pour
recruter MyD88 (115, 116). L'administration de LPS a des souris TIRAP-déficientes
n'induit pas de production de cytokines inflammatoires. En revanche, I'expression des
génes IFN-inductibles se produit toujours, montrant ainsi I'existence d'une voie de
signalisation MyD88-indépendante (117). TIRAP est donc nécessaire a la signalisation

MyD88-dépendante des récepteurs TLR2 et TLR4.
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Figure 6 : Voies de signalisation MyD88/TIRAP-dependant et TRIF/TRAM-dependant.

Aprés stimulation, tous les TLR, sauf TLR3, recrutent les protéines MyD88, IRAKs et TRAF6. Le
complexe TAK1 active le complexe IKK afin de phosphoryler la sous-unité IkB. NFk-B est alors
libéré dans le cytoplasme puis transloqué dans le noyau pour activer les genes responsables de la
production de cytokines inflammatoires.

La stimulation des TLR tels que TLR3, TLR4, TLR7 et TLR9 induit la production
dIFN de type I en plus de celle des cytokines pro-inflammatoires. En réponse a des
ligands de TLR3 et TLR4, les souris déficientes en TRIF montrent une incapacité a
activer le facteur de transcription IRF3 responsable de |'expression des geénes IFN
inductibles permettant la maturation des cellules dendritiques, I'expression de molécules
de costimulation et la sécrétion dIFN-p (119). Yamamoto et col. ainsi que Hoebe ont
démontré que TLR4 requiert les voies MyD88-dépendant et MyD88-indépendant/TRIF-
dépendant pour induire I'expression des cytokines inflammatoires (120) (121).

D'autres travaux ont montré que TRIF peut s'associer avec une autre molécule
adaptatrice nommée TRAM dans la voie TLR4 uniquement (Figure 6). En effet,
I'inhibition de I'expression de TRAM par siRNA (small interfering RNA) démontre que
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cette protéine intervient aprés activation de la voie TLR4 (et non de la voie TLR3) dans
I'induction de I'TFN-p et des genes IFN-inductibles (122). Yamamoto et col. ont observé
que les souris déficientes en TRAM présentent une perte d'activation du facteur de
transcription IRF3 ainsi qu'une diminution de l'expression des genes IFN-inductibles
dans le cas d'une stimulation TLR4 (123). TRAM est donc impliqué dans la voie
d'activation MyD88-indépendante/ TRIF-dépendant de TLR4 (124).

3.5. Lalocalisation cellulaire des TLR

Les TLR sont exprimés par les cellules immunitaires comme les macrophages, les
cellules dendritiques, les lymphocytes B et certains types de lymphocytes T. Les cellules
non immunitaires comme les cellules épithéliales ou les fibroblastes peuvent également
exprimer les TLR. Cefte expression peut &tre modulée rapidement en réponse aux
pathogénes ou selon un certain environnement cytokinique. La spécificité de
reconnaissance des ligands par leur récepteur TLR est renforcée par la localisation
cellulaire de ces derniers. En effet, les TLR1, 2 et 4 sont situés da la surface cellulaire
alors que les TLR3, 7 et 9, impliqués dans la reconnaissance d'acides nucléiques, sont
exclusivement exprimés dans les compartiments intracellulaires (125-127). Latz et col.
ont ainsi montré que TLRY est exprimé dans le réticulum endoplasmique (RE) et la
stimulation avec son ligand CpG-ADN requiert son recrutement au niveau des

compartiments endosomal et lysosomal (128).

3.6. (D14 est un des co-récepteurs associés aux TLR
Certains TLR requierent l'aide de molécules « accessoires » afin d'optimiser la
reconnaissance des motifs pathogéniques. Ces molécules peuvent réguler cette
reconnaissance A la surface membranaire, comme MD-2, ou dans le réticulum
endoplasmique, comme la gp96. Certaines de ces molécules accessoires comme CD14 ou
CD36 agissent directement sur les ligands des TLR.
CD14 est une protéine attachée a la membrane plasmique grdce a une ancre
glycophosphatidylinositol (GPI) et est active dans sa forme soluble et membranaire

(129, 130). CD14 ne posséde pas de domaine intracellulaire lui permettant de
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transmettre l'information et nécessite son intéraction avec un TLR pour activer les
cellules immunitaires. Les premiéres études menées sur le CD14 ont montré que cette
protéine est impliquée dans la liaison et le transfert de LPS au complexe TLR4/MD-2
(131). Le LPS est constitué entre autre du Lipid A avec une chaine polysaccharidique O-
glycosylée plus ou moins longue. Lorsque cette chaine est courte, on parle de « rough
LPS». Ce dernier est capable d'activer seul le TLR4 avec pour conséquence le
recrutement des protéines MyD88 et TIRAP, au contraire du «smooth LPS », qui
requiert le CD14 pour activer le TLR4 et recruter les adaptateurs TRIF et TRAM (132)
(Figure 7).
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D'aprés Godowski, P.J. Nat. Immunol. 2008 (133)

Figure 7 : Voies CD14-dépendante et indépendante impliquées dans la signalisation TLR4/LPS. Le
complexe MD2/TLR4 ne peut lier le smooth LPS que si CD14 est présent.

L'utilisation de la coimmunoprécipitation a permis de mettre en évidence l'intéraction
directe de CD14 avec les TLR2 et TLR4 (134). Ce complexe ligand/CD14/TLR est
dynamique puisque la fixation du ligand sur son récepteur TLR approprié stabilise
'ensemble CD14/TLR et lui permet de migrer au niveau des rafts lipidiques (134). Les
travaux de Lentschat ont d'ailleurs révélé que le CD14 membranaire réside dans des
microdomaines riches en cholestérol contenant les kinases src et les protéines G

importantes dans la réponse au LPS (135) (Figure 8).
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Figure 8 : Localisation du CD14 au niveau des rafts lipidiques.
Le CD14 est exprimé a la surface membranaire grdce a son encre GPI au niveau de rafts
lipidiques regroupant la protéine kinase src et la protéine G.

Aussi bien /n vitro qu'in vivo, le corécepteur CD14 semble important dans la détection de
pathogénes reconnus par TLR2. Ainsi, les peptidoglycannes de la paroi de S.aureus et S.
pneumoniae nécessitent la coexpression de CD14 avec TLR2 pour induire une réponse
NF-kB (137). CD14 est également impliqué avec TLR2 dans la détection des
Streptocoques du groupe B (138) et du cytomégalovirus humain (139), c'est pourquoi jai
voulu explorer l'implication du CD14 dans la reconnaissance de Listéria monocytogenes.
Flo et col. ont dailleurs montré que CD14 et TLR2 agissaient de concert dans la
reconnaissance de la Listéria tuée par la chaleur (Heat Kill Listeria monocytogenes,
HKLM) (140).

Les travaux de Lee ont depuis mis en évidence le fait que l'activité du CD14 n'est pas
restreinte aux TLR4 et TLR2 puisque la transduction du signal initié par TLR3 est

amplifiée par ce corécepteur lors de la détection des doubles brins d'ARN (141).

4. Les récepteurs NLR et RIG-I : des récepteurs LRR intracytoplasmiques
Deux autres classes de récepteurs cytosoliques intervenant dans la reconnaissance

intracellulaires des pathogenes ont été découverts, il s'agit des récepteurs NLR
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(Nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like Receptors) et RLH (Retinoic
Acid-Inducible gene I (RIG-I)-like Helicases).

Les NLRs sont des récepteurs hautement conservés au cours de I'évolution que
I'on retrouve aussi bien chez les mammiferes que les plantes (142). Ils se caractérisent
par leur structure fripartite puisqu'ils possedent une partie C-terminale riche en leucine
leur permettant de reconnaitre certains motifs pathogéniques ; un domaine central NBD
(Nucleotide Binding Domain) présentant wune activité ATPase et régulant
I'oligomérisation des NLRs; une partie N-terminale qui peut présenter différents
domaines d'un NLR a l'autre. On dénombre par exemple 5 membres NOD (Nucleotide
binding Oligomerization Domain) comportant un domaine CARD en N-terminal ; 14
membres NALP ayant un domaine PYRIN: le NLR NAIP posséde 3 domaines BIR
(Baculovirus inhibitor of repeat) (Figure 9) (143, 144).
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Figure 9 : Organisation tripartite de quelques NLRs représentatifs.

Les NLRs sont caractérisés par un domaine de reconnaissance de ligands pathogéniques LRRs (en
jaune), un domaine NACHT responsable de I'oligomérisation des NLRs (en vert) et un domaine
effecteur de type PYD, CARD ou BIR permettant la mise en place d'une signalisation.

Les récepteurs intra-cytoplasmiques NOD1 et NOD2 ont été particulierement
étudiés. Divers travaux ont montré d'une part que les macrophages déficients en NOD1
et NOD2 ne peuvent produire de cytokines pro-inflammatoires en réponse a leurs

ligands (145). D'autre part, NOD2 semble impliqué dans les maladies inflammatoires
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touchant les intestins, notamment dans la maladie de Crohn. NOD1 et NOD2
reconnaissent respectivement les peptidoglycanes des bactéries que sont l'acide y-D-
glutamyl-meso-diaminopimelique (iE-DAP) et le muramyl dipeptide (MDP) (146, 147). La
liaison des ligands a leur NLR permet leur oligomérisation puis l'activation du facteur
NF-kB grdce au recrutement de la sérine/thréonine kinase RIP2/RICK sur leur domaine
CARD. Cette signalisation aboutit a la production de cytokines pro-inflammatoires et du
précurseur de I'TL-1p (pro- IL-1p) (Figure 10).

L'infection de I'organisme par les bactéries induit l'activation de la caspase-1, enzyme qui
catalyse le processus de maturation de la pro-IL-1 p en IL-1 p fonctionnelle. Ce
processus fait appel a la formation d'un complexe catalytique nommé inflammasome
regroupant les caspases 1 et B, ainsi que des membres de la famille NALP et enfin la
protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)
(148). Ainsi, NALP et ASC établissent des intéractions homophiliques grdce a leur
domaine PYRIN. La caspase-1 vient interagir avec le domaine CARD de la protéine ASC

et permet l'activation de I'TL-1p (mais aussi de I'TL-18) (149).
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Figure 10 : Activation de I'inflammasome par les peptidoglycannes (PGN) bactériens.

Les PGN sont dégradés en muramyl dipeptide (MDP) par le phagolysosome. MDP induit I'activation
de NOD2 qui conduit a la translocation nucléaire de NF-kB et donc a la production de proIL-1p.
MPD conduit également a l'activation de NALP3 afin d'induire la formation de l'inflammasome
composé de NALP3, cardinal, ASC et de la caspase-1. La caspase-1 clive la proIL-1p en IL-1p.
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Les ligands de la famille NALP sont inconnus, sauf pour NALP3 qui reconnait I'ARN
bactérien (150), 'ATP et les cristaux d'acides uriques (151, 152).

Il semble par ailleurs que les NLRs Ipaf (ICE protease activating factor) et NAIPS
(NLR family apoptosis inhibitory protein 5) soient impliqués dans l'activation de la
caspase-1 apres reconnaissance de la flagelline portée par S. typhimurium ou L.
pneumophila (149, 153).

Les récepteurs RLHs détectent quant a eux les ARN viraux double brins relachés
dans le cytoplasme et non accessibles au TLR3 (Figure 11). A ce jour, 3 types de
protéines font partie des RLHs : RIG-I et MDA5 (Melanoma Differentiation-Associated
gene-5) comportant un domaine CARD dans la partie N-terminale et un domaine helicase
en C-terminal. La protéine LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2) ne posséde
que le domaine hélicase en C-terminal (154). Comme les TLR et les NLR, les RLH sont
conservés dans l'évolution et sont importants pour la détection des virus. RIG-I
reconnait les virus de la maladie de Newcastle ou de Sendai grdce au triphosphate porté
dans la partie 5' terminale de leur ARN et permet ainsi la production d'IFN (155, 156).
L'ARN double brin des picornavirus tel que le virus de I'encéphalomyocardite, de la
rougeole ou de la grippe est reconnu par MDA5 (157-159). La protéine LGP2
fonctionnerait comme un régulateur négatif de la signalisation de RIG-I et MDA-5

(160).
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D'apres Meylan, E. Nature 2006 (161)

Figure 11 : Détection de I'ARN double brin viral par TLR3 et les RLH.

Le TLR3 reconnait I'ARN double brin dans les endosomes et recrute l'adaptateur Trif afin
d'activer NF-kB et IRF3/7. L'ARN viral peut également &tre détecté par RIG-1 et MDA5 afin
derecruter cardif. Ce mécanisme active également les facteurs de transcription NF-kB et IRF.
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Chapitre 2 : Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L.m) est une bactérie opportuniste Gram positive et
responsable d'une infection alimentaire, la listériose. Bien que découverte dans les
années 1920, ce n'est que dans les années 80 que l'on établit un lien formel entre la
maladie et lingestion d'aliments contaminés. La listériose constitue un véritable
probléme de santé publique aussi bien qu'un probleme économique. Diagnostiquée
principalement dans les pays industrialisés, cette maladie a conduit un bon nombre de
pays a instaurer des normes d'hygiéne alimentaire sévéres ainsi que des systemes de
surveillance de linfection basés essentiellement sur la centralisation et la
caractérisation des souches cliniques de L.m dans un laboratoire, le Centre National de
Référence des Listéria (CNRL). L'infection par L.m est un modéle tres étudié
d'intéraction hote-pathogene puisque cette bactérie élabore diverses stratégies pour
franchir les barrieres de protection de I'organisme afin de se disséminer a l'intérieur
des cellules.

Mes travaux de these m'ont permis de m'intéresser a la réponse immunitaire innée
contre cette bactérie. J'ai donc étudié l'implication du co-récepteur CD14 ainsi que le

réle du TNF membranaire dans le contrdle de l'infection par L.m.

1. Découverte et description de L. monocytogenes

Le nom de Listéria a été donné en I'honneur de Joseph Lister, chirurgien
britannique des années 1860, inventeur de l'antisepsie dans la chirurgie opératoire.
Cependant, la découverte et l'isolement de la bactérie est attribuée a E.6.D. Murray. En
effet, c'est en 1926 a Cambridge que la Listéria est officiellement identifiée Bacterium
monocytogenes comme étant a l'origine d'une septicémie mortelle affectant les lapins et
les cochons d'Inde du laboratoire de E.6.D. Murray (162). Les premiéres cultures de L.m
ont été effectuées en 1921 par Dumont et Cotoni sur des prélévements de patients
atteints de méningite (163).

L.m est un petit bacille Gram positif (0,4 a 1,5 pym) appartenant au regne des
bactéries et a I'embranchement des Firmicutes. Il existe 6 especes de Listéria:
monocytogenes, innocua, ivanovii, grayi, seeligeri, welshimeri. Seules L. monocytogenes

ainsi que /vanovii sont infectieuses pour 'homme.
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L.m est une bactérie intracellulaire non sporulée, aérobie et anaérobie facultative
mobile entre 10 et 25°C grdce a ses flagelles et que I'on retrouve dans divers milieux
comme les eaux (lacs, riviéres, eaux d'égouts ou de baies), le sol ou la végétation.
L'habitat naturel de cette bactérie semble &tre les plantes en décomposition. Les
animaux domestiques ruminants sont des porteurs asymptomatiques et probablement a
I'origine de la maintenance de la Listeria dans I'environnement rural. Cette bactérie treés
résistante pose des problémes d'hygiéne alimentaire importants du fait de sa capacité a
se multiplier dans des fourchettes de température comprises entre -2° et +45°C, sa
température optimale étant entre +30 et +39°C. Elle peut également survivre dans des
solutions trés concentrées en sel ou dans des milieux ou le pH s'étend de 4,6 a 9,6 voire

plusieurs mois dans la boue (164).

2. Manifestations cliniques de la listériose et population a risque

Les infections a L.m sont sérieuses puisque mortelles dans 30% des cas mais
heureusement rares. La bactérie contamine un certain nombre d'aliments et de
nombreuses personnes en ingerent fréquemment de petites quantités sans qu'aucuns
symptomes n'‘apparaissent. Lorsque les aliments sont fortement contaminés, la listériose
peut se manifester sous plusieurs formes.

La période d'incubation est comprise entre 48 heures et 3 mois et la forme la
moins grave de la maladie se manifeste chez les personnes en bonne santé par un état
grippal, de la fievre et une gastroentérite (165, 166). Autrefois considérée comme une
manifestation silencieuse de la maladie, il apparait aujourd'hui que ces troubles
intestinaux soient accompagnés dans 70% des cas par une atteinte de la rate (167, 168).
La maladie se résorbe toutefois spontanément en quelques jours chez les personnes
immunocompétentes.

En revanche, les manifestations cliniques de la listériose sont beaucoup plus
sévéres chez les personnes dont le systéme immunitaire est affaibli comme chez les
personnes dgées, les femmes enceintes, les nouveau-nés ou encore les patients atteints
du VIH (Virus de I'Immunodéficience Humaine) ou de la polyarthrite rhumatoide du fait
de leurs traitements. La période d'incubation chez ces personnes est beaucoup plus

longue (10 a 70 jours) ce qui rend difficile I'isolement de la source contaminée.
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Les femmes enceintes présentent un systeme immunitaire affaibli surtout au troisiéme
trimestre de grossesse et constituent un risque potentiel de dissémination de la
bactérie chez la mere comme chez le feetus. En effet, L.m peut infecter le placenta,
former des abcés et franchir cette barriere placentaire. Cette listériose materno-
foetale est responsable d'avortements ou d'infections néonatales avec un fort taux de
mortalité (169, 170). Cette infection généralisée du feetus appelée granulomatose
septique infantile se caractérise par la présence de microabcés disséminés dans le foie,
la rate et la peau. La plus forte concentration de L.m se situe dans les intestins ainsi que
dans les poumons en raison de l'ingestion de liquide amniotique contaminé. Dans le cas
d'une contamination durant [l'accouchement, le houveau-né peut présenter une
conjonctivite importante voir une méningite. L.m est d'ailleurs la troisieme cause de
méningite chez le nouveau-né (171).

En plus de franchir les barriéres intestinales et placentaires, L.m peut traverser la
barriere hémato-encéphalique pour infecter le systeme nerveux central (SNC) au niveau
des méninges mais également au hiveau du parenchyme ce qui témoigne de sa grande
capacité a survivre et a se multiplier a I'intérieur des cellules. Deux types différents de
dissémination peuvent avoir lieu et conduire d une encéphalite ou a la présence d'abcés
dans le parenchyme (172). Cette infection peut se manifester par des mouvements
anormaux, des pertes de conscience, une paralysie avec des séquelles neurologiques

quand elle n'entraine pas la mort (171).

3. Epidémiologie et veille sanitaire

Les premiers cas de Listériose ont été rapportés en 1929 au Danemark (173). Le
début des années 1980 marque le début de nombreuses épidémies en Amérique du Nord
et en Europe. L'isolement de L.m permet de montrer que la listériose est une infection
d'origine alimentaire (174-176). Beaucoup de pays industrialisés, dont la France, ont
instauré des normes plus sévéres concernant le respect de la chaine du froid, les dates
limites de consommation des produits mis sur le marché avec des tests de vieillissement,
de croissance bactérienne afin de mattriser au mieux la contamination des produits par
Listéria. La mise en place de cette surveillance a permis de 1987 a 1997 de diminuer de

pres de 70% les cas de listériose en France (177). La listériose est une maladie a
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déclaration obligatoire auprés de I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) depuis 1998 et son
évolution se fait essentiellement sous forme de cas sporadiques. En France
métropolitaine, le CNRL enregistre un nombre relativement stable de Listériose depuis

1999 avec une diminution de la part relative des formes materno-foetales (Figure 12).

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

France entiére 269 263 188 220 209 236 221 290
France métropolitaine 261 257 183 214 202 234 216 277
Incidence (/1 million d'habitants) 45 44 3.1 3,6 34 3.9 3,6 4.7
Forme non Materno-néonatale 202 199 144 165 162 187 182 254
Materno-néonatale 67 64 44 55 47 49 39 36
Mortalité décés adulte 47 34 46 35 26 38 31 56
mortalité néonatale et
feetale 19 23 13 22 13 16 11 1

Forme non Materno-néonatale

Sexe féminin 78 74 55 70 73 77 77 115
masculin 124 125 89 95 89 110 105 139

Figure 12 : Cas déclarés de Listériose en France par la déclaration obligatoire de 1999 a 2006
(d'apres I'InVS)

Le Laboratoire des Listéria de |'Institut Pasteur a été désigné CNR par la Direction
Générale de la Santé (Ministéere de |'Emploi et de la Solidarité) pour assurer la
surveillance microbiologique des infections a Listéria en France. Cette surveillance,
basée sur la caractérisation des souches isolées des patients, a pour objectif principal

la détection des cas groupés et des épidémies.

4. Traitements

L. monocytogenes est une bactérie sensible aux antibiotiques tels que les
pénicillines, les aminosides (gentamicine) ou encore les tétracyclines. L'amoxicilline et la
gentamicine constituent actuellement le traitement de référence des listérioses. Le
CNRL étudie chaque année depuis 1992 la sensibilité des souches cliniques aux
antibiotiques utilisés en clinique. Il apparait que L. monocytogenes est rarement
résistante aux antibiotiques. Cependant quelques études mettent en évidence une
augmentation du taux de résistance a un ou plusieurs antibiotiques incluant I'ampicilline

parmi les souches isolées de I'environnement et plus rarement parmi les souches isolées
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de patients (selon le Rapport annuel d'activité du Centre National de Référence des
Listéria).

Aucun vaccin n'a pour I'heure été mis au point contre la Listéria.

5. Mode d'infection au niveau des organes

La contamination par L.m se fait par l'ingestion d'aliments fortement contaminés
et la dissémination de la bactérie repose sur sa capacité a franchir les trois barrieres
physiologiques que sont la barriére intestinale, placentaire et hémato-encéphalique
(Figure 13). Cefte bactérie résiste par ailleurs a la mort intracellulaire apres
phagocytose par les macrophages et peut coloniser des cellules non phagocytiques.
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D'apres M. Lecuit, 2007 (178)
Figure 13 : Etapes successives de la dissémination de L./m dans I'organisme

Il existe toujours une controverse concernant le point d'entrée de la bactérie au
niveau intestinal. Cette entrée pourrait se faire par colonisation de I'épithélium
intestinal (179) mais il semble que les plaques de Peyer soient le site privilégié de
réplication de la Listéria (180, 181). Les bactéries proliférent et se disséminent dans la
lamina propria grace aux cellules dendritiques et aux macrophages et sont véhiculées
dans les ganglions lymphatiques avant de passer dans la circulation sanguine (182, 183).
L.m infecte alors principalement le foie et la rate. Les macrophages résidents du foie
(les cellules de Kuppfer) et ceux de la rate vont en quelques heures phagocyter et tuer
les bactéries (184, 185). Chez les personnes immunocompétentes, l'infection se limite a

cette premiere phase dite entérique généralement asymptomatique ou se manifeste par
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un état grippal. On observe en revanche une prolifération intense des bactéries dans les
hépatocytes chez les personnes dont le systéme immunitaire est affaibli (186, 187).
Cette multiplication importante de L.m conduit @ sa libération dans la circulation

sanguine pour atteindre le SNC ou la barriére placentaire.

6. Dissémination intracellulaire

L.m est l'une des bactéries les plus étudiées sur le plan des relations hote-
pathogéne en raison de sa capacité a envahir une large variété de cellules. Elle peut étre
phagocytée par les macrophages ou les cellules dendritiques (188, 189). Ce processus
requiert l'intervention du complément C3 qui va se déposer sur les peptidoglycannes de
la paroi bactérienne. L'intéraction de C3 avec son récepteur cellulaire CR3 induit
I'entrée de la bactérie dans la cellule phagocytaire (190).

La Listéria peut également infecter les cellules non phagocytaires comme les
hépatocytes, les fibroblastes, les entérocytes ou les cellules endothéliales (191, 192).
L'internalisation de la bactérie dans ces types de cellules résulte d'une intéraction
progressive de ligands bactériens que sont les Internaline A et B (InLl A et B) avec
leurs récepteurs cellulaires (Figure 14). Une fois entrée dans la cellule une vacuole se
forme afin de contenir la bactérie. La production d'une protéine induisant la formation
de pores membranaires, la listériolysine-O (LLO) ainsi que la synthése de
phosphatidylinositol phospholipase C (PIcA et PlcB) permettent a la bactérie de
s'échapper de cette vacuole en 30 minutes environ. Les bactéries se retrouvent alors
dans le milieu intracellulaire ot elles peuvent se multiplier et recruter I'actine dont elles
ont besoin pour se déplacer. L.m induit une polymérisation de cette protéine, processus
lui permettant de produire de I'énergie pour se propulser a une vitesse de 10um/minute.
Afin de contaminer les autres cellules, la bactérie va former une protusion membranaire
jusqu'au cytoplasme de la cellule voisine ol une vacuole a deux membranes se forme. La

bactérie s'en échappe a houveau et recommence un cycle de prolifération (193-195).
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D'aprés Cossart, P. 2008 (196)

Figure 14 : Etapes successives d'internalisation et de dissémination intracellulaire de L.m ActA,
Actine A; Hpt, Hexose Phosphate transporter ; LLO, Lystériolysine; LplAl, Lipoate Protein
Ligase ; PI-PLC, Phosphatidylinositol-Phospholipase

L'internalisation de L.m fait intervenir les protéines de surface Internaline (Inl)
A et B (197, 198). InlA permet I'entrée de Listéria dans les cellules épithéliales et InIB
dans les hépatocytes. De plus, Disson et col. ont utilisé comme modéle d'étude la gerbille
ainsi qu'une nouvelle souris Knock In pour le recepteur a I'InA afin d'étudier plus
précisément le rdle de ces deux internalines dans la listériose fétoplacentaire (199).

Les récepteurs de ces deux protéines ont rapidement été identifiés. Listéria est
ainsi le seul pathogéne connu jusqu'a présent utilisant le récepteur E-cadhérine capable
de reconnaitre InlA. Identifié par chromatographie d'affinité, le récepteur E-cadhérine
est une glycoprotéine transmembranaire comprenant cing domaines cadhérine
extracellulaires et un domaine intracytoplasmique. Il régule l'intéraction cellule-cellule
selon un procédé calcium-dépendant et joue donc un réle trés important dans la cohésion
des tissus et le maintien de jonctions adhérentes (200, 201). La Listéria détourne la
fonction premiere du récepteur E-cadhérine en mimant le processus de formation des

jonctions adhérentes. L'intéraction entre le récepteur et InlA induit le recrutement des
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caténines a et p ainsi que du complexe Arp2/3 jouant un rdle dans la mobilité actine-

dépendante de la bactérie (202, 203) (Figure 15).
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D'apres Hamon, M. 2006 (204)
Figure 15 : Internalisation de L.m par une cellule non phagocytique. Ce mécanisme requiert la
reconnaissance de I'Internaline A par son récepteur E-cadhérine et induit un réarrangement du
cytosquelette. ARF6, ADP-ribosylation factor 6 ; ARHGAP10, Rho 6TPase-activating protein 10 ;
Arp, actin-related protein ; F-actin, filamentous actin ; G-actin, globular actin.

L'étude des souches de L.m mutantes pour InlA dans le modele murin a suscité
quelques questions. En effet, les souris infectées avec une Listéria sauvage ou
déficiente en InlA ont un méme phénotype. Il s'‘avere en fait que le récepteur E-
cadhérine humain porte une proline en position 16 alors que le récepteur murin porte un
acide glutamique, ce qui empéche la reconnaissance de InlA par ce récepteur (205)
(Figure 16). Beaucoup d'études ont ainsi été réalisées en inoculant la Listéria
directement par voie veineuse pour « court-circuiter » la premiére étape d'infection au
niveau intestinale. Afin de palier a cette déficience, des souris transgéniques portant le
récepteur E-cadhérine humain sur les entérocytes ont été générées et il a ainsi été
démontré que lintéraction entre InlA et E-cadhérine est nécessaire a l'entrée de
Listéria dans les cellules intestinales lorsque la bactérie est administrée oralement

(205). Schubert et al. ont par ailleurs modifié la souche sauvage de L.m EGD (Lmo-EGD)
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en substituant certains acides aminés de I'InlA afin de la stabiliser sur le récepteur
(206). Ceci permet donc d'améliorer nos connaissances sur la listériose en élargissant les
¢tudes a d'autres souris déficientes pour des génes d'intérét et infectées oralement a

des doses plus physiologiques.

Listeria
Manacytogenas

\

In Met E-cadherin Mel E-cadherin Met E-cadherin
Guinea pig Mouse Human
and rabbit and rat

D'aprés Lecuit, M. 2007 (178)
Figure 16 : Affinité des Internaline A et B pour leur récepteur selon les espéces. InlA reconnait
son récepteur E-cadhérine chez I'humain, le cochon d'Inde et le lapin. InIB a une affinité pour son
récepteur Met chez la souris, le rat et I'humain.

Au contraire de InlA, la protéine InIB est seulement associée a la membrane et
peut &tre soluble (207). Le premier récepteur de cette protéine a également été
découvert par chromatographie daffinité et identifié comme étant gClqR/p32, le
récepteur de la partie globulaire du composé Clq intervenant dans la cascade du
complément (208, 209). Ce récepteur n'induit pas de signalisation de l'information en
raison de |'absence de partie intracellulaire et il a des lors été émis I'hypothése qu'un
autre récepteur devait étre impliqué. Le récepteur a activité tyrosine kinase Met a donc
par la suite été découvert comme participant a l'entrée de la bactérie. Met est
normalement le récepteur au facteur de croissance des hépatocytes (HGF) et comme le
récepteur E-cadhérine, il est détourné de sa fonction premiére par la bactérie. En
effet, Met est recruté sur le site dentrée de la Listéria et InIB stimule
I'autophosphorylation du récepteur afin d'induire le recrutement, par phosphorylation
également, des trois protéines que sont Gabl, Cbl et Shc. Ce complexe provoque un

remaniement du cytosquelette d'actine dépendant du complexe Arp2/3 et de la PT 3-
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kinase (Phosphatidylinositol 3-kinase), également mobilisée vers la membrane plasmique

(Figure 17) (210, 211).
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Figure 17 : Représentation des étapes successives conduisant au réarrangement du
cytosquelette d'actine.

Il semble par ailleurs que Met fonctionne de maniére optimum en présence de
glycosaminoglycannes (GAGs). En effet, les GAG sont identifiés comme étant un
troisieme type de ligand reconnu par InlB. Ils sont connus pour leur réle dans
I'oligomérisation des facteurs de croissance comme HGF assurant de cette maniére leur
protection contre les protéases extracellulaires. InIB se fixe aux GAG afin d'augmenter
fortement l'activation de Met. Par ailleurs, GAG peut détacher InIB de la membrane, la
protéger des protéases et garder cette protéine au hiveau du site dentrée de la

bactérie. InIB reste donc libre d'interagir avec le récepteur Met (212).

44



De récentes études ont de plus montré que ce processus d'internalisation de la Listéria
est clathrine-dépendant (196). Cette protéine, impliquée dans les phénomeénes
d'endocytose, recruterait aprés reconnaissance de InIB sur son récepteur Met, la
dynamine, elle méme recrutant la cortactine. Cette derniere provoquerait la
polymérisation de 'actine grdce au complexe Arp2/3 (Figure 17) (213).

La Listéria détourne donc la machinerie cellulaire de I'hdte a son profit. Le
réarrangement du cytosquelette qu'elle provoque engendre une déformation de la
membrane plasmique, permettant ainsi I'internalisation de la bactérie.

Une fois la bactérie entrée dans la cellule de I'héte, une vacuole destinée &
fusionner avec le lysosome se forme dans le but de détruire le pathogéne. L.m s'échappe
de cetfte vacuole grdce a la production des PlcA et PIcB et de LLO (Figure 14, image 2).
La LLO est un membre de la famille des cytolysines cholesterol-dépendante sécrétées
par les bactéries Gram-positive comme Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis
(214) (192). La LLO se fixe sur la membrane plasmique d'abord sous forme de
monoméres puis d'oligoméres afin de créer un pore membranaire de 200 a 300 A de
diametre et de lyser la vacuole (80). Cette LLO est pleinement opérationnelle a un pH
inférieur a 6, son activité est donc optimale dans I'environnement acide du phagosome et
trés réduite dans le milieu neutre du cytoplasme de la cellule. La LLO joue ainsi un réle
crucial dans la dissémination des bactéries puisque les mutants déficients pour cette
protéine restent dans les vacuoles et présentent une absence de pathogénicité.

Les bactéries se retrouvent en quelques heures dans le cytoplasme de la cellule
hote ol elles peuvent dés lors polymériser I'actine afin de se propulser et d'infecter les
cellules voisines (Figure 14, images 3 et 4) (193). Cette faculté a passer de cellules en
cellules permet & la Listéria d'infecter les tissus sans avoir a passer par le milieu
extracellulaire. Elle évite de cette maniere les anticorps circulants et les autres
composés antibactériens extracellulaires. L.m polymérise I'actine de fagon symétrique a
sa surface afin de produire une queue d'actine la propulsant dans le cytoplasme (193)
(194). Cette polymérisation de I'actine de la cellule infectée se fait grdce a la protéine
de surface bactérienne Actine A (215, 216). Cette protéine mime l'action des protéines
de la famille WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) dont le but est d'activer le

complexe Arp2/3 servant de matrice a la polymérisation de I'actine (217). La protéine
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VASP est le principal ligand de ActA. Elle recrute la profiline, une protéine se liant a
I'actine et initiant la polymérisation des filaments d'actine (Figure 18) (218).
Actin
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Figure 18 : Modéle d'assemblage de I'actine a I'un des pdles de Listéria. Différentes protéines de
I'hote comme la profiline, VASP, Arp2/3 ou la cofiline sont recrutées afin de polymériser l'actine.

La Listéria se multiplie dans le cytoplasme et va coloniser les cellules voisines par
contact cellulaire. Ce phénomeéne requiert également la polymérisation d'actine afin de
former une protrusion membranaire de la cellule infectée (Figure 14, images 5 et 6).
Cette expansion membranaire est phagocytée par la cellule voisine et engendre la
formation d'une vacuole formée de deux membranes et contenant la Listéria (Figure 14,
image 7). La bactérie va a nouveau produire la LLO mais également une phospholipase
nommée lécithinase afin de lyser la double membrane (Figure 14, image 8).

La bactérie se retrouve a nouveau dans le cytoplasme, libre d'infecter d'autres
cellules. Au vue de toutes les stratégies mises au point afin de contourner et utiliser la
machinerie cellulaire de I'héte, on comprend pourquoi le modele d'infection par L.m est
'un des plus étudiés sur le plan relation hote-pathogéne. Notre organisme est
heureusement lui aussi doté de mécanismes élaborés permettant déliminer les

pathogénes.

7. Mise en place de la réponse immunitaire de I'hote en réponse a l'infection par
Listéria monocytogenes

L.m est l'un des modeles les plus utilisés afin d'étudier limmunité innée et

adaptative. En effet, ces deux types de réponses sont mises en place afin de contrdler

complétement linfection. Dans nos modéles murins, la Listéria est le plus souvent
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administrée par voie veineuse. Les bactéries se retrouvent en quelques secondes dans le
foie et la rate ol elles sont internalisées par les macrophages résidents (187, 219). La
réponse immunitaire innée est mise en jeu trés tot aprés l'injection et fait appel aux
macrophages, neutrophiles, cellules dendritiques et NK afin de limiter la croissance des
bactéries. Cette étape est nécessaire a la mise en place plus tardive d'une réponse
Listéria-spécifique des cellules T chargée d'éliminer le pathogéne et de développer une
réponse mémoire protégeant I'organisme lors d'une deuxiéme infection.

Les premieres cellules de l'immunité innée que rencontre la Listéria sont les
macrophages et les neutrophiles. Ces cellules jouent un réle essentiel dans le contrdle
de la croissance bactérienne en ingérant les pathogénes et en produisant des substances
antimicrobiennes (220). Les neutrophiles sont trés vite recrutés sur le lieu de
I'inflammation et leur déplétion par I'administration d'anticorps anti-Grl augmente la
susceptibilité des souris a l'infection par Listéria (221, 222). Une fois arrivés sur le site
de l'inflammation, les neutrophiles vont produire des chimiokines comme CSF-1 (Colony-
Stimulating Factor-1) et MCP-1 (Monocytes/macrophages Chemoattractant Protein-1)
destinées a attirer les macrophages sur ce méme site (223). Des souris déficientes en
CCR2 (CC-chemokine receptor 2) sont incapables de contenir l'infection, montrant ainsi
I'importance du recrutement de ces macrophages (224). Les macrophages résidants
comme les cellules de Kupffer dans le foie sont les premiers initiateurs de la mort
bactérienne. En réponse a l'infection, les macrophages produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa ou I'TL-12 afin notamment d'activer les cellules NK (225).
Ces derniéres produisent de I'TFNy dont le rdle est dactiver les macrophages et
d'augmenter leur activité antibactérienne (226). TNFa et IFNy sont essentielles a la
réponse précoce contre Listéria puisque les souris déficientes en ces cytokines ou en
leurs récepteurs meurent rapidement aprés linfection (38, 227, 228). Comme les
neutrophiles, les macrophages produisent des réactifs oxygénés et des intermédiaires
azotés importants dans l'induction de la mort bactérienne. Le NO est un des effecteurs
antibactériens essentiels a I'élimination de Listéria. Les souris déficientes en iNOS sont
beaucoup moins résistantes a l'infection et montrent une charge bactérienne beaucoup

plus élevée que celle des souris sauvages (229, 230).
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La production de TNFa et de NO est donc essentielle pour contenir l'infection. Méme si
les macrophages semblent &tre la source majeure de leur production, il semble qu'un
certain type de cellules dendritiques nommées TipDC (TNF and iNOS-producing DC)
produisent elles aussi ces deux protéines. En effet, I'analyse des populations cellulaires
présentes dans la rate de souris sauvages ou CCR2 infectées par Listéria montrent que
ces TipDC constituent une source importante de TNF et de NO (40).

L'IFNy est également une cytokine importante pour le contrdle de l'infection
primaire par Listéria et les cellules NK et T yd en sont une source de production (226,
231). Les souris déficientes en IFNy sont tres sensibles a l'infection primaire (232). En
revanche, I'immunisation de ces souris avec une souche atténuée de L.m met en évidence
un rdle moindre de I'TFNy dans I'élaboration de la réponse adaptative aprés ré-infection
(228).

L.m est par ailleurs connue pour induire la production d'IFN de type I (233, 234). Les
IFNa et p activent les génes pro-apoptotiques et sont responsables de la présentation
d'antigene afin d'élaborer une réponse anti-virale essentielle a I'éradication du virus. La
Listéria tire partie de cette réponse et la détourne a son profit (235). Plusieurs travaux
ont montré que I'apoptose des cellules T ainsi que la perte de cellules produisant du TNF
sont a l'origine de I'augmentation de la charge bactérienne dans les tissus (236-238). L.m
active donc la production des IFN de type I afin de moduler une partie de la réponse
immunitaire de I'hdte avec comme but de proliférer et se disséminer dans I'organisme.

Il semble que l'activation des IFN de type I dépend de la capacité de la Listéria a
s'échapper de la vacuole et a passer dans le cytosol (239). Les travaux de McCaffrey et
col. montrent que l'infection des macrophages par L.m aboutit a l'activation en deux
temps des genes de la réponse immunitaire. On observe en premier lieu I'activation des
génes dépendants de NF-kB. Ce mécanisme est possible grdace a l'activation des TLR et
est indépendant de l'invasion des cellules par Listéria. L'activation des génes IFN de
type I se produit dans un second temps et requiert la présence de la bactérie dans le
cytosol de la cellule infectée (240). Il apparait que les membres de la famille NOD et
NALP participent a la détection intracellulaire de la bactérie et permettent ainsi la

synthese des IFNa et p (145, 151).
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La reconnaissance de certains motifs structuraux de la bactérie active les

cellules immunitaires et permet la synthese des cytokines inflammatoires comme le
TNFa, I'TFNy, IL-1p et IL-12. Les TLR participent a la détection de la Listéria et les
souris déficientes en MyD88, adaptateur clé des TLR, sont trés susceptibles a
I'infection et présentent une absence totale de synthése de cytokines (241, 242).
MyD88 est essentiel pour mettre en place la réponse immunitaire innée mais pas la
réponse adaptative. En effet, l'infection des souris déficientes en MyD88 avec une
souche atténuée de Listéria a permis de montrer que ces derniéres développent une
réponse CD8+ pathogéne-spécifique (243).
Flo et col. ont pu montrer que les cellules CHO transfectées avec le TLR2 humain
répondent a la Listéria. Des travaux menés au laboratoire par Torres et col sur des
souris déficientes en TLR2 confirment la susceptibilité de ces souris apres infection
avec une augmentation de la charge bactérienne dans le foie et la rate. Cependant le
phénotype est moins fort que celui des MyD88 déficientes, ce qui suggere l'implication
d'un autre récepteur détectant la Listéria. Way et co/. se sont orientés sur la possible
reconnaissance de la flagelline par le TLR5. Ils ont pu montrer que ce récepteur n'est
pas essentiel a la mise en place de la réponse immunitaire innée et adaptative.
Effectivement, certaines souches de Listéria expriment leur flagelle a 22°c et le
perdent a 37°c rendant impossible la détection par TLR5. Cette bactérie module ainsi
I'expression de la flagelline selon la température environnante pour échapper au systeme
immunitaire de 'hote (244).

L'organisme a développé tout un systeme afin de détecter la Listéria de maniére
intracellulaire. Il semble d'ailleurs que le systeme immunitaire soit mieux activé lorsque
la Listéria passe en intracellulaire que lorsque l'infection se fait par HKLM ou par une
listéria déficiente en LLO. Plusieurs travaux réalisés /n vitro ont montré que les DC sont
indispensables pour induire une réponse des cellules T CD8+. Ces DC expriment
fortement les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 seulement si la bactérie
est passée dans le cytoplasme. Cette expression est moins forte si l'infection est
réalisée avec HKLM. De méme, les DC spléniques de souris infectées avec la Listéria
vivante expriment plus fortement CD40, CD80 et CD86 que les souris immunisées avec

HKLM (245). Par ailleurs, la production des cytokines IL-12, IL-10, IL-6, TNFa par les
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DC est elle aussi importante et requiert également le passage de la bactérie dans le
cytosol (246). Cette détection cytosolique fait intervenir les protéines de la famille
NLR. Ainsi, il semble que NOD2 et NALP3 soient impliqués dans cette reconnaissance.
NOD2, particulierement impliqué dans la reconnaissance du MDP permet la production
de cryptidines (I'équivalent murin des défensines humaines) au niveau de I'épithélium
intestinal. Les souris déficientes en NOD2 sont susceptibles a I'infection par Listéria
administrée par voie gastrique mais pas a la Listéria administrée par voie veineuse (145).
De plus, les études menées par Mariathasan et col. sur les macrophages exposés in vitro
a L.m ont montré que les adaptateurs protéiques ASC et NALP3 sont nécessaires a
l'activation de la caspase-1 et donc a la synthese d'IL-1p. En effet, les macrophages
infectés et déficients en NALP3 présentent une diminution d'activation de la caspase-1
se traduisant par une baisse de la production d'IL1p (151). Le ligand de L.m reconnu par
NALP3 est pour l'instant inconnu et la détection intracellulaire de la Listéria pourrait
également s'effectuer par le biais de son ADN dans le cytosol. Plusieurs travaux ont
cependant démontré que cette détection de I'ADN ne se fait pas par RIG-I ni MDAD
(247, 248).

L'immunité innée est essentielle pour contenir l'infection dans un premier temps.
La réponse adaptative est elle aussi trés importante pour éradiquer totalement les
bactéries et les DC semblent assurer le lien entre immunité innée et adaptative (249).
Les souris SCID (Severe Combined Immunodeficiency) mettent en place une réponse
innée et résistent dans un premier temps a l'infection. Elles développent par la suite une
infection chronique en raison de leur incapacité a éliminer completement les bactéries.
Les travaux de Bahrdwaj mettent en évidence le réle important des cellules T CD8+
puisque leur transfert dans des souris SCID permet une élimination compléte des
bactéries (250-252). La reconnaissance des cellules infectées par Listéria est critique
dans le contrdle de l'infection. La présentation d'antigéne se fait généralement par le
CMH de classe I (Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe I) suite a la
dégradation par le protéasome des protéines secrétées par L.m Les peptides sont ainsi
transportés jusqu'au RE ou ils sont chargés sur le CMH de classe T pour €tre présentés
aux cellules T CD8+ (253, 254). Les cellules professionnelles peuvent également

présenter les antigénes issus des bactéries dégradées par le lysosome. Les peptides
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sont alors présentés par le CMH de classe IT aux cellules T CD4+. Les antigénes issus du
lysosome peuvent également €tre chargés par le CMH I via un processus de cross-
présentation (255). Parmi les protéines sécrétées par la Listéria, La LLO est l'antigéne
le plus immunogénique en terme d'induction de réponse de cellules CD8+ spécifiques. La
production de cette protéine est pourtant largement diminuée aprés passage de la
bactérie dans le cytosol (256). En effet, la LLO est toxique pour la cellule et donc
délétere pour le pathogéne. De plus, la LLO posséde une séquence riche en acides aminés
particuliers reconnus par le protéasome et permettant la dégradation de cette protéine
(256). Cette dégradation génére des fragments peptidiques chargés par le CMH de
classe I. L'amplitude de la réponse des cellules T CD8+ est ainsi peu affectée par
I'abondance des épitopes dans les cellules infectées (257). Wong et col. ont pu montrer
in vitro que l'exposition transitoire d'antigéne est suivie d'une prolifération prolongée
des cellules T CD8+ qui ne requiert pas d'autres expositions a l'antigéne. La prolifération
de ces cellules T CD8+ est donc indépendante de la quantité d'antigéne et de la durée
d'exposition (258).

La population des cellules T CD8+ est détectable environ quatre a cinq jours apres
infection par Listéria et le pic de réponse de ces cellules intervient sept a neuf jours
apres infection (259). Il semble que ces cellules conférent une protection immunitaire
contre Listéria grdace a deux mécanismes agissant de concert. Les cellules T CD8+
induisent d'une part la lyse des cellules infectées grdce a la synthése de perforine et de
granzyme afin d'exposer les bactéries aux macrophages activés. Les cellules T CD8 +
produisent d'autre part de I'TFNy pour activer les macrophages (260). La perforine joue
un réle tres important dans la réponse adaptative. Les souris déficientes en perforine
sont capables d'éliminer les bactéries presque aussi rapidement que les souris sauvages
lors d'une premiére infection. En revanche, I'administration de Listéria virulente aprés
immunisation les rend tres susceptibles a l'infection (261, 262).

Le role des cellules T CD4+ est moins bien connu mais il semble qu'elles soient
capables de secréter elles aussi de I'TFNy afin d'aider & l'activation des macrophages
(263) et permettraient le maintien d'une réponse CD8+ mémoire contre Listéria (264).
En effet, les souris déplétées en CD4+ ou déficientes pour ce type cellulaire montent

une réponse primaire CD8+ comparable aux souris sauvages mais perdent leur capacité a
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maintenir une réponse CD8+ mémoire et a monter une réponse immunitaire protective en
cas de ré-infection (264) (265). Ainsi, le nombre de cellules T CD8+ diminue
graduellement en |'absence de cellules T CD4+ malgré la présence d'un nombre similaire
de précurseurs des cellules T mémoire (266). Plusieurs travaux révelent que les cellules
T mémoire CD8+ se développent trés rapidement aprés infection et sont ainsi présentes
en petites proportions lors de linfection primaire par Listéria. Lors d'une infection
secondaire, ces cellules connaissent une expansion clonale cing a sept jours aprés
immunisation (267, 268). Ces cellules T mémoire ont un seuil d'activation assez bas leur
permettant d'@tre activées rapidement et d'exercer leur rdle de contrdle de l'infection
et d'élimination des bactéries (269).

Ces cellules mémoire expriment un large répertoire TCR (T Cell Receptor) durant
I'infection primaire (270). En revanche, les souris immunisées et infectées montrent une
prolifération importante de cellules T mémoire exprimant un répertoire TCR restreint
avec une plus forte avidité pour les antigénes bactériens (271).

Il semble par ailleurs que les cellules T régulatrices CD4+ CD25+ limitent la
prolifération excessive des cellules T mémoire. Ces cellules T régulatrices exercent des
activités suppressives sur les autres cellules T en produisant certaines cytokines comme
le TGFp (Transforming Growth Factor) ou I'TL-10. Elles jouent ainsi un rdle préventif
dans l'autoimmunité. Dans le cas d'une infection secondaire par Listéria, la déplétion des
cellules CD4+ CD25+ induit une augmentation de la prolifération des cellules mémoires.
Ces cellules T régulatrices permettraient de moduler la réponse des cellules T mémoire
en évitant une réponse trop forte de ces derniéres (272, 273).

D'autres études portant sur la réponse adaptative contre Listéria ont par ailleurs
montré que la réponse des cellules B joue un rdle relativement mineur dans le contréle
de l'infection. En effet, la majorité des bactéries reste dans le cytosol des cellules
infectées et passe de cellules en cellules en évitant tout contact avec le milieu
extracellulaire. La production d'anticorps spécifiques de L.m est ainsi tres limitée et
n'est donc que peu impliquée dans le contrdle de la dissémination des bactéries.
Certaines conditions expérimentales ont toutefois démontré qu'un anticorps monoclonal
dirigé contre la LLO pouvait empécher la Listéria de s'échapper du lysosome (274).

Ochsenbein et col. ont montré que les souris déficientes en cellules B présentent une
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charge bactérienne élevée en comparaison avec des souris immunocompétentes. Il
semble donc que la production d'anticorps soit importante pour réduire la dissémination
précoce des bactéries dans les organes vitaux (275). Les cellules B contribueraient de
plus a maintenir les cellules mémoire générées durant l'infection par Listéria (276). Ces
cellules B ainsi que les anticorps produits contre L.m jouent un réle mineur mais
toutefois significatif dans le contréle de l'infection.

La réponse immunitaire mise en place contre Listéria fait donc intervenir
I'immunité innée et adaptative. L'immunité innée permet la production rapide de facteurs
anti-microbiens ainsi que de chimiokines et cytokines facilitant la mise en place de la
réponse adaptative. La présentation d'antigéne par les DC aboutit a une forte réponse
des cellules T CD8 et CD4 et a la mise en place d'une population stable de cellules T

mémoire.
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Chapitre 3 : Etude de l'inflammation pulmonaire induite par la

flagelline extraite de Salmonella typhimurium

Qu'elles soient pulmonaires, intestinales ou encore urinaires, les muqueuses jouent un
role tres important dans I'homéostasie des tissus et dans [l'initiation de I'immunité innée
lors d'invasions par les pathogénes. Elles sont un des sites majeurs d'intéractions
TLR/PAMP en raison de leur large surface en contact avec l'environnement. Un bon
nombre de bactéries flagellées comme Pseudomonas aeruginosa, Legionnella pneumophila
ou Salmonella typhimurium utilisent la flagelline afin de coloniser les voies respiratoires
ou intestinales. Il parait donc important de comprendre les mécanismes de |'immunité
mis en place lors de ces infections séveres.

Dans ce chapitre de ma these, je me suis particulierement intéressée aux cellules
épithéliales radiorésistantes exprimant TLR5 dans un modéle d'inflammation pulmonaire
induite par la flagelline issue de S. typhimurium. Cette étude a pu €tre réalisée grace a
la génération de souris chimériques reconstituées par les cellules myéloides sauvages ou

TLR5 déficientes.

1. Le systéme respiratoire

Le systeme respiratoire comprend plusieurs organes comme le nez, le pharynx, la
trachée, les bronches et enfin les poumons contenant les sacs alvéolaires ou s'ouvrent
les alvéoles pulmonaires (Figure 19). D'un point de vue fonctionnel, l'appareil
respiratoire est constitué d'une zone de conduction et d'une zone respiratoire. La zone
de conduction comprend toutes les voies respiratoires acheminant l'air @ la zone
respiratoire et a pour réle de filtrer, d'humidifier et de réchauffer l'air inspiré. La zone
respiratoire est le siege des échanges gazeux et se compose des bronchioles
respiratoires, des conduits alvéolaires et des alvéoles. Le systéme respiratoire se
compose des trois « étages » que sont le tractus respiratoire supérieur comprenant les
fosses nasales et le pharynx ; le tractus respiratoire intermédiaire composé du larynx
et de la trachée ; le tractus respiratoire inférieur formé des bronches, bronchioles et
des alvéoles. L'organisation de l'arbre trachéo-bronchique repose sur la division

dichotomique des conduits aériens.
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Figure 19 : Schéma général du systéme respiratoire

Chaque bronche mére va donner deux bronches filles se disposant d'une maniere bien
particuliere et notre appareil respiratoire comporte généralement 23 générations de
divisions. On parle de bronchioles a partir de la 17°™ génération et d'alvéoles & partir
de la 20°™ génération.

Le systeme respiratoire humain d'un adulte représente une surface d'environ 70 m2
exposée a chaque respiration a de nombreux antigénes présents dans l'air. Les tractus
supérieurs et inférieurs ont ainsi pour réle de filtrer et purifier I'air. Les poumons sont
équipés de plusieurs systémes mécaniques évitant au systeme bronchique d'étre en
contact avec les poussieres ou des bactéries. L'épithélium pulmonaire constitue une
premiere barriére physique contre les antigenes. Par ailleurs la sécrétion de mucus et sa
composition constitue un autre atout majeur dans I'élimination des poussieres et des
bactéries. Le systéme immunitaire doit par ailleurs pouvoir discriminer les différents
« corps étrangers » que constituent les poussiéres, les pollens ou agents pathogénes et
déclencher ou non une réponse immunitaire appropriée. Une régulation fine de cette
réponse immunitaire doit s'effectuer afin de maintenir l'intégrité des tissus, limiter les
dommages au niveau de la surface épithéliale et de pouvoir, le cas échéant, lutter contre

les pathogénes. Ce maintien de I'homéostasie immunitaire et le déclenchement d'une
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réponse immunitaire reposent sur les relations entretenues par les cellules épithéliales

avec les macrophages alvéolaires ou les DC.

2. Les systémes de défenses pulmonaires non spécifiques

Les systémes de défenses pulmonaires non spécifiques reposent sur l'existence de
barriéres physiques constituées par I'épithélium pulmonaire. Cet épithélium secréte un
mucus protecteur établissant une protection chimique, de par sa composition, et

mécanique puisqu'il intervient dans la clairance muco-ciliaire.

2.1,  L'épithélium pulmonaire

L'épaisseur ainsi que la composition de I'épithélium varie tout au long du tractus
respiratoire. Les fosses nasales, la trachée ainsi que les bronches comportent un
épithélium pseudostratifié cylindrique contenant des cellules ciliées et muqueuses
caliciformes (Figure 20). On parle véritablement de muqueuse a partir du nhasopharynx.
Ce terme de « muqueuse » s'applique a I'épithélium ainsi qu'au tissu conjonctif sous-
jacent, la lamina propria, bénéficiant d'une lubrification assurée par les cellules
caliciformes. Au niveau de la trachée et des bronches, les cellules ciliées et muqueuses
s'étendent sur toute la hauteur de I'épithélium. Les cellules plus courtes qui conférent a
I'épithélium son caractére pseudostratifié servent de cellules souches pour le
renouvellement de I'épithélium. Les cellules deviennent de moins en moins hautes au fur
et a mesure que l'on descend vers les bronchioles. Les bronchioles terminales se
ramifient en bronchioles respiratoires de diameétre inférieur a 1 mm et comportent un
épithélium simple cylindrique. Cet épithélium comprend davantage de cellules ciliées
alors que les cellules caliciformes laissent leur place a un troisiéme type cellulaire, la
cellule de Clara. Dépourvue de cils et de microvillosités, cette derniére est une cellule
de transition entre les cellules des voies de conduction et des voies d'échanges. Elle est
capable de secréter les composants protéiques du surfactant alvéolaire présent dans le
mucus et présente des potentialités de cellules souches, les cellules basales étant

absentes a ce niveau de l'arbre bronchique.
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Figure 20 : Représentation schématique comparative de I'épithélium des voies pulmonaires.
1.épithélium cilié ; 2.cellules en gobelet (ou caliciformes) ; 3.glande ; 4.cartilage ; 5.musculature
lisse ; 6.cellules de Clara ; 7. capillaire ; 8. membrane basale ; 9. mucus ; 10. pneumocytes de type
I 11.septa alvéolaires ; 12. pneumocytes de type II.

Les bronchioles respiratoires sont le site d'échanges gazeux et se ramifient en
conduits alvéolaires se terminant chacun par un sac alvéolaire. Leur épithélium, simple et
pavimenteux, est fragile et se compose de pneumocytes 1 et 2. Les pneumocytes 1 sont
trés étalés et servent a la diffusion passive des gaz. Les pheumocytes de type 2
comportent a leur péle apical des microvillosités. Métaboliquement tres actifs, ils
peuvent également secréter les protéines du surfactant alvéolaire et intervenir dans le

repeuplement cellulaire de I'épithélium.

2.2. Laclairance muco-ciliaire

Le systeme de clairance des conduits aériens permettent d'éviter le dépot de
poussiéres dans les alvéoles pulmonaires dont I'épithélium est particulierement fragile.
Ce systéme fait intervenir un couplage efficace entre le mucus et le mouvement ciliaire.

Le mucus forme un revétement tapissant les voies de conduction. Il joue le réle d'un
piege a particules et humidifie I'air inspiré. Ce gel, de viscosité croissante depuis la
surface épithéliale a la lumiére du conduit, est assimilé a un milieu biphasique composé

d'une phase tres fluide et profonde dans laquelle baignent les cils ainsi que d'une phase
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superficielle viscoélastique. L'activité ciliaire va entrainer la phase visqueuse du mucus
vers l'oropharynx avec une vitesse croissante en remontant des bronches vers la

trachée.

2.3. Composition du mucus

La barriere épithéliale ainsi que les mouvements ciliaires empéchent les particules
dont le diamétre est supérieur a 5 pym de gagnher la partie la plus basse du systéme
respiratoire. En revanche, les particules plus petites peuvent passer a travers ces
défenses et gagher les bronches et bronchioles. La composition du mucus joue alors un
grand rdle dans I'élimination des bactéries et pour garantir la stérilité des poumons. Les
cellules du tractus respiratoire produisent donc toutes une variété de molécules
antimicrobiennes ayant une activité directe sur les pathogénes ou favorisant leur
élimination par les phagocytes. On trouve parmi ces composés le lysozyme, les
immunoglobulines A et G, les défensines, les cathélicidines et les collectines (277, 278).
Identifiées en 1985 par Ganz et col., les défensines sont des peptides cationiques
comportant deux groupes, les défensines a et p (279, 280). Un troisieme groupe, les
défensines 6, a depuis été décrit chez le macaque rhésus mais ne semble pas étre actif
chez I'humain (281). Les défensines sont abondantes dans les cellules et les tissus
impliqgués dans la réponse de l'organisme contre les infections microbiennes. Elles se
retrouvent concentrées dans des granules de stockages des cellules phagocytiques.
Lorsque ces cellules ingerent le pathogéne, les granules fusionnent avec le
phagolysosome et libérent les défensines (282, 283). Ces peptides antimicrobiens
agissent contre les bactéries Gram-positive et négative ainsi que sur les champignons et
certains virus (284, 285) en formant des pores membranaires (286, 287). Les
défensines exercent par ailleurs leur pouvoir antimicrobien dans des conditions de
faibles concentrations ioniques (288, 289). Certains travaux ont d'ailleurs porté sur les
conséquences du dysfonctionnement des canaux ioniques CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator) impliqués dans la fibrose cystique, sur lactivité des
défensines (290, 291). La perte des fonctions des canaux CFTR a pour conséquences
I'¢lévation de la concentration en sels au niveau de la muqueuse épithéliale. Ceci aboutit a

I'inhibition de l'activité des défensines et autres peptides antimicrobiens et provoque
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des infections récurrentes impliquant notamment Pseudomonas aeruginosa (292). Il
semble par ailleurs que certaines défensines possédent la propriété d'attirer les
monocytes, les cellules T ou les DC (293-296). Ainsi, les défensines HBD1 et HBD2
peuvent se lier au récepteur CCR6 afin d'attirer les cellules T mémoires et les DC
immatures (295).
Le surfactant protéique est lui aussi présent dans le mucus pulmonaire. Il existe
a ce jour quatre types de surfactant protéique, SP-A, B, C et SP-D. Ces molécules sont
des récepteurs solubles appartenant a la famille des collectines (pour collagenous
lectine) en raison de leur région contenant du collagéne et leur domaine de type lectine
C (297-300). Les collectines sont formées de trois sous-unités assemblées formant une
structure en bouquet, comme SP-A, ou cruciforme, comme SP-D (301, 302). Ces
protéines reconnaissent un large spectre de motifs, comme les carbohydrates, les
lipides ou les acides nucléiques. Elles ont ainsi la propriété de reconnaitre les
endotoxines comme le LPS (303, 304) , les galactocéramides (305) ou encore I'ADN des
cellules apoptotiques afin de faciliter leur phagocytose par les macrophages (306, 307).
Il a par ailleurs été déterminé que SP-A possede une structure similaire a la protéine
Clg du complément lui permettant d'empreinter son récepteur afin dinitier la
phagocytose (308). Il apparait ainsi que certaines collectines comme la MBL (Mannose-
binding lectin) peuvent induire l'activation de la cascade du complément sans
I'intervention du composant Clq (309, 310). Ce mécanisme constitue la troisieme voie
d'activation du complément (311). Chacune de ces voies aboutit a la formation du
complexe d'attaque membranaire formant des pores dans la membrane des bactéries ou
des cellules eucaryotes. Un phénoméne d'anaphylatoxine conduisant d la dégranulation
des mastocytes et |'opsonisation des pathogenes se produit également.
Le mucus pulmonaire est également riche en lysozyme, une hydrolase acide clivant les
chaines des peptidoglycanes de la membrane de certains pathogénes. On y retrouve
également la lactoferrine, une enzyme capable de fixer le fer et d'entrer en compétition

avec les pathogenes utilisant I'ion ferrique.

3. Les acteurs du systeme immunitaire pulmonaire

3.1. Les macrophages alvéolaires
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Les macrophages alvéolaires jouent un réle important dans la maintenance de
I'homéostasie immunologique et dans la défense de I'hote. En conditions basales, la
principale fonction des macrophages alvéolaires est de phagocyter les particules
antigéniques afin de ne pas induire de réponse immunitaire spécifique (312).

D'origine hématopoiétique, les macrophages sont distribués dans les tissus ou ils
jouent un réle important dans I'homéostasie et dans la réponse immunitaire contre les
pathogénes. Une de leur particularité est de pouvoir moduler leur réle en fonction de
leur différenciation et des facteurs environnementaux. Dans les poumons, les
macrophages résidents alvéolaires sont constamment en contact avec les particules
inhalées. Ils sont gardés a I'état quiescent afin d'éviter une réponse causant des
dommages aux cellules épithéliales. Ils produisent d'une part une faible quantité de
cytokines inflammatoires et montrent, d'autre part, une faible activité phagocytique
(313). De plus, il semble que ces macrophages alvéolaires suppriment la réponse
adaptative en agissant sur les DC et les cellules T logées dans le tissu pulmonaire (314).
En effet, 'administration de clodronate élimine les macrophages alvéolaires et il en
résulte une augmentation de la présence de cellules présentatrices d'antigene dans les
ganglions lymphatiques associés au tissu. Il se produit alors une augmentation de la
réponse inflammatoire contre les particules inhalées normalement inoffensives (314).
Les fravaux de Holt et col. ont montré que les macrophages alvéolaires étaient en
contact proche avec les cellules épithéliales et donc séparés des DC. L'activité de
présentation d'antigéne des DC est augmentée lorsque les souris sont déficientes en
macrophages alvéolaires (315). Un réle important de l'intégrine aVpé dans le maintien de
I'homéostasie pulmonaire a été démontré : les souris déficientes en cette protéine
montrent une activation constante des macrophages alvéolaires en raison d'une perte
d'activation du TGFp dans les poumons (316). Le contact cellulaire entre macrophages
alvéolaires et cellules épithéliales induit I'expression de l'intégrine aVpé sur les cellules
épithéliales (Figure 21, étape 1). Cette protéine se lie également d un fragment
peptidique du TGFp afin de l'activer et de garder les macrophages alvéolaires a I'état
quiescent (317). L'activation des TLR exprimés par les macrophages provoque une perte
d'expression de lintégrine aVp6 par les cellules épithéliales et donc une perte

d'activation du TGFp (Figure 21, étape 2). Les macrophages, alors activés, produisent
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des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF ou I'TL-6 et retrouvent par ailleurs
leur capacité de phagocytose. Quelques jours aprés l'activation des macrophages
alvéolaires, les lymphocytes recrutés sur le site de l'inflammation produisent de I'TFN-y
stimulant la production de la métalloprotéinase MMP-9 par les macrophages (Figure 21,
étape 3). Cette étape permet l'expression du TGFp et le donc le retour a un état

quiescent des macrophages alvéolaires (317).
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Figure 21 : Role des macrophages dans I'homéostasie pulmonaire et dans la réponse immunitaire
contre les pathogenes. (1) Les macrophages alvéolaires sont en contact étroit avec les cellules
épithéliales grdce a l'expression de lintégrine aVp6. (2) Aprés activation des TLR, les
macrophages se détachent des cellules épithéliales et échappent a I'inhibition exercée par le
TGFp ; ils retrouvent leur propriétés de phagocytose et production de cytokines inflammatoires.
(3) La production d'IFN-y par les lymphocytes induit I'expression de la MMP-9 et permet le
retour a un état quiescent des macrophages alvéolaires.

3.2. Les cellules dendritiques

La muqueuse pulmonaire comporte un réseau dense de DC principalement de type
my¢loide (mDC) (319, 320). On trouve également des DC résidant dans le poumon,
appelées AMDC (Airway Mucosal Dendritic Cells), et spécialisées dans la surveillance
antigénique. Ces cellules sont disposées de maniére stratégique au niveau de I'épithélium
afin d'exposer leurs dendrites directement en contact avec la lumiére pulmonaire (321),
de maniére semblable aux DC présentes dans le tissu intestinal (321). Ces AMDC

remplissent, d I'état basal, le réle de sentinelle en contrdlant la muqueuse et en
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capturant les antigénes sans pour autant les présenter aux cellules T (322). On retrouve
dailleurs ces cellules T (effectrices ou mémoires) en nombre important dans la

muqueuse, que ce soit en position intraépithéliale ou au niveau de la lamina propria

(Figure 22) (323).
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Figure 22 : Organisation du systéme immunitaire des poumons.

Les particules inhalées sont capturées par les macrophages alvéolaires ou les DC au niveau de la
muqueuse bronchique (a) et des alvéoles (b). Les DC migrent vers les ganglions lymphatiques (c)
afin de présenter l'antigéne aux cellules T naives. Les cellules T activées proliférent et migrent a
leur tour dans le parenchyme pulmonaire (d) ou passent dans la circulation sanguine (e) selon le
profil de récepteur définissant leur destination.

Que ce soit au niveau des bronchioles ou des alvéoles pulmonaires (Figure 22a et b), les

DC sont capables de reconnaitre des antigenes en contact avec le tissu et de les ingérer.
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Il en résulte I'expression du récepteur CCR7 et par conséquent leur migration vers les
ganglions lymphatiques ou elles activent les cellules T naives (324). Ces cellules T
activées migrent via les vaisseaux lymphatiques efférents vers le parenchyme
pulmonaire (Figure 22d) ou passent dans la circulation sanguine pour gagher d'autres

muqueuses (Figure 22e).

3.3. Les neutrophiles

Les neutrophiles représentent chez I'humain la plus large population de phagocytes
intravasculaires et sont essentiels a la réponse immunitaire contre les pathogénes (325,
326). Ces cellules ont pour réle de surveiller les éventuelles entrées de pathogénes dans
la circulation sanguine et peuvent rapidement migrer dans les tissus infectés sous le
contréle de médiateurs de I'inflammation.

En conditions normales, on ne retrouve que trés peu de neutrophiles dans I'espace
alvéolaire (327). Le tissu vasculaire pulmonaire est en revanche tres riche en
neutrophiles, constituant ainsi un réservoir de cellules immunitaires pouvant &tre
rapidement recrutées en cas d'infection (328). De nombreuses études ont pu montrer
que l'administration de LPS ou de bactéries induit, en trois a quatre heures, le
recrutement de neutrophiles, constituant ainsi 60 a 80% de cellules totales dans le
lavage broncho-alvéolaire (329, 330). En plus d'ingérer et de tuer les bactéries (325,
330), ces cellules produisent un certain nombre de cytokines telles que le TNFa, IL-1p
ou IL-6 (331). Les neutrophiles participent donc localement a la régulation de la réponse

immunitaire durant une infection pulmonaire et une inflammation.

4. La flagelline, constituant du flagelle bactérien

Le flagelle est un organelle complexe, long de 15 ym, permettant aux bactéries qui le
possede de se mouvoir. Constitué approximativement de deux douzaines de protéines
(332), le flagelle de Sal/monella enterica de serovar typhimurium est utilisé comme
archétype de cette structure et permet d'étudier son impact sur le systéme

immunitaire.
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Le flagelle se compose a sa base d'un moteur intégré dans la membrane plasmique qui
consiste en un rotor. Vient ensuite le crochet qui permet l'articulation enfre le moteur

et le filament hélicoidale responsable de la propulsion (Figure 23).
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Figure 23: Protéines composant le flagelle de Sal/monella Typhimurium.

Le propulseur consiste en un long filament composé d'environ 20 000 sous-unités de
flagelline nommée FIliC. Cette protéine est synthétisée puis exportée a l'extrémité
distale du filament par le mécanisme de sécrétion T3SS (Type III Secretion System)
servant également de facteurs de virulence utilisés par les pathogénes (333-335).

La masse moléculaire de la flagelline varie de 28 a 80 kDa suivant les especes
bactériennes (336) et comporte quatre domaines représentés dans la Figure 24. Les
régions N et C-terminales constituent les domaines conservés DO et D1 reconnus par
TLR5 et structurés en hélice a (337, 338). En revanche, les domaines globulaires D2 et
D3 organisés en feuillet p sont hypervariables, exposés en périphérie de la molécule et

détectés par les anticorps (339, 340).
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Figure 24 : Organisation du flagelle et de la flagelline de S. typhimurium. Vue transversale et
longitudinale du flagelle. Les monomeéres de flagelline sont organisés en quatre domaines : DO et
D1 sont conservés, D2 et D3 sont hypervariables. Les deux hélices a encadrées en bleu sont
reconnues par TLR5 ; le motif linéaire encerclé en rouge est reconnu par FSL2 chez les plantes.
FSL2, Flagellin Sensitive Recteptor.

Comme nous l'avons vu précédemment, I'épithélium pulmonaire et le mucus qui le
recouvre constituent une barriere physique et chimique contre les pathogenes. La
capacité des bactéries a coloniser I'organisme dépend pour beaucoup de leur mobilité
donc de leur flagelle, et c'est le cas de Pseudomonas aeruginosa (342). De méme, la
flagelline permet la colonisation des intestins et de I'estomac par Vibrio cholerae et
Helicobacter pylorirespectivement (343, 344). De plus, la flagelline confére a certaines
bactéries des propriétés d'adhésion qui pourraient €tre portées par les domaines
hypervariables D3 ET D4. Ainsi, P. aeruginosa se lie a Mucl, une mucine composant le
mucus pulmonaire, ce qui lui permet de se nicher dans I'épithélium (345). La bactérie
entéropathogénique Escherichia coli emploie également la flagelline afin d'adhérer a la

muqueuse intestinale (346).

5. Détection de la flagelline par le systéme immunitaire

Détectée par le systeme immunitaire inné, la flagelline est reconnue dans le milieu
extracellulaire par le TLR5 (97) et dans le cytoplasme par Ipaf et Naip5 (347-349)
(Figure 25). Le TLR5 répond plus généralement aux bactéries flagellées tandis que Ipaf

et Naipb détectent les bactéries produisant la flagelline et des facteurs de virulence.
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De maniére conceptuelle, la détection par les TLR constitue une « alerte jaune »
indiquant que les pathogénes ont franchi les barriéres épithéliales. Les NLR émettent
une alerte rouge signifiant a l'organisme que les pathogenes ayant franchi les barriéres

physiques de I'organisme produisent des facteurs de virulence portant atteinte a I'héte.
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Figure 25: Détection extracellulaire et intracellulaire de la flagelline et signalisation.

La flagelline est détectée en extracellulaire par TLR5 et aboutit par I'intermédiaire NF-kB a la
synthése de médiateurs de linflammation tels que le TNF, IL-6, IL-12. Ipaf reconnait la
flagelline injectée dans le cytoplasme par les protéines de virulence T3SS et active la caspase 1
afin de produire de I'TL-1p et de I'TL-18.

5.1. Détection extracellulaire de la flagelline et signalisation

TLR5 agit en homodimére afin de détecter la flagelline et son domaine intracellulaire
recrute la protéine adaptatrice MyD88 mais pas TIRAP (97, 99, 351). Cette
reconnaissance active la translocation du facteur NF-kB (352) grdace d la voie TIRAK4,
TRAK1 et TRAF6 (353, 354). Les MAP kinases p38 et ERK sont également activées (355,
356) et permettent, avec NF-kB, I'expression de cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines (357). Il semble par ailleurs que TLR5 dispose d'une boucle de régulation
négative grdce a la PI3 kinase (358, 359).

Le TLR5 n'est pas exprimé par les DC conventionnelles ou les macrophages dérivés de

la moelle osseuse (360) mais semble plutét exprimé par les cellules CD11lc+ de la lamina
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propria intestinale (357). Plusieurs études ont montré l'implication de ce récepteur dans
la protection contre S.typhimurium ou P. aeruginosa respectivement aprés infection
péritonéale et intranasale (361). Il semble en revanche que la voie d'infection ait une
certaine importance dans la résistance ou la susceptibilité a S.typhimurium. En effet,
I'administration orale de cette bactérie a des souris déficientes en TLR5 diminue la
charge bactérienne dans les intestins et il en résulte une augmentation de la survie des
animaux (357). Ces différents résultats suggerent que l'activation de TLR5 peut étre
bénéfique ou au contraire porter détriment a 'hdte infecté selon la bactérie et la voie
d'infection. Certains pathogénes contournent par ailleurs la réponse immunitaire de
I'organisme en exprimant une flagelline mutée dans son domaine D1 et empéchant la
reconnaissance par TLR5 (362). Ainsi, les e-protéobactéries telles que Campylobacter
Jejuni ou Helicobacter pylori requierent absolument une certaine mobilité afin de
coloniser I'organisme et comportent pour cela des mutations évitant la détection par
TLR5 aussi bien que la restauration de la polymérisation de la flagelline (362, 363).

Par ailleurs, il existe un polymorphisme de TLR5 avec par exemple la présence d'un
codon stop favorisant la susceptibilité des personnes a l'infection par L. pneumophila ou
d la maladie de Crohn (101, 364). Il semble donc que TLR5 joue un réle important dans la
protection ainsi que dans I'homéostasie des muqueuses, quelles soient pulmonaires,
intestinales ou urinaires (361, 365-367). De plus, les travaux de Mizel suggérent que
TLR5 peut former un hétérodimere avec TLR4 afin d'induire la production de NO aprés
stimulation de lignée cellulaire macrophagique par la flagelline (368). Les travaux de
Feuillet en 2006 (361) et ceux de Ramphal montrent la nécessité d'une collaboration
entre le TLR4 et le TLR5 dans le contrdle de l'infection pulmonaire par P. aeruginosa
(369).

Afin d'explorer la contribution de I'épithélium et des cellules hématopoiétiques dans
la réponse pulmonaire locale a la flagelline, nous avons préparé des souris chimériques
pour le récepteur TLR5. Les souris TLRS déficientes ou sauvages ont été irradiées afin
de les dépléter en cellules myéloides et ont été reconstituées avec des cellules
hématopoiétiques provenant de souris sauvages ou déficientes en TLR5. Ce type de
modele a récemment été effectué par d'autres équipes étudiant le réle des cellules

épithéliales résistantes a l'irradiation et des cellules myéloides radiosensibles dans la
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réponse immunitaire innée ou adaptative apres administration systémique de flagelline
(370). Ainsi, les cellules radiosensibles sont a l'origine de la production des cytokines
TNF, IL-12 et IL-6 alors que les cellules radiorésistantes produisent des chimiokines
telles que le KC (Keratinocyte-derived chemokine), IP-10 (IFN-y-induced protein of
10kDa) et MCP-1 (370). Cette production de cytokines permettrait d'activer les DC de
maniére indirecte afin de monter une réponse adaptative efficace. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Salazar-Gonzalez (371) et se rapprochent des résultats
obtenus dans notre modéle d'inflammation pulmonaire induit par administration

intranasale de la flagelline.

5.2. Détection de la flagelline cytoplasmique et signalisation

La détection intracellulaire de la flagelline s'effectue grace a Ipaf et Naip5
(également nommée bircle pour Baculovirus inhibitor of apoptosis repeat-containing 1).
Ipaf contient les trois domaines caractéristiques des NLR, d savoir le domaine de
signalisation CARD, le domaine d'oligomérisation NOD, et enfin une région riche en
Leucine LRR. Naip5 contient trois domaines BIR en N-terminal (348, 349, 372).

Ipaf et Naipb ont été identifiés comme activant la caspase-1 afin de participer a la
signalisation apoptotique et a la production de cytokines (373, 374). Ainsi, l'infection
des macrophages par S. typhimurium et L. pneumophila induit l'activation de la caspase-1
grace a ces deux protéines et plusieurs travaux ont montré que des mutants de ces
deux bactéries qui ne pouvaient exprimer la flagelline, sont incapables d'activer la
caspase-1 (347, 348, 375). Ce phénotype n'est pas dii a I'absence de mobilité de la
bactérie puisque les mutants qui ne polymérisent pas la flagelline mais qui I'expriment
sous sa forme monomérique peuvent activer la caspase-1 (375, 376).

La flagelline extracellulaire mise en présence de macrophages n'induit pas l'activation
de la caspase-1 et la maniere dont la flagelline est délivrée dans le cytosol demeure peu
claire. L'utilisation de bactéries exprimant la flagelline et pouvant entrer dans le cytosol
des cellules par perméabilisation membranaire permet de démontrer l'activation de la
caspase-1 par la flagelline cytosolique (347, 348). Il a ainsi été émis I'hypotheése que la
flagelline est directement injectée avec d'autres protéines de virulence dans le cytosol

grace au systeme de sécrétion T3SS de S. typhimurium et T4SS de L. pneumophila
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(335, 377, 378). En effet, les bactéries telles que S. typhimurium dispose de ce
systeme de sécrétion afin d'injecter a 'hote des protéines permettant le réarrangement
des filaments d'actine induisant une déformation de la membrane plasmique et
I'internalisation des bactéries par macropinocytose (379). Il semble que lors de ce
transfert, le pathogéne injecte une petite quantité de flagelline qui sera donc reconnue
par Ipaf ou Naip5.

L'activation de la caspase-1 permet la maturation puis la production de la pro-IL1-p
en IL1-p ainsi que celle d'IL-18 et d'TL-33 (149, 380).
IL1-p induit par la voie MyD88, une inflammation locale et provoque de la fiévre (11). IL-
18 induit la production d'IFN-y par les lymphocytes (381).
La caspase-1 est également responsable d'un mécanisme appelé pyroptose.
Contrairement au phénomeéne d'apoptose faisant intervenir les caspases-2, 3, 6,7, 8, 9
et 10, la pyroptose est uniquement dépendante de la caspase-1 (382-384). La pyroptose
est une mort cellulaire programmée dépendante d'un signal comme l'activation de Ipaf ou
Naip5. Ce mécanisme provoque une perte de l'intégrité membranaire aboutissant au
largage du contenu cytoplasmique dans I'espace extracellulaire. A la différence du
phénomeéne d'apoptose, la fragmentation de I'ADN ne fait pas intervenir de condensation

de la chromatine (384).

5.3. Quelle est la contribution de TLR5 et d'Ipaf dans la détection de la

flagelline ?

TLR5 et Ipaf reconnaissent la flagelline selon le domaine LRR qui leur est propre. Il
semble que TLR5 entre en intéraction directe avec la flagelline au niveau des domaines
conservés de cette protéine (362, 385). Bien que ces domaines DO et D1 (Figure 24)
soient importants dans la détection de la flagelline par Ipaf, aucune preuve n'a été
apportée concernant l'intéraction directe de ces deux protéines avec la flagelline.

La contribution de TLR5 et Ipaf dans la réponse immunitaire n'est pas encore trés
documentée. TLR5 induit la sécrétion d'IL-12 alors que Ipaf permet la production d'IL-
18. Ces deux cytokines agissent ensemble afin d'activer la sécrétion dIFN-y par les
cellules Thl (386). De plus, TLR5 permet I'expression de la pro-IL-1p et Ipaf permet la

maturation de celle-ci en IL-1p (374, 380). Ces deux systémes ont chacun un rdle bien
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précis et semblent complémentaires. TLR5 détecte les bactéries les moins virulentes et
n'exprimant que la flagelline alors que Ipaf n'engage de réponse que si la bactérie
exprime la flagelline avec des facteurs de virulence. Dans ce deuxiéme cas, la production
de molécules pro-inflammatoires telle que I'TL-1p permet l'activation de la réponse

immunitaire adaptative.
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Chapitre 1: Etude de la réponse immunitaire innée apres

administration par voie veineuse de Listéria monocytogenes.

Article 1: CD14 Works With Toll-Like Receptor 2 To Contribute To Recognition
and Control of Listeria monocytogenes Infection.

Laure Janot, Thomas Secher, David Torres, Isabelle Maillet, Josef Pfeilschifter, Valerie F. J.
Quesniaux, Regine Landmann, Bernhard Ryffel, and Frangois Erard. Journal of Infection disease,
2008:198.

Lorsqu'il est confronté a une agression d'origine bactérienne comme c'est le cas
avec Listeria monocytogenes, |'organisme met immédiatement en place une réponse
immunitaire innée. Ce mécanisme fait intervenir les récepteurs TLR destinés a
reconnaitre des motifs microbiens appelés PAMP.

Les études menées sur les souris déficientes en TLR2 mettent en évidence
I'implication de ce récepteur dans la résistance a la Listéria (92). La médiation du signal
induit par TLR2 se fait par la protéine adaptatrice MyD88 et aboutit a la production de
cytokines inflammatoires, comme le TNF ou I'TL-6, ainsi que de dérivés nitriques aux
propriétés antimicrobiennes comme le NO. Ainsi, la résistance des souris déficientes en
TLR2 est diminuée aprés administration intraveineuse de Listéria. Cette susceptibilité
s'accompaghe d'une charge bactérienne importante dans le foie et la rate avec la
formation de microabcés comprenant les cellules infectées entourées de macrophages
et de neutrophiles recrutés sur le lieu de l'inflammation. Par ailleurs, les souris
déficientes en MyD88 présentent ce méme phénotype mais de maniére accrue signifiant
la possible implication d'un récepteur supplémentaire utilisant cette protéine
adaptatrice. Les souris déficientes en TLR3, TLR4 et TLR9 testées au sein du
laboratoire montrent que I'absence de chacun de ces récepteurs ne compromet pas leur
résistance a l'infection.

CD14 est un co-récepteur impligué dans la détection de certains motifs
bactériens. Il ne possede pas de domaine intracellulaire permettant la signalisation de

I'information et doit ainsi interagir avec un récepteur TLR afin d'activer les cellules
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immunitaires. Initialement connu pour transférer le LPS au complexe TLR4/MD2 (131), il
intervient avec TLR2 dans la reconnaissance des peptidoglycanes de Streptococcus
pneumoniae et Staphylococcus aureus ainsi que du cytomégalovirus humain (138, 139).
Certains travaux utilisant des anticorps neutralisant le CD14 ont montré son implication
dans la reconnaissance de HKLM (140). Il était donc important de déterminer le rdle de
ce co-récepteur dans la détection de la Listéria et nous avons pour ce faire utilisé des
souris déficientes en CD14 (387).

Les tests préliminaires réalisés in vitro sur les macrophages dérivés de moelle
osseuse déficients en CD14 ont montré que ces derniers avaient une production
diminuée des cytokines inflammatoires TNF, IL-6 et IL-12p40. Bien que la production de
NO soit altérée en l'absence du co-récepteur, nous n‘avons pu observer qu'une légere
augmentation de la charge bactérienne des macrophages CD14-/- comparativement aux
macrophages sauvages trois heures apres l'infection par Listéria. Par ailleurs, I'étude de
la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB par analyse confocale
montre que ce mécanisme est altéré dans les macrophages CD14-/- stimulés par
Listéria, confirmant la diminution de production des cytokines inflammatoires.

De plus, les souris déficientes en TLR2 et CD14 ont une résistance diminuée a
I'infection par Listéria. Les animaux TLR4-/- présentent une survie comparable a celle
des souris sauvages mettant ainsi en lumiére 'association possible de CD14 avec TLR2 et
non avec TLR4 dans la détection de la bactérie. Les animaux susceptibles présentent
une charge bactérienne importante dans les organes majeurs de l'infection que sont le
foie et la rate. Ce défaut de contrdle de la dissémination des bactéries est corrélé avec
la présence de microabcés de taille importante et visibles en coupe histologique. En
I'absence de CD14 ou de TLR2, l'organisme ne peut pas éliminer le pathogéne. Le
marquage immunohistochimique d'iNOS montre d'ailleurs un défaut d'activation de cette
enzyme et l'analyse par cytométrie des macrophages du foie confirme un défaut
d'activation des phagocytes.

En conclusion de ces fravaux, il semble que CD14 participe avec TLR2 a la
reconnaissance de Listéria. Cette détection est essentielle a la bonne mise en place de
la réponse immnunitaire innée avec la production de cytokines inflammatoires et

d'agents antimicrobiens afin de limiter la dissémination des bactéries dans I'organisme.
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CD14 Works with Toll-Like Receptor 2
to Contribute to Recognition and Control
of Listeria monocytogenes Infection

Laure Janot,' Thomas Secher,'? David Torres,'? Isabelle Maillet,' Josef Pfeilschifter,? Valerie F. J. Quesniaux,’
Regine Landmann,® Bernhard Ryffel,' and Francois Erard’

University of Orléans and Centre National de la Recherche Scientifique Unité Mixte de Recherche (UMR 6218), Orléans, France; “Pharmacologie,
University of Frankfurt, Germany; *Zentrum Lehre und Forschung, University Hospitals Basel, Switzerland

Toll-like receptor 2 (TLR2) signaling has been shown to contribute to resistance to Listeria monocytogenes infec-
tion, as TLR2-deficient mice have a heightened susceptibility to infection with this organism. Because CD14 may
associate with TLR2, we investigated the role of CD14 in Listeria responses. In both CD14-deficient and TLR2-
deficient macrophages, nuclear factor kB translocation; CD40 and CD86; and the production of interleukin (IL)—
12, IL-6, tumor necrosis factor, and nitric oxide are reduced. The absence of CD14 augmented susceptibility to
Listeria infection, reduced survival, and diminished bacterial clearance, as observed in TLR2-deficient mice. Com-
pared with C57BL/6 control mice, CD14-deficient mice were observed to have a greater number of hepatic micro-
abscesses containing abundant neutrophils, these abscesses were larger in size, and there was reduced inducible
nitric oxide synthase expression. Further, mice that are both CD14 deficient and TLR2 deficient display suscepti-
bility to infection that is comparable to that of mice deficient in either CD14 or TLR2 alone. Therefore, the present
data demonstrate the role of CD14 and TLR2 in the recognition and control of Listeria infection and host

resistance.

Toll-like receptors (TLRs) recognize a wide range of mi-
crobial pathogens, and their products modulate the in-
nate immune response that may lead to inflammation
and altered host defense [1-3]. We previously reported
that TLR2 signaling can be shown to contribute to resis-
tance to Listeria monocytogenes infection because TLR2-
deficient mice have a higher susceptibility to infection
with this organism [4]. The involvement of the TLR sig-
naling pathway was further confirmed by the heightened
susceptibility of myeloid differentiation primary re-
sponse gene (88) (MyD88)—deficient mice [5, 6]. Hav-
ing tested several other TLRs, such as TLR3, TLR4, and
TLRY, by using gene-deficient mice, we concluded that
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they play no role in Listeria-induced immune activation
(unpublished data), which emphasizes the role of TLR2
in the immune response to Listeria. Because TLR2 may
associate with other membrane receptors for pathogen
recognition, we asked whether CD14 might contribute
to the TLR2-mediated response to Listeria.

Together with TLR4 and MD2, CD14 is critical for
the recognition of lipopolysaccharide (LPS) and/or
endotoxin from gram-negative bacteria by different
host cells that initiate cell activation and the release
of proinflammatory cytokines [7, 8]. CD14 is not
an obligatory coreceptor of TLR4. Indeed, in LPS-
induced, TLR4-mediated acute lung injury, CD14
is required in response to low doses of LPS but is less
critical at higher doses of LPS [9]. CD14 may par-
ticipate in MyD88-independent, Toll/interleukin-1
receptor (TIR) domain-containing adaptor inducing
interferon-B-mediated and/or TIR domain-containing
adaptor inducing interferon-pB-related adaptor mole-
cule-mediated signalling of rough LPS or lipid A [10].
CD14 is also involved in corecognition by TLR2 of var-
ious TLR ligands, such as peptidoglycan from Staphylo-
coccus aureus and Streptococcus pneumonia [11] and hu-
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man cytomegalovirus [12], and secreted microbial products
from group B Streptococcus [13]; lipoteichoic acid—induced cell
activation also depends on CD14 [14]. By using neutralizing an-
tibodies to CD14 in TLR2-transfected CHO cells, the induction
of tumor necrosis factor (TNF) production by killed L. monocy-
togenes was shown to depend, in part, on CD14 associated with
TLR2 [15]. Typically, this is the case for the synthetic bacterial
lipopeptide Pam3CSK4, signaling through heterodimers of
TLR2 and TLR1, whereas diacylated Pam2CSK4, MALP2 or zy-
mosan that signal through TLR2 and/or TLR6 require CD14 [10,
16]. CD14 may, however, participate to a lesser extent in signal-
ling mediated by the TLR2-TLR6 complex than in signalling me-
diated by TLR4, because the TLR2-TLR6 complex was also
shown to associate with CD36 [17]. Recently, activation of TLR3
has been shown to be enhanced by CD14, and an association of
TLR3 and CD14 with the activating ligand has been demon-
strated [18]. However, several TLR ligands recognize and acti-
vate cells independently of CD14.

In this study, we investigated whether CD14 participates in
the host response to Listeria infection. There are a number of
reasons to think that this is the case. First, CD14-deficient mac-
rophages have a reduced proinflammatory response and re-
duced nitric oxide (NO) production. Second, CD14-deficient
mice display diminished resistance to intravenous Listeria infec-
tion, similar to TLR2-deficient mice, and mice that are both
TLR2 deficient and CD14 deficient are no more susceptible than
mice deficient in either gene alone. Finally a role for TLR4 is
excluded in this response. Therefore, the data suggest that CD14
is acting together with TLR2 to mount an efficient innate im-
mune response to Listeria.

METHODS

Mice and infection. Mice 8—12 weeks old that were CD14
deficient (obtained from M.W Freeman [19]), TLR4 deficient
[20], TLR2 deficient [21], TLR2 deficient and CD14 deficient
(obtained from R. Landmann), or MyD88 deficient [22] and
C57BL/6 control mice were used in this study. All mice were
backcrossed for 10 generations onto the C57BL/6 background
and bred under specific pathogen-free conditions at the Trans-
genose Institute (Centre National de la Recherche Scientifique).
The animal experiments complied with the French govern-
ment’s ethical and animal experiment regulations. L. monocyto-
genes (L028 strain; Pasteur Institute) was cultured in LPS-free
trypticase soy broth (soybean casein digest medium; Biovalley)
and was aliquoted and stored in 30% glycerol at —80°C until
use [4].

CD14-deficient mice, TLR2-deficient might, TLR4-deficient
mice, CD14-deficient and TLR2-deficient mice, MyD88-
deficient mice, and C57BL/6 control mice were injected in the
caudal vein with 3 X 10* colony-forming units (cfu) per mouse.

On days 2 and 3, livers and spleens were harvested. The organs
were homogenized by use of a disposable homogenization sys-
tem (Dispomix; Medictools AG), and the number of viable bac-
teria (colony-forming units) in the homogenates was deter-
mined by plating serial dilutions on trypticase soy broth agar
plates (Biovalley) incubated at 37°C for 24 h as described else-
where [4].

Primary macrophage culture. Murine bone marrow cells
were isolated from femurs and differentiated into macrophages
after culturing 10° cells/mL for 7 days in Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM) (Sigma) supplemented with 20% horse
serum and 30% 1929 cell-conditioned medium (as a source of
macrophage colony-stimulating factor) [23]. Three days after
washing and reculturing in fresh medium, the cell prepara-
tion contained a homogenous population of macrophages
(>97% CD11b" cells). Bone marrow—derived macrophages
(BMDMs) were plated in 96-well microtiter culture plates (at 10°
cells/well) by using serum-free DMEM (free of sCD14 and
lipopolysaccharide-binding protein) with 100 U of interferon
(IFN) vy and stimulated with LPS (LPS of Escherichia coli, sero-
type O111:B4 [Sigma], at 100 ng/mL), and L. monocytogenes (at
MOI 1:2, e.g., 2 X 10° cfu/mL). The viability of the macro-
phages as tested by trypan blue exclusion was not affected. After
6 h and 18 h of stimulation, the supernatants were harvested for
cytokine determination.

TNE, in-
terleukin (IL)—12p40, or IL-6 were quantified in cell-free super-

Cytokine and nitric oxide (NO) determination.

natants from cell culture by use of commercial ELISA with a
detection limit of 5 pg/mL (Duoset; R&D Systems). Nitrite
(NO,—; derived from NO breakdown) concentrations in super-
natants from macrophages were determined by use of Griess
reagent (1% sulphanilamide in 2.5% phosphoric acid, 0.1% n-1-
napthylethylenediamide dichloric in 2.5% phosphoric acid [24].
After 30 min incubation at room temperature under agitation,
the absorbance at 540 nm was measured. NO,— was quantified
using sodium nitrite (NaNO,) as a standard.

Microscopic evaluation of liver tissue. Livers were fixed in
10% buffered formalin (Shandon). Tissues were dehydrated in
ethanol and embedded in paraffin. Sections (3 wm) were cut and
stained with haematoxylin and eosin for evaluation of patho-
logic changes. The number of microabscesses was quantified by
counting in 20 microscopic fields at 100X magnification. The
diameter of microabscesses was evaluated at 400X magnifica-
tion by using an ocular grid, and 50 microabscesses were mea-
sured by 2 independent observers [4].

NO synthase type 2 (NOS2) expression in paraffin-embedded
sections of liver tissue. Paraffin-blocked tissue slides were rehy-
drated through xylene, 100% ethanol, 96% ethanol, and 70% etha-
nol to water. To unmask epitopes, sections were placed in citrate
buffer, heated for 10 min in a microwave oven, and fixed for 10 min
in acetone. Endogenous peroxidase activity was blocked by 1%
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Figure 1.

CD14-dependent production of proinflammatory cytokines in Listeria monocytogenes (LM}-infected bone marrow—derived macrophages (BMDMs).

BMDM s from C57BL/6 control mice(black bars) and CD14-deficient (—/—) mice (white bars) were unstimulated (medium) or stimulated for 18 h with live L.
monocytogenes (MO, 1:2 [as described in the Methods section]) or lipopolysaccharide (LPS) (100 ng/mL). The concentrations of interleukin (IL-12p40 (4), IL6
(B), tumor necrosis factor (TNF) (C) and nitric oxide (NO) (D) in the supernatant were determined by ELISA (for IL-12p40, IL-6, and TNF) and by the Griess method
(for NO). Graphs show results of 1 experiment representative of 2 independent experiments, expressed as mean = SD (*P < .05, ***P < .001). E,
Bacteriocidal activity of macrophages from CD14—/— mice and C57BL/6 control mice assessed in vitro, as described in the Methods section. Graph
shows results of 1 experiment representative of 2 independent experiments; number of viable bacilli are expressed as mean ® SD (n = 4). —/—,

deficient; ND, not detectable.

H,0, in methanol for 30 min, and endogenous biotin was blocked.
Slides were incubated for 2 h at room temperature with the rabbit
anti-mouse inducible nitric oxide synthase (NOS2) primary anti-
body (1:1000 dilution; supplied by J. Pfeilschifter), followed by in-
cubation with biotinylated goat anti-rabbit antibody and revealed
by use of the ABC Vector Kit for 30 min. Slides were washed and
incubated for 10 min in fresh diaminobenzidine substrate. Sections
were incubated for 2 min in 1% CuSO4, counterstained with
haematoxylin, dehydrated through 70% ethanol, 96% ethanol,

100% ethanol to xylene and mounted in Eukitt (O.Kindler) for
semiquantitative analysis by light microscopy.

Flow cytometry analysis of macrophages and cells obtained
from liver tissue. After stimulation, macrophages were har-
vested, washed once in PBS that contained 0.5% bovine serum
albumin (BSA), and incubated on ice at 10° cells/50 wL with
primary antibodies (anti-CD40-PE [clone 3/23], anti-CD86—
fluorescein isothiocyanate [FITC] [clone GL1], and anti-

CD11b-PerCP Cy5.5 [clone M1/70]) for 20 min in the dark. All
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Reduced resistance of CD14-deficient (—/—) mice infected with Listeria monocytogenes. We injected 3 X 10* colony-forming units of

Listeria intravenously into CD14—/— mice (A), TLR2—/— mice (B), TLR4—/— mice (C), CD14—/— and TLR2—/— mice (D), and MyD88—/— mice (E).
Survival rates were compared to that of C57BL/6-infected control mice during a 10-day period (for 6 mice per group). Graphs show results from 1
experiment representative of 2 independent experiments (*P << .05, **P < .01, determined by log rank test).

antibodies were obtained from BD Pharmingen. After washing
with PBS that contained 0.5% BSA, cells were analyzed on a
Becton Dickinson LSR analyzer.

For the flow cytometric analysis of inflammatory cells in the
liver, mice were euthanized and the organs perfused with saline.
Spleens and livers were minced with scissors, pressed through a
nylon filter, resuspended in Percoll 33% gradient, and centri-
fuged at 1000 g for 20 min. Erythrocytes in the pellet were lysed
with 155 mmol/L NH,CI, 10 mmol/L NaHCO3, and 0.1 mmol/L
EDTA for 5 min on ice. Finally, the cells were resuspended in
PBS that contained 0.5% BSA for fluorescence-activated cell
sorter analysis using the protocol and antibodies described
above.

Nuclear translocation of nuclear factor kB (NF-kB) in
macrophages. BMDMs were grown on microscopic slides in the
presence of 10 U IFNy overnight and then incubated with L. mono-
cytogenes (MO, 1:2) for 1h , washed with PBS, and then fixed in 4%
paraformaldehyde and permeabilized with 0.5% Triton X-100.
Macrophages were incubated with goat anti-murine NF-«Bp65

mAb for 1 h at room temperature, washed and incubated with

swine anti—goat IgG FITC (Sigma). The nuclear translocation of
NE-kB was assessed by fluorescence microscopy and 200 cells per
group were counted. The nuclear translocation was confirmed and
documented by confocal microscopy (Leica SP2).

Macrophage killing assay. The bactericidal activity of mac-
rophages was determined as described elsewhere [25]. In brief,
cells were plated in 24-well tissue culture plates (10° cells/well) in
the presence of 100 U IFNvy overnight and then exposed to L.
monocytogenes (MOI, 1:2 [e.g., 10° cells/mL per 2 X 106 cfu/
mL]). After 30 min incubation at 37°C, gentamycin (10ug/mL)
was added, and the cells were harvested immediately or after
incubation periods of 1.5 h, 3 h, and 5 h and washed 3 times
(each wash was with 1 mL of DMEM that contained 10% fetal
calf serum). The supernatant was plated at 10-fold dilutions on
trypticase soy broth (Biovalley), as described above. The plates
were incubated at 37°C, and the number of colony-forming
units was enumerated after 24 h.

Statistical analysis. The statistical evaluation of differences
between the experimental groups was performed by the use of
the log rank test for survival studies and the Student’s t test.
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Figure 3. Reduced rate of bacterial clearance from the liver and

spleen of CD14-deficient mice infected with Listeria monocytogenes.
Bacterial load in the liver (A) and spleen (B) of CD14-deficient (—/—)
mice, TLR2—/— mice, CD14 —/— and TLR2—/— mice, TLR4—/— mice,
MyD88—/— mice, and C57BL/6 control mice 3 days after infection with
3 X 10* colony-forming units of L. monocytogenes (4 per group). Each
symbol indicates the liver or spleen of 1 mouse. Results are from 1
experiment representative for 2 independent experiments and are ex-
pressed as mean = SD (*P < .05, **P < .01. NS, not significant.

RESULTS

Reduced production of IL-12p40, IL-6, TNF, and NO in
CD14-deficient macrophages stimulated by Listeria. To
characterize the role of CD14 for proinflammatory cytokine
production in response to L. monocytogenes, primary bone mar-
row—derived macrophages from CD14-deficient mice and
C57BL/6 control mice were stimulated with L. monocytogenes.
The production of IL-12p40, IL-6, and, to a lesser extent, TNF
was significantly reduced after L. monocytogenes activation of
CD14-deficient macrophages at 6 h (not shown) and 18 h (fig-
ures 1A-1C), compared with cells from control mice, without
affecting the cells’ viability. As expected, the cytokine responses
to low doses of LPS were abrogated in CD14-deficient macro-
phages (figure 1), as was also seen in TLR4-deficient macro-
phages (not shown). A similar reduction in cytokine production
in response to L. monocytogenes infection is seen in TLR2-
deficient and MyD88-deficient macrophages, as reported else-
where [4].To explore the potential mechanisms of a bactericidal
effect, we measured NO production. Macrophages from CD14-
deficient mice produced less NO in response to L. monocytogenes

infection, compared with macrophages from control mice (fig-
ure 1D) (P < .05). Despite diminished NO production, there
was no significant reduction of bacterial killing by macrophages
from CD14-deficient mice (figure 1E) (P > .05).

Therefore, the data suggest that CD14 is involved in L. mono-
cytogenes—induced macrophage activation. In view of the re-
duced proinflammatory cytokine and NO production, we hy-
pothesized that host resistance to infection with this intracellular
pathogen may be diminished in CD14-deficient mice.

Reduced resistance and bacterial clearance in Listeria-
infected, CDI14-deficient mice.
activates macrophages in a CDI14-dependent and TLR2-

Because L. monocytogenes

dependent manner, we asked whether the CD14 engagement
contributes to TLR2-dependent resistance to an in vivo L. mono-
cytogenes infection. We compared the resistance of C57BL/6
control mice and CD14-deficient mice to a systemic injection of
L. monocytogenes. Intravenous infection with 3 X 10* cfu per
mouse caused death in 60% of CD14-deficient mice within 5
days, whereas all control mice survived (figure 2A). TLR2-
deficient mice display a similar susceptibility to infection,
whereas TLR4-deficient mice are resistant (figures 2B and 2C).
To test whether there was an additive effect when both CD14 and
TLR2 genes were inactivated, we used mice that were both CD14
deficient and TLR2 deficient; their susceptibility to L. monocy-
togenes infection was comparable to that of single gene—deficient
mice (figure 2D). In contrast, we confirm that MyD88-deficient
mice are highly sensitive to L. monocytogenes infection (figure
2E), as we reported before [6]. Therefore, these data clearly show
that CD14-deficient mice have heightened susceptibility to L.
monocytogenes infection.

In view of their increased sensitivity to infection with this or-
ganism, we asked whether the rate of bacterial clearance might
be reduced in CD14-deficient mice. The bacterial load in spleen
and liver tissue from control and CD14-deficient mice that had
been infected with 3 X 10* cfu of L. monocytogenes per mouse
was analyzed. Three days after infection, CD14-deficient mice
displayed ~2 log higher levels of colony-forming units in the
liver and 1 log higher levels in the spleen, compared with wild-
type control mice, and MyD88-deficient mice had significantly
higher levels than control mice (figures 3A and 3B). TLR2-
deficient mice and mice deficient in both CD14 and TLR2 dis-
played an increase in the number of viable bacteria in the liver
and spleen that was comparable to that seen in mice that lacked
CD14 expression alone, without evidence of an additive effect
(figure 3). Therefore, reduced host resistance in the absence of
CD14 and/or TLR2 is associated with a significant increase of
bacilli in the liver. As consequence of the higher bacterial load,
augmented inflammation with an increased number of hepatic
microabscesses was expected.

Augmented hepatic inflammatory response in Listeria-
infected, CD14-deficient mice.
liver tissue at low magnification revealed distinct differences in

Microscopic examination of
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Figure 4. More abundant and larger hepatic microabscesses observed in CD14-deficient (—/—) mice. C57BL/6 and CD14—/— mice were infected
with 3 X 10* colony-forming units of Listeria monocytogenes and liver tissue was histologically examined 3 days after infection (4 mice per group).
Sections of liver tissue showing small, confined microabscesses in wild-type mice and spreading infection in CD14—/— mice (4)(hematoxylin and eosin
staining, X100). Increased numbers of microabscesses in CD14—/— mice, compared with C57BL/6 controls (B). Histological sections of liver tissue
showing small, confined microabscesses in wild-type mice and spreading infection in CD14—/— mice (C) (hematoxylin and eosin staining, X400). D,
Mean diameter of microabscesses in millimeters. Graphs show results from 1 experiment representative of 2 independent experiments expressed as
mean * SD (*P < .05, **P < .01). £ Reduced expression of inducible nitric oxide synthase in the liver of CD14—/— mice. Immunostaining was
performed at 3 days after infection in C57BL/6 control mice and CD14—/— mice by immunohistochemical analysis (X100 and x400) (n = 4).

the hepatic microabscesses observed in CD14-deficient mice,
compared with those observed in C57BL/6 control mice (figure
4A) 3 days after infection. The hepatic microabscesses in CD14-
deficient mice were generally larger, less confined, and partially
confluent. The number of abscesses was significantly increased
in CD14-deficient mice (figure 4B). Moreover, the microab-
scesses in these mice had less-defined boundaries, contained
more abundant neutrophils and necrotic tissue (figure 4C), and
were larger (figure 4D), compared with the abscesses observed in
control mice. Further, as an indicator of reduced phagocyte ac-
tivation and bactericidal activity in vivo, NOS2 expression in
infected liver tissue was clearly reduced in CD14-deficient mice,
compared with control mice (figure 4E). Therefore, the absence
of CD14 is associated with reduced NOS2 expression, enhanced
neutrophil recruitment, and formation of large microabscesses
in the liver.

Flow cytometric analysis of the inflammatory cells in the liver
at 2 days after infection, when the bacterial loads are comparable

between the experimental groups (data not shown), revealed de-
creased expression of CD40 by CD11b* cells from CD14-
deficient mice, compared with cells from C57BL/6 control mice,
which suggested reduced activation of monocytes and/or mac-
rophages in the liver (figure 5). In contrast, the number of Gr1*
neutrophils is slightly increased at the same time point (not
shown), as shown by microscopic examination of the tissue sec-
tions.

CD14- and TLR2-dependent activation of NF-kB and co-
stimulatory molecules. To further dissect potential crosstalk
between the TLR2 and CD14 receptor pathways, we assessed the
translocation of cytosolic NF-«B into the nucleus in BMDMs at
several time points after L. monocytogenes infection. Although
uninfected macrophages from control mice did not show any
significant nuclear staining, incubation with L. monocytogenes
induced rapid nuclear translocation of NF-kB in macrophages
from C57BL/6 mice, which reached a maximum at 1 h with 64%

of macrophages showing nuclear staining. In contrast, nuclear
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Figure 5. CD14-dependent recruitment and activation of macrophages
in the liver. CD14-deficient mice and control mice were infected with
3 X 10* colony-forming units of Listeria monocytogenes, and mononu-
clear cells from the liver were isolated 2 days after infection (4 mice per
group). The cells were stained with CD11b and CD40 and analyzed by
flow cytometry. Numbers are the percentage of double-positive cells in
the mononuclear cell population. Graphs show results from 1 experiment
that are representative of 2 independent experiments, expressed as mean
+=SD(n=2).

translocation was absent in macrophages from CD14-
deficient or TLR2-deficient mice after L. monocytogenes infec-
tion (figure 6A). Therefore, L. monocytogenes induced NF-«B
activation through CD14 and TLR2 with similar kinetics and
magnitude. Further, reduced NF-«B activation was found
to be associated with diminished upregulation of CD40 and
CD86 expression in macrophages from CD14-deficient mice
and TLR2-deficient mice infected with L. monocytogenes,
compared with macrophages from control mice (figure 6B).
Therefore, both NF-«kB and costimulatory molecule expres-
sion are reduced to a similar extent in macrophages from
CD14-deficient mice or TLR2-deficient mice. The data
suggest that CD14 and TLR2 sense molecular patterns
expressed by L. monocytogenes in concert. Reduced macro-
phage activation, cytokine production, and NO production
may explain reduced in vivo host responses with dimin-
ished rates of bacterial clearance and enhanced inflamma-

tion observed in CD14-deficient mice and TLR2-deficient

mice.
DISCUSSION

The present data demonstrate for the first time, to our knowl-
edge, that CD14-deficient mice have an increased sensitivity to
L. monocytogenes infection with reduced survival rates due to
impaired activation and killing of phagocytes that results in re-
duced rates of bacterial clearance and augmented inflammatory
pathology. In fact, in macrophages stimulated by L. monocyto-
genes, the production of IL-12p40, IL-6, NO, and, to a lesser
extent, TNF that depends in part on TLR2 signaling, but not on
TLR4 signaling, is reduced. These results are in agreement with
those of Flo et al., who demonstrated that CD14 neutralization
reduced TNF production in TLR2-transfected CHO cells acti-
vated by heat killed L. monocytogenes [15]. In the present study,
we show that cytokine and NO production by primary macro-
phages stimulated with live L. monocytogenes is dependent on
CD14 and TLR2 [4]. In addition, the nuclear translocation of
NE-kB and expression of the costimulatory molecules CD40 and
CD86 are diminished in the absence of either of CD14 or TLR2.
In conformity with our results, reduced cytokine production in
macrophages from TLR2-deficient mice has been shown [26]
and reduced serum levels of IFN+y, TNF, and IL-12 have been
reported in these mice [5]. Furthermore, we extend this obser-
vation and demonstrate a role for CD14 in in vivo Listeria infec-
tion. Reduced resistance to Listeria infection is seen in both
CD14-deficient and TLR2-deficient mice. Moreover, mice defi-
cient in CD14 or TLR2 alone and mice deficient in both CD14
and TLR2 display comparable reduction in host resistance, with
increased of bacterial load and enhanced acute hepatic inflam-
mation. The discrepancy between the susceptibility reported
previously in TLR2-deficient mice [6, 27] and our data here may
be explained by different routes of infection (intraperitoneal
versus intravenous), the number of backcrosses of the mice, and
the strains of Listeria used.

The involvement of CD14 agrees well with our unpublished
data that suggest L. monocytogenes signals through TLR2-TLR6
complexes. Indeed, ligands of TLR2-TLR6 heterodimers, such as
Pam2CSK4, MALP2 or zymosan, seem to require CDI14,
whereas ligands of TLR2-TLR1 heterodimers, such as
Pam3CSK4, bind and signal independently of CD14 [1, 28, 29].
It should be emphasized that the MyD88-deficient mice are dis-
tinctly more susceptible to L. monocytogenes infection than
TLR2-deficient or CD14-deficient mice (figure 2D). Previously,
a high sensitivity to Listeria infection was reported for MyD88-
deficient mice, but interestingly, an adaptive immune response
with protective immunity was obtained in the absence of MyD88
[30]. MyD88 is further involved in crosstalk with other pathways
such as the focal adhesion kinase [31] that may play a role in the
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Figure 6. CD14-dependent nuclear factor kB (NF-kB) translocation and upregulation of CD40 and CD86 expression in Listeria monocytogenes
(LM}~infected bone marrow—derived macrophages (BMDMSs). NF-«B translocation in L. monocytogenes—infected macrophages (A). BMDMs from
C57BL/6 mice and CD14-deficient mice were stimulated for 1h with L. monocytogenes (MO, 1:2), and NF-«B staining was assessed. A quantitative
evaluation of the percentage of cells showing NF-«B translocation is presented here as a bar graph. Reduced upregulation of CD40 and CD86 expression
(B) in CD14-deficient macrophages after L. monocytogenes or lipopolysaccharide (LPS) stimulation (2 mice per group). Graphs show results from 1
experiment representative of 3 independent experiments. Counts represent the relative cell number. MFI, mean fluorescence intensity.

process of spreading Listeria infection. CD14 has so far not been
reported to be involved in receptor complexes other than TLR4
and TLR2, with the exception of TLR3. A TLR3 ligand poly-
inositine-cytosine analogue has been shown to activate antigen-
presenting cells in a TLR3- CD14 dependent manner, and a
ligand- TLR3-CD14 complex has been demonstrated [18].

CD14 seems to be involved in regulating neutrophil influx,
because CD14-deficient mice show increased expression of
CXCR2, MIP2, and neutrophil transmigration in pneumococcal
infection [32], whereas neutrophil migration was delayed in
CD14-deficient mice early after peritoneal infection with Salmo-
nella, acting through TLR4 [33]. Here, neutrophil recruitment
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after L. monocytogenes infection is enhanced, resulting in large,
diffuse microabscesses in the liver of CD14-deficient mice. How-
ever, the data suggest that macrophages and neutrophils from
CD14-deficient mice and TLR2-deficient mice may be less effec-
tive in killing in vivo, as indicated by reduced iNOS expression in
the liver, although the macrophage mediated killing was not re-
duced in vitro. Reactive nitrogen is a key bactericidal mechanism
for mycobacteria [34] and Listeria [35]. However, the killing of
Listeria is further supported by reactive oxygen produced by
phagocytes oxidase (pg91Pho¥). In fact, mice that are double-
deficient for pg91°P** and NOS2 are more susceptible to Listeria
infection [35] than single-deficient mice, but the existence of
alternative mechanisms of killing is discussed [36].

Although we showed reduced resistance in TLR2-deficient
mice [5, 6] and CD14-deficient mice, the dramatically height-
ened susceptibility of MyD88-deficient mice that has bee de-
scribed before [5, 6] cannot be solely ascribed to defective TLR
sensing of L. monocytogenes. We have tested most of the TLRs by
using single-gene deficient mice (data not shown), suggesting
that TLR2-CD14 may contribute to this heightened susceptibil-
ity, along with other non-TLR pathogen recognition receptors
on the membrane, which are yet to be identified.

Previous investigations demonstrated the induction of
MCP-1 in macrophages by L. monocytogenes and CCR2-
dependent recruitment and activation of monocytes [27]. The
induction of MCP-1 was found to be MyD88-dependent and
TLR2-independent. Edelson et al. [6] offer data that reinforce
the MyD88-dependent control of L. monocytogenes infection,
suggesting a contribution by IL-1 and IL-18 receptor pathways,
which depend on TLR signaling on the MyD88 adapter protein.
This hypothesis is further reinforced by reduced IL-1 production
in L. monocytogenes—infected, ASC-deficient macrophages [26].
Therefore, TLR2-CD14 and additional, undefined pattern rec-
ognition receptors induce IL-1 and IL-18, which are required,
together with IFNvy, IL-1, and TNF, to control L. monocytogenes
infection. However, a recent report demonstrated that IL-1 sig-
naling is dispensable for the control of systemic Listeria infec-
tion, but required to control cerebral listeriosis [37].

In conclusion, Listeria activates macrophages in vitro in a
CD14-dependent and/or TLR2-dependent manner. CD14 ex-
pression is required for host resistance to L. monocytogenes in-
fection in vivo; reduced CD14 expression results in bacterial per-
sistence, reduced NOS2 expression in the liver, and heightened
mortality. However, there is no additive effect with TLR2; mice
deficient in both CD14 and TLR2 have comparably heightened
susceptibility to Listeria infection.
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Article 3: Dominant-Negative Inhibitor of Soluble TNF Attenuate Experimental
Arthritis Without Suppressing Innate Immune Response

Jonathan Zalevsky, Thomas Secher, Serguei A. Ezhevsky, Laure Janot, Paul M. Steed
Christopher O'Brien, Araz Eivazi, James Kung, Duc-Hanh T. Nguyen, Stephen K. Doberstein,
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2007:179

La réponse immunitaire innée dans l'infection par Listeria monocytogenes fait
intervenir de nombreuses cellules telles que les macrophages ou les neutrophiles afin de
limiter la croissance bactérienne. Les leucocytes sont a l'origine de la synthése de
cytokines inflammatoires et je me suis intéressée particulierement a l'implication du
TNF dans cette infection microbienne.

Exprimé par un large éventail de cellules, le TNF est connu pour étre le
médiateur principal de l'inflammation et permet le recrutement de phagocytes sur le lieu
de linfection. Cette cytokine est dabord produite sous la forme d'une protéine
membranaire, le Mem-TNF. La TNF-a converting enzyme (TACE) clive le TNF
membranaire afin de libérer sa forme soluble homotrimérique (23, 24). Le TNF joue un
role majeur dans la réponse a certaines infections comme par Mycobacterium
tuberculosis ou Listeria monocytogenes (38, 388). S'il est bien connu que le TNF soluble
est important dans la mise en place de la réponse antibactérienne, la contribution du
Mem-TNF est en revanche peu étudiée.

Différents travaux ont mis en évidence le role du TNF dans la réponse contre
Listéria et nous nous sommes donc intéressés a l'implication du TNF membranaire dans
la réponse a cette infection. Le Mem-TNF est décrit comme fonctionnel dans I'activation
polyclonale des cellules B ou dans l'induction de la production d'IL-10 par les monocytes
(31, 41, 42). Des études ont montré que ce TNF membranaire participe au contréle de

I'infection par Listéria et de M. tuberculosis (389-391). Cependant, ces résultats ont
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été obtenus par des études sur des souris exprimant le transgene du Mem-TNF en
multiple copies sur fond déficient en TNF et en lymphotoxine. Il en résulte une
expression peu physiologique de cette protéine car relativement élevée. Ces raisons ont
poussé Sedgwick d générer des souris dites Knock In comportant une mutation
ponctuelle au niveau du site de clivage réalisé par la TACE, ce qui empéche le clivage du
Mem-TNF en sTNF (392).

La création de ces souris nous a donc permis d'étudier plus précisément le rdle du

TNF membranaire dans l'infection par Listéria. Nos résultats sur des cultures de
cellules primaires montrent que les macrophages Mem-TNF présentent un phénotype se
rapprochant de celui des cellules sauvages. L'étude de la survie des animaux indique que
le Mem-TNF est capable de protéger les souris infectées par des « doses modérées »
de Listéria. La charge bactérienne des organes est intermédiaire a celle des souris
sauvages et TNF-/-, montrant bien la protection partielle conférée par le TNF
membranaire. Les coupes histologiques ainsi que les études immunohistochimiques du
foie des animaux infectés ont permis de montrer que le Mem-TNF permet le
recrutement des neutrophiles sur le site de I'inflammation.
Par ailleurs, les analyses sanguines révelent que I'infection par Listéria induit, chez les
souris sauvages et Mem-TNF, une élévation puis une baisse du nombre de neutrophiles.
Cette neutropénie n'est que transitoire sauf pour les souris TNF-/-. De plus, la forme
membranaire du TNF permet aux animaux de reformer leur stock de lymphocytes alors
que les souris TNF-/- présentent une lymphopénie. Le transfert adoptif de cellules
spléniques provenant de souris Mem-TNF immunisées avec une souche de Listéria
déficiente en Actine A montre que la présence de la forme membranaire du TNF sur les
lymphocytes protége les souris receveuses TNF-/- de l'infection.

Nos travaux démontrent que le TNF membranaire participe activement a la
médiation cellulaire durant la réponse a l'infection par Listéria. Ces résultats prennent
d'autant plus d'importance si l'on se place dans le cadre des thérapies anti-TNF
développées dans les maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn ou l'arthrite
rhumatoide. En effet, le traitement de ces maladies repose sur la prise de médicaments
anti-TNF comme l'infliximab, un anticorps monoclonal contre le TNF, ou I'étanercept qui

est une protéine de fusion entre le fragment Fc de I'immuoglobuline IgG1 et le TNFR2.
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Ces médicaments sont efficaces mais ont quelques effets secondaires comme
I'affaiblissement du systeme immunitaire et les patients sont susceptibles a certaines
infections opportunistes comme la listériose ou la tuberculose (393, 394). Cette
premiere génération de médicament base son action sur la neutralisation des formes
membranaires et solubles du TNF. L'étude des effets du Mem-TNF permet d'envisager
des traitements alternatifs qui neutralisent uniqguement le TNF souble et qui préservent
l'action du TNF membranaire.

La création du Dominant-Negatif du TNF (DN-TNF) s'inscrit dans cette optique.
En collaboration avec la société américaine Xencor, nous avons pu tester ce produit dans
I'infection par Listéria. Le DN-TNF repose sur la création de monomeres du TNF
comportant des mutations autorisant les échanges des sous-unités avec le sTNF natif.
Les homotrimeres ou hétérotriméres ainsi formés se fixent sur les récepteurs TNFRI1
et TNFR2 mais ne peuvent les activer (56). Dans ce cas, seul le TNF soluble est
neutralisé, laissant le Mem-TNF integre.
Plusieurs DN-TNF ont été créés et chacun a été testé /n vitro dans sa capacité a inhiber
I'activation des caspases ou la production d'IL-8 par le sTNF dans des lignées humaines
et murines. Leur réle d'inhibiteur spécifique du sTNF est confirmé /n vivo dans le
traitement de deux modeles d'arthrite induite par des anticorps anti-collagene ou par le
collagene lui-méme (Collagene Ab-Induced Arthritis et Collagen-Induced Arthritis).

Nous avons testé deux de ces dominant-négatifs du TNF (XENP1595 et
XENP345) dans notre modeéle d'infection par Listéria, d'abord sur des souris sauvages
C57/BL6, puis sur des souris Mem-TNF. Il s'avere que ces deux protéines,
contrairement a I'étanercept, n'ont qu'un effet limité sur I'immunité des souris sauvages
puisqu'elles permettent une survie équivalente a celle des souris Mem-TNF ainsi qu'une
charge bactérienne limitée dans les organes. De plus, les deux types de DN-TNF testés
sur les souris Mem-TNF infectées n'ont aucun effet sur I'immunité innée montrant ainsi

leur spécificité d'action et ce méme en l'absence de TNF soluble.
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Membrane Tumor Necrosis Factor Confers Partial
Protection to Listeria Infection
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Tumor necrosis factor (TNF) plays a critical role in the
host response to the intracellular pathogen Listeria
monocytogenes (LM). TNF exists in soluble and mem-
brane-bound forms and exhibits both unique and
overlapping activities. We examined the role of mem-
brane TNF in the absence of secreted TNF for host
resistance in knockin mice in which the endogenous
TNF was replaced by a regulated, noncleavable allele
(mem-TNF). Macrophages expressing mem-TNF pro-
duced nitric oxide and displayed normal bactericidal
activity. Although mice completely deficient in TNF
(INF~’7) succumbed to LM infection within 4 days,
mem-TNF mice controlled LM infection at a low dose
(10* CFU) but succumbed at a higher dose of infection
(10°> CFU). In contrast to complete TNF deficiency,
mem-TNF mice developed confined microabscesses
that expressed inducible nitric oxide synthase. The
transfer of lymphocytes from immunized mem-TNF,
but not TNF~/~, mice protected TNF~/~ mice from
fatal infection. Taken together the data suggest that in
the absence of soluble TNF, the presence of mem-
brane-expressed TNF on phagocytes and lymphocytes
partially restores host defense to LM infection. (Am
J Pathol 2005, 167:1677-1687)

Protective immunity to Listeria monocytogenes (LM) infec-
tion, both in humans and experimental animals, is based
on orchestrated action of T cells, macrophages, and
cytokines, including interferon (IFN)-v, interleukin (IL)-12,
and tumor necrosis factor (TNF)." A critical role for TNF in
anti-LM defense is inferred from neutralization and gene
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deletion experiments in mice.®® In addition, the TNF-
related cytokines lymphotoxin (LT)-a and LT-B are also
required to control LM infection.* Both secreted TNF and
LT-a signal through p55 and p75 TNF receptors (TNFR1
and TNFR2, respectively). The cell-bound LT-af hetero-
trimers recognize the LT-BR. TNF-R1 signaling appears
to be critical for the control of LM infection®® and LT-BR
also plays a distinct role, while the contribution of TNFR2
is less well defined.

TNF is expressed by a variety of cells, including mac-
rophages and T cells, and is a major regulator of inflam-
mation and leukocyte trafficking.® TNF is first produced
as an integral membrane protein and is subsequently
cleaved by the metalloproteinase-disintegrin TACE
(TNF-a converting enzyme)®” into the secreted trimeric
TNF. Although the role of TNF in controlling intracellular
bacterial infections is uncontested, the function of mem-
brane TNF in host resistance is less understood.

Several biological functions of membrane TNF have
been described, such as cytotoxicity, polyclonal activa-
tion of B cells, induction of IL-10 by monocytes, induction
of chemokines, and ICAM-1 expression on endothelial
cells.B~1° The transgenic overexpression of membrane
TNF has demonstrated an in vivo role in the control of LM
and mycobacterial infection.”~'3 However, these models
were potentially nonphysiological as transgenic expres-
sion of a membrane-only form of TNF results in artificially
high and nonselective expression of membrane TNF. The
recent generation of mice with functional, normally regu-
lated and expressed membrane-bound TNF, obtained by
knocking-in an uncleavable A1-9, K11E TNF allele (mem-
TNF mice), represents a major advance and allows inter-
esting insights in the role of membrane TNF in lymphoid
structure development and inflammation. '

The question whether membrane TNF expression may
be sufficient to control Listeria infection is becoming very
relevant. Indeed, TNF-neutralizing therapies using anti-
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bodies or soluble receptors have been very successful in
severe inflammatory diseases such as rheumatoid arthri-
tis, Crohn’s disease, or psoriasis, with more than a million
patients treated. However, opportunistic infections in-
cluding Listeria or tuberculosis represent a major compli-
cation of these therapies.® '® Therefore, the identifica-
tion of the respective roles of membrane-bound versus
soluble TNF in host response to infection may elucidate
second generation anti-TNF therapies targeted to spare
the host defense to infections.

In the present investigation we asked whether mem-
brane TNF is sufficient to contain LM infection. We used
the mem-TNF knockin mice and compared the host re-
sistance to LM infection in mem-TNF mice and TNF-
deficient mice. Our data demonstrate that membrane
TNF is biologically active and may act as a substitute for
soluble TNF at low-dose infection because mem-TNF
mice survive an LM infection that is fatal for complete
TNF~/~ mice. Furthermore, cell transfer experiments from
immunized mem-TNF mice to TNF-deficient mice sug-
gest that LM-antigen-specific T cells that express mem-
brane-only TNF are sufficient to confer protection against
LM infection.

Materials and Methods
Mice

Mem-TNF,' TNF~/~,"® and C57BL/6 control mice were
bred in our specific pathogen-free animal facility at the
Centre National de la Recherche Scientifique. Mem-TNF
mice were generated on a C57BL/6 background while
TNF~/~ mice were backcrossed for 10 generations onto
the C57BL/6 background. For all experiments adult (8 to
12 weeks old) animals were kept in sterile confinement in
a P2 animal unit. The infected mice were monitored reg-
ularly for clinical status and weighed daily. Mice were
bled before and at 1, 2, 3, and 4 days after infection to
assess the hematological parameters in the blood using
a Technikon H1E analyzer (Bayer, Paris, France). All
animal experiments complied with the French Govern-
ment’s ethical and animal experiment regulations.

Culture of Bacteria

LM wild-type L028 and ActA deficient strains were pro-
vided by Prof. P. Cossart (Pasteur Institute, Paris, France)
and cultured in trypticase soy broth (soybean casein
digest medium; Biovalley, Marve la Vallée, France). Bac-
teria were aliquoted and stored in 30% glycerol at —80°C
at a concentration of 5 x 10° CFU/ml. Heat-killed LM
(HKLM) was prepared by incubation at 60°C for 1 hour
followed by two washes with sterile phosphate-buffered
saline (PBS).

Primary Macrophage and Dendritic Cell Culture

Murine bone marrow cells were isolated from femurs and
differentiated into macrophages after culturing at 10°
cells/ml for 7 days in Dulbecco’s modified Eagle’s me-
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dium (Sigma) supplemented with 20% horse serum and
30% L929 cell-conditioned medium as described be-
fore.?221 Seven days after washing and reculturing in
fresh medium, the cell preparation consisted of a homog-
enous population of macrophages (>97% CD11b™
cells). Alternatively, murine bone marrow cells were dif-
ferentiated into myeloid dendritic cells (>98% CD11c™
cells) after culturing at 2 x 10° cells/ml for 10 days in
RPMI supplemented with 10% fetal calf serum, glu-
tamine, antibiotics, and 4% J558L cell-conditioned me-
dium as a source of GM-CSF, as described.??

Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) and
dendritic cells were plated in 96-well microculture plates
(at 10° cells/well) and stimulated with lipopolysaccharide
(LPS) (Escherichia coli, serotype O111:B4 at 100 ng/ml;
Sigma), HKLM (at a bacteria:cell ratio of 200:1), and live
LM (at a bacteria:cell ratio of 2:1). After 24 hours of
stimulation, the supernatants were harvested for cytokine
determination.

Macrophage Killing Assay

To test LM killing, macrophages from the different strains
were incubated for 20 minutes at 37°C with LM at a
multiplicity of infection (MOI) of 1 in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium complemented with L-glutamine (5
mmol/L) and 10% fetal calf serum. After addition of gen-
tamicin (10 ug/ml), macrophages were extensively
washed to remove extracellular bacilli, and incubated in
the same medium with and without recombinant mouse
TNF (rmTNF, 10 ng/ml; PreproTech, Rocky Hill, NJ). After
3 and 6 hours of incubation, the number of viable intra-
cellular bacteria in each well was determined by culturing
on tryptic soy broth agar plates. Plating was performed in
duplicate serial dilutions and macrophage killing was
assessed by the determination of CFU in infected mac-
rophages from two individual mice per group.

Cytokine Determination

IL-12p40 or IFN-y were quantified using commercial en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits following
the instructions of the manufacturer (Duoset; R&D Sys-
tems, Abingdon, UK). As described previously, bioactive
TNF was assessed using the WEHI 164 cell-based bio-
assay, which has a higher sensitivity than ELISA, detect-
ing 0.5 pg/ml of TNF.2®

Flow Cytometry

After stimulation, macrophages were harvested, washed
once in PBS containing 0.5% bovine serum albumin
(PBS/BSA), and incubated on ice at 10° cells/50 ul with
2% mouse serum for 20 minutes. After centrifugation (10
minutes at 200 X g, 4°C), macrophages were incubated
in PBS/BSA with primary antibodies (anti-CD40-PE clone
2G9, anti-CD86-PE clone GL1, or anti-CD11b-PerCP
Cy5.5 clone M1/70) for 20 minutes in the dark. All anti-
bodies were from BD Pharmingen (San Diego, Ca). After



washing with PBS/BSA, cells were analyzed on a Becton
Dickinson LSR analyzer.

Mouse Infection, Vaccination, and Transfer of
Splenic T Cells

Infection

Mice were injected intravenously in the caudal vein
with 10* or 10° CFU of LM per mouse as described
before.?! On day 3, liver and spleen were harvested. The
number of viable bacteria in organ homogenates was
determined by plating serial dilutions on trypticase soy
broth agar plates (Biovalley) and incubating for 24 hours
at 37°C followed by counting CFU.

Restimulation and Transfer of Splenic Cells

Splenocyte suspensions were obtained from C57BL/6,
TNF~/~, and mem-TNF mice 7 days after injection of 10°
ACTA-deficient LM or saline. Nonadherent cells were
restimulated in vitro with LM, HKLM, listeriolysin (LLO)
peptide (fragment 189-201; Neosystem, Strasbourg,
France), or Mycobacterium bovis-bacillus Calmette-
Guerin (BCG), and the supernatants were assessed for
IFN-y levels by ELISA. For the cell transfer, 2 X 107
nonadherent cells (>95% lymphocytes with 65% CD3™* T
cells) in 200 ul were injected intravenously into TNF~/~
recipient mice, followed 1 hour later by intravenous injec-
tion of LM at 10* CFU/mice. Body weight was recorded
daily, and the spleen and liver were taken 3 days after
infection to enumerate viable bacteria.

Histology and Immunohistochemistry

Samples of liver and spleen were fixed in 10% buffered
formalin (Shandon, Pittsburgh, PA). Tissues were dehy-
drated in ethanol and embedded in paraffin. Sections (4
um) were cut and stained with hematoxylin and eosin
(H&E) for evaluation of pathological changes. The num-
ber of microabscesses was quantified by counting 20
microscopic fields at X100 magnification. The size of
microabscesses was assessed by measuring the diam-
eter of 20 randomly selected micro-abscesses per
mouse at X400 magnification.

For immunohistochemical analysis, liver and spleen
were embedded with Tissue-Tek (Sakura, Zoeterwoude,
The Netherlands) in cryomolds, immediately frozen on
dry ice, and stored at —80°C as described before.?* The
frozen tissues were cut at 5-um thickness on a cryostat
(Leica, Nussloch, Germany), air-dried, and stored at
—80°C. Before use the sections were fixed in acetone (10
minutes at 4°C), and endogenous peroxidase activity
was blocked using methanol with 1% H,0, (30 minutes).
Endogenous biotin in the liver was blocked using PBS
containing 0.1% avidin (20 minutes) and PBS containing
0.01% biotin (20 minutes). The tissue sections were in-
cubated with appropriate normal serum (30 minutes) be-
fore incubation for 2 hours at 37°C with the primary anti-
body. Antibodies to GR1, F4/80, and inducible nitric
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oxide synthase (iNOS) were from BD Pharmingen. The
sections were then incubated for 30 minutes at 37°C with
the appropriate biotinylated secondary antibody. Avidin-
biotin peroxidase complexes were added to the sections
for 30 minutes (ABC Vector kit; Vector Laboratories, Bur-
lingame, CA), washed, and developed with diaminoben-
zidine substrate (DAKO, Glostrup, Denmark). After rins-
ing in PBS, the sections were mounted in Eukitt (Kindler
and Co., Freiburg, Germany).

Nitrite Measurements

Nitrite concentrations in supernatants from macrophages
were determined using the Griess reaction (1% sulfanil-
amide in 2.5% phosphoric acid and 0.1% n-1-napthyleth-
ylenediamide dichloride in 2.5% phosphoric acid).?® Af-
ter a 30-minute incubation at room temperature under
agitation, the absorbance at 540 nm was measured
(NO,~ was quantified using NaNO, as a standard).

Statistical Analysis

Statistical evaluation of differences between the experi-
mental groups was determined by Kaplan-Meier test for
survival curves, Mann-Whitney U-test for ex vivo experi-
ments, and Student’s t-test for in vitro data, using Prism
software.

Results

Absence of Secreted TNF, but Normal Nitric
Oxide Production and Killing of LM by Mem-
TNF Macrophages

We first investigated whether cultured BMDM secrete
TNF in response to LPS, LM, or heat-killed LM (HKLM).
Soluble TNF was secreted by BMDM from wild-type mice
but was essentially undetectable in culture supernatants
of BMDM from mem-TNF and TNF~/~ mice using the
sensitive WEHI bioassay (Figure 1A), in agreement with
the original report.’ To confirm that mem-TNF knockin
mice do not secrete TNF in vivo, mice were injected
intraperitoneally with 100 pg of LPS, blood was collected
90 minutes later, and serum was analyzed for TNF con-
tent. In contrast to wild-type mice, which displayed sig-
nificant serum TNF levels, TNF was undetectable in the
sera of both TNF™/~ and mem-TNF mice (data not
shown). We next determined whether IL-12p40 and nitric
oxide production by LPS-, LM-, or HKLM-stimulated
BMDMS was dependent on TNF expression. Macro-
phages secreted IL-12p40 on stimulation with LPS, LM,
or HKLM, and we observed unexpectedly high IL-12p40
levels in TNF/~ as compared to wild-type macrophages
(Figure 1B). An overproduction of Th1 cytokines has
been demonstrated previously in TNF-deficient mice on
Mycobacterium bovis-bacillus Calmette-Guerin (BCG) in-
fection,?%2” suggesting that TNF has a regulatory role for
Th1 cytokine response. Such a deregulation of Th1 re-
sponse has not been reported for LM infection, so we
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Figure 1. Impaired soluble TNF but normal IL-12p40, nitrite production, and killing of LM by macrophages from mem-TNF mice. A—C: TNF (A), IL-12p40 (B),
and nitrite (C) production measured in the supernatant of macrophages from C57BL/6, mem-TNF, and TNF~/~ mice 24 hours after infection by LM (MOI of 2)
or stimulation by heat-killed LM (HKLM; 200 bacteria per cell) or LPS (100 ng/ml). Results are means = SD of two mice per genotype and are representative of
three independent experiments (*P < 0.05). D and E: Killing of viable LM by macrophages expressed as CFU per 10> macrophages at 3 hours. D: Macrophages
were infected with LM (MOI of 1) for 20 minutes, washed extensively to remove extracellular bacilli, and further incubated for 3 hours, after which CFU were
determined. E: Addition of recombinant mouse TNF (10 ng/ml) corrected the killing of LM by TNF ™/~ macrophages. Results expressed as CFU per 2 X 10°
macrophages at 3 hours after infection showed no significant differences. Data are given as the mean * SD (n = 2 mice with duplicate CFU analysis per group)
and are from one representative experiment of two independent experiments.

then asked whether mem-TNF macrophages retained an
augmented IL-12p40 response comparable to TNF~/~
macrophages. Interestingly, mem-TNF macrophages ex-
pressed IL-12p40 levels comparable to those of wild-type
macrophages. The data therefore suggest that mem-
brane TNF prevents the exaggerated IL-12p40 re-
sponses seen in the complete absence of TNF, but the
mechanism of deregulated Th1 response is still
unclear.?627

Killing of bacilli critically depends on activation of
NOS2.28 We therefore tested the production of nitrite after
LM macrophage activation. Nitrite production in mem-
TNF BMDMs stimulated with LM, HKLM, or LPS was
similar to the levels seen in wild-type cells but partially
reduced in TNF~/~ macrophages (Figure 1C). To assess
the biological relevance of the measured nitrite levels, the
bactericidal activity of mem-TNF macrophages was
tested. Macrophages from mem-TNF mice had capacity
to kill LM comparable to that of wild-type cells, and CFU
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levels were higher in TNF-deficient macrophages at 3
hours (Figure 1D) and 6 hours (data not shown), but this
did not reach statistical significance. Addition of recom-
binant mouse TNF to the macrophages in culture in-
creased the bactericidal effect in all groups, but
importantly, it corrected the defect of TNF-deficient mac-
rophages (Figure 1E). Therefore, the data suggest that
membrane TNF expressed by macrophages is sufficient
to induce early nitrite production by macrophages and
killing of LM, both of which are impaired in the complete
absence of TNF. Lastly, LM-induced up-regulation of co-
stimulatory molecules in macrophages and dendritic
cells was TNF-independent because CD40 and CD86
expression was comparable in wild-type, mem-TNF, and
TNF~/~ macrophages (data not shown).

Taken together, these observations confirm the ab-
sence of functional soluble TNF in mem-TNF mice'* and
imply that membrane-bound TNF can substitute soluble
TNF in some of its functions: macrophages from mem-
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Figure 2. Enhanced control of LM infection in mem-TNF mice compared to TNF-deficient mice. A and B: Survival on intravenous infection with doses of LM at
10" CFU (A, n = 4 mice; Kaplan-Meier B6 versus TNF KO, P < 0.01; mem-TNF versus TNF KO, P < 0.01) or at 10> CFU (B, 7 = 9 to 13; B6 versus mem-TNF,
P < 0.01; B6 versus TNF KO, P < 0.01). C and D: Bacterial load in the liver (C) and spleen (D) of mem-TNF, TNF~/~ mice (KO), and wild-type (B6) mice 3
days after infection with 10* CFU. Each group comprised four to six mice; mean values = SD are given. *P < 0.05, **P < 0.01. The results are from one experiment

representative of two independent experiments.

TNF mice were able to produce nitrite and control infec-
tion in vitro. Therefore, it was reasonable to assume that
membrane TNF may confer resistance to LM infection in
Vivo.

Mem-TNF Mice Are More Resistant to LM
Infection Than TNF~/~ Mice

A critical role for TNF has been shown in the control of LM
infection.2® We confirmed the role of TNF and further
ascribed it to both soluble and membrane TNF (Figure 2,
A and B). Soluble TNF was dispensable at low infection
dose of LM (10* CFU) because mem-TNF mice survived
a dose at which TNF~/~ mice succumbed (P < 0.05,
Figure 2A). However, at the higher infectious dose of 10°
CFU, both TNF~/~ and mem-TNF mice, but not wild-type
mice, succumbed to infection (P < 0.05, Figure 2B). The
increased resistance of mem-TNF mice correlated with
reduced bacterial burden in the liver of these mice as
compared to TNF~/~ mice after infection with 10* CFU of
LM (P < 0.05, Figure 2C). In mem-TNF mice the CFU
values were slightly higher than in wild-type mice in liver
and spleen (P < 0.05; Figure 2, C and D). Thus, the
bacterial burden in mem-TNF was intermediate from the
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values found in wild-type and TNF~/~ mice. The results
indicate that in the absence of soluble TNF, membrane-
bound TNF confers substantial protection to LM infection,
sufficient to control a low-dose but not a high-dose
infection.

Smaller and Confined Hepatic Microabscesses
in Mem-TNF Mice

To gain more insight in the cellular mechanisms of mem-
TNF sustained resistance we next investigated the mor-
phology of liver tissue 3 days after infection. The typical
hepatic microabscesses rich in neutrophils induced by
LM infection were more abundant in mem-TNF mice as
compared to wild-type controls while the microab-
scesses appeared larger with diffuse infiltration and ne-
crotic areas in the liver parenchyma in TNF~/~ mice
(Figure 3, A-F). The number of microabscesses was
increased in mem-TNF and TNF~/~ livers as compared to
the wild-type controls (Figure 3G). In contrast, the size of
the micro-abscesses increased in TNF~/~ mice but ap-
peared essentially normal in mem-TNF mice (Figure 3H).

Concomitant with the increased size, semiquantitative
immunohistochemistry analysis of liver sections revealed
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Figure 3. Numerous but confined, smaller hepatic microabscesses in mem-TNF mice compared to TNF-deficient mice. A=F: Histological sections of livers showing
small confined microabscesses in mem-TNF and wild-type mice and spreading infection in TNF-deficient mice (TNF KO) (H&E staining). G: Increased number
of microabscesses in mem-TNF and TNF-deficient mice as compared to wild-type controls. *P < 0.05. H: Normal-sized microabscesses in mem-TNF mice as
compared to TNF-deficient mice. Mean diameters * SD (arbitrary units) of abscesses are given. ***P < 0.001. Wild-type, mem-TNF, and TNF-deficient mice were
infected with 10> CFU of LM and examined for histology 2 days after infection (72 = 4 mice per group). Original magnifications: X40 (A=C); X100 (D—F).

increased neutrophil (GR1") and macrophage (F4/80")
levels in TNF~/~ (Figure 4, G and H) but not in mem-TNF-
infected mice (Figure 4, D and E) compared to wild-type
mice (Figure 4, A and B). The hepatic expression of
iINOS, as assessed by immunostaining,®* was similar in
microabscesses of mem-TNF mice (Figure 4F) as com-
pared to wild-type controls (Figure 4C) but distinctly more
pronounced than in TNF~/~ mice (Figure 4l). Therefore,
the morphological assessment revealed increased leuko-
cyte recruitment in TNF~/~ mice. Membrane TNF expres-
sion allowed a controlled recruitment of neutrophils. The
activation of inflammatory cells seemed more effective in
the liver of membrane TNF-expressing mice as com-
pared to complete TNF deficiency, as illustrated by the
iNOS expression levels.
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To follow more closely the systemic effects of LM in-
fection, blood differential leukocyte counts were deter-
mined. An augmented base-line leukocyte count in
TNF~/~ and LT-a/~ mice has been reported before and
may be due to a homing defect,?®3° which is not seen in
mem-TNF mice (data not shown). To normalize the data
we expressed the changes in blood cell counts as per-
centage of the cell counts before infection. LM infection
induced an initial increase (day 1) followed by a de-
crease of neutrophil counts on day 2 after infection (Fig-
ure 5A). This neutropenia was transient in wild-type and
mem-TNF mice and recovered thereafter (data not
shown). Neutropenia was pronounced and sustained in
TNF~/~ mice. Lymphocyte counts were reduced in all
groups at 2 days, in line with published data on massive



GR1

F4/80

Membrane TNF in Listeria Infection 1683
AJP December 2005, Vol. 167, No. 6
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Figure 4. Increased neutrophil recruitment and iNOS expression in hepatic microabscesses from mem-TNF mice. Wild-type, mem-TNF, and TNF-deficient mice
were infected with 10" CFU of LM, and frozen liver sections were immunostained with GR1, F4/80, or NOS2 antibodies, as described in Materials and Methods.
Black arrows point to positive staining in microabscesses. Representative micrographs are shown (7 = 4 mice per group). Original magnifications, X40.

apoptosis of lymphocytes in the spleen. Lymphocyte
numbers partially recovered thereafter in mem-TNF and
wild-type mice but remained very low in TNF~/~ mice
(Figure 5B). Activated lymphocytes, as defined by their
morphology, were found in controls and mem-TNF mice
but absent in TNF~/~ mice (Figure 5C). Therefore, mem-
brane TNF provides protective signals that allow a con-
trolled systemic and hepatic inflammation with a rapid
recovery of blood counts after infection.

T-Cell Response to LM and Protection of TNF-
Deficient Mice by Transfer of Immune T Cells
from Mem-TNF Mice

Because the expression of co-stimulatory molecules was
normal in the complete absence of TNF, we asked
whether TNF-deficient mice infected with the attenuated,
ActA-deficient LM strain were able to mount protective
immunity. First, the T-cell response induced by ActA-
deficient LM infection was tested, on ex vivo restimulation
of splenic T lymphocytes with HKLM and LLO peptide
189-201. T cells from mem-TNF and TNF /" mice in-
jected with 10° ActA-deficient LM attenuated strain 7
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days before responded with a comparable IFN-y produc-
tion as wild-type mice to restimulation by HKLM or LLO
189-201 (Figure 6A). This response was specific to LM
because no restimulation was obtained with the unrelated
mycobacterium BCG. Therefore, TNF appears not to be
required for an antigen-specific immune response, con-
sistent with previous reports.3"32

We next asked whether membrane TNF expressed on
antigen-specific lymphocytes was sufficient to confer ef-
fective protection in vivo. To this end, TNF~/~ mice re-
ceived splenic lymphocytes (2 X 107 cells, 95% lympho-
cytes) from wild-type, mem-TNF mice, or TNF~/~ mice,
either naive or preinfected for 7 days with ActA-deficient
LM strain (10° CFU). The recipient mice were then chal-
lenged with 10* CFU of virulent LM. Lymphocytes from
ActA-deficient LM-immunized wild-type and mem-TNF
mice, but not TNF~/~ mice (Figure 6A), prevented body
weight loss (data not shown), and the reconstituted
TNF~/~ mice survived the virulent LM infection (P < 0.05,
Figure 6B). The bacterial load in liver and spleen was
tested on transfer of immune lymphocytes in TNF~/~
mice. Three days after infection, CFU levels in liver and
spleen were significantly lower in TNF~/~ mice receiving
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Figure 5. Sustained reduction of circulating neutrophils and lymphocytes in
TNF-deficient, but not mem-TNF, mice after LM infection. Changes of neu-
trophil (A), lymphocyte (B), and activated lymphocyte (C) blood counts after
LM infection are shown as percentage of the preinfection cell counts. Mice
were infected with 10* CFU of LM, and hematological parameters were
determined at days 0 and 1 to 4 (7 = 4) using a Technikon H1E analyzer.

an adoptive transfer of lymphocytes from immunized
C57BL/6 or mem-TNF mice (Figure 6, C and D) but not
from immune TNF~/~ mice. Finally, TNF~/~ mice trans-
ferred with immune lymphocytes from wild-type or mem-
TNF mice, but not TNF~/~ mice, had very small hepatic
granulomas compared to TNF~/~ control mice (Figure 7),
indicating that the inflammation and infection were con-
trolled by the adoptive transfer of mem-TNF-expressing
lymphocytes.

The data demonstrate that membrane TNF is able to
control a low-dose LM infection and that adoptive transfer
of immune lymphocytes expressing membrane TNF con-
fers protection in TNF~/~ mice. Despite a normal T-cell
response on vaccination, TNF~/~ mice were not resistant
to LM infection after transfer of immune TNF~/~ lympho-
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cytes. Therefore, the transfer experiments indicate that
membrane-expressed TNF is essential to mount protec-
tive immunity in TNF-deficient mice.

Discussion

We report here that membrane TNF plays an important
role in the control of LM infection using a knockin mouse
model in which the endogenous TNF allele was replaced
by a noncleavable membrane TNF.'* The sole expres-
sion of membrane TNF endows macrophages to kill LM in
vitro and confers substantial protection to infection with
LM in vivo. Further, the transfer of immune lymphocytes
from membrane TNF mice confers resistance to LM in-
fection in the absence of secreted TNF.

A critical role of TNF for the effective control and res-
olution of LM infection has been demonstrated previous-
ly.%® Furthermore, TNF derived from hematopoietic cells,
especially macrophages/neutrophils, plays a critical role
in inflammatory reactions®°-*® and Listeria infection.3* For
mycobacterial infection a partial protective effect has
been shown by membrane TNF in the same noncleavable
membrane TNF mouse®® and in a different transgenic
mouse model."® The partial protection generated in
mem-TNF mice could indicate local cell-to-cell TNF sig-
naling by membrane-expressed TNF on T cells or mac-
rophages at the site of infection, leading to a partial
activation of the immune cells. Indeed, for the resistance
to intracellular pathogens TNF must be produced local-
ly,®® whereas exogenous systemically administered TNF
is ineffective.®” Several biological functions of membrane
TNF signaling through both TNFR1 and TNFR2 have
been reported previously in vitro® and in vivo using trans-
genic mice expressing membrane TNF.%%3° Because
TNFR2~/~ mice are resistant (data not shown) and TNF-
R1~/~ mice are highly sensitive to LM infection,?® the
data suggest that membrane TNF signals through
TNF-R1 to confer protection to LM infection. Further,
membrane TNF has been shown to be involved in reverse
(outside-to-inside) signaling. On ligation of the receptor,
mem-TNF-expressing cells are activated to express E-
selectin.*® Thus, membrane TNF in T cells might function
as a bipolar positive regulator of inflammation, either
transmitting signals as a ligand to target cells or receiving
signals through membrane TNF itself into T cells.

Although the exact mechanism of how protection is
acquired through membrane TNF is unclear, membrane
TNF on activated T cells might be sufficient for activation
of macrophages at low-dose infection, resulting in the
up-regulation of NOS2 expression, which is crucial for
bacterial killing.?® However, during high-dose infection,
secreted TNF and distal signaling, especially for leuko-
cyte recruitment, appears to be required for a full protec-
tive host response.

In response to mycobacterial infection, TNF™/~ mice
develop an uncontrolled type 1 immune response with
increased IL-12 and IFN-y production and tissue destruc-
tion.2® The IL-12 overproduction and the spreading of the
microabscesses seen in LM-infected TNF~/~ mice was
abrogated in mem-TNF mice, indicating that the mem-
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Figure 6. Enhanced resistance of TNF-deficient mice to virulent LM infection after lymphocyte transfer from immune mem-TNF mice. A: Production of IFN-y on
antigen restimulation of T cells from LM-infected mice, independent of TNF. Splenic T cells from wild-type, mem-TNF, and TNF~/~ mice, either naive or infected
with 10° CFU of ActA-deficient LM strain 7 days before (imm), were restimulated ex vivo with HKLM (200 bacteria per cell) and LLO 189-201 (1 pg/ml) or an
irrelevant antigen (BCG at an MOI of 2): IFN-y levels were measured in the supernatant at 24 hours by ELISA. Data are expressed as the mean £ SD (72 = 3 mice).
B: Enhanced survival of TNF-deficient mice receiving lymphocytes from immune mem-TNF mice. Splenic nonadherent cells (2 X 107) from naive or ActA-deficient
LM-vaccinated C57BL/6, mem-TNF, and TNF-deficient mice (as above) were transferred into TNF /™ mice 1 hour before intravenous infection with 10* CFU of
LM. Survival was recorded daily (z = 3 naive and 7 = 6 immune mice; Kaplan-Meier mem-TNF naive versus mem-TNF imm, P < 0.05). C and D: Control of
bacterial growth in TNF-deficient mice by adoptive transfer from immune mem-TNF, but not TNF-deficient, mice. Bacterial load in liver (C) and spleen (D) of
TNF-deficient mice reconstituted with immunized splenic cells as in (B), 3 days after infection with 10* CFU of LM. Bacterial load expressed as CFU per organ,
individual counts from one representative of two experiments are shown (*2 < 0.05).

brane form of TNF is sufficient to control LM infection. confer protection to TNF-deficient mice. It is likely that
However, to what extent an exaggerated type 1 response aside from the T-cell effector functions, membrane-ex-
may contribute to uncontrolled LM infection in the com- pressed TNF on T cells activates macrophages and aug-
plete absence of TNF is presently unknown. ments their bactericidal properties. CD8 T cells contrib-
Interestingly, mem-TNF and TNF~/~ mice develop an ute to cell-mediated immunity to LM, as shown previously
LM-specific T-lymphocyte response as shown on re- by antibody depletion of T-cell subpopulations.*’ There-
stimulation of splenocytes with HKLM and LLO 189-201, fore our data suggest that membrane-expressed TNF on
producing comparable IFN-y production to that of wild- T cells is sufficient to reconstitute TNF deficiency and
type mice. Protective immunity to virulent LM after infec- confer host protection.
tion with attenuated strains has been described for TNF- In summary, we show here for the first time that mem-
R17/~ mice®' and MyD88-deficient mice.*' Similarly, brane TNF participates in cell-mediated immunity to LM.
MyD88-deficient mice are able to mount protective re- In the absence of secreted TNF, membrane-bound TNF
sponse to mycobacterial infection on vaccination.*? Us- endows macrophages with enhanced capacity to kill LM.
ing TNF-deficient mice, we show that the TNF/TNFR1 Protective immunity can be adoptively transferred by im-
pathways may not be absolutely necessary to develop mune lymphocytes from vaccinated mem-TNF mice to
adaptive immunity to LM on infection with an attenuated naive TNF~/~ mice, suggesting that membrane-ex-
strain. This is in line with previous reports showing a pressed TNF on lymphocytes is likely responsible for
critical role of cell-mediated immunity of CD8 T cells in protective immune responses. The findings are signifi-
controlling infection.®"3? To assess whether membrane- cant, especially in the context of TNF-neutralizing thera-
expressed TNF on lymphocytes could confer protection, pies using antibodies or soluble receptors. Such strate-
lymphocytes from immunized mice were transferred into gies have been recently introduced and are now widely
TNF~/~ mice. Splenocytes from mem-TNF mice, but not used in severe inflammatory diseases such as rheuma-
TNF~/~ mice, conferred protection. The mice survived toid arthritis, Crohn’s disease, or psoriasis, in which the
and were able to clear the bacteria from the organs. major complications are represented by opportunistic
Interestingly, TNF-deficient splenocytes, although primed infections including Listeria and tuberculosis.'®~'® Delin-
to LM antigens after vaccination and competent for pro- eating the respective role of membrane-bound versus
ducing IFN-y on ex vivo restimulation, were unable to soluble TNF in host response to infection might open new
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Figure 7. Controlled microabscesses in TNF~/~ mice after adoptive transfer of lymphocytes from immune mem-TNF mice, but not TNF~/~ mice. Splenic
nonadherent cells (2 X 107) from naive or vaccinated C57BL/6, mem-TNF, and TNF-deficient mice were injected intravenously into TNF~/~ mice as in Figure 6.
Representative sections of liver microabscesses were examined 3 days after infection with 10* CFU of LM (12 = 4 mice per group, H&E staining). Black arrows
point to microabscesses. Original magnifications, X40.

avenues for better targeted, second generation anti-TNF
therapies that spare the anti-microbial host defense.
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Dominant-Negative Inhibitors of Soluble TNF Attenuate
Experimental Arthritis without Suppressing Innate
Immunity to Infection
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TNF is a pleiotropic cytokine required for normal development and function of the immune system; however, TNF over-
expression also induces inflammation and is associated with autoimmune diseases. TNF exists as both a soluble and a
transmembrane protein. Genetic studies in mice have suggested that inflammation in disease models involves soluble TNF
(solTNF) and that maintenance of innate immune function involves transmembrane TNF (tmTNF). These findings imply that
selective pharmacologic inhibition of solTNF may be anti-inflammatory and yet preserve innate immunity to infection. To
address this hypothesis, we now describe dominant-negative inhibitors of TNF (DN-TNFs) as a new class of biologics that
selectively inhibits solTNF. DN-TNFs blocked solTNF activity in human and mouse cells, a human blood cytokine release
assay, and two mouse arthritis models. In contrast, DN-TNFs neither inhibited the activity of human or mouse tmTNF nor
suppressed innate immunity to Listeria infection in mice. These results establish DN-TNFs as the first selective inhibitors of
solTNF, demonstrate that inflammation in mouse arthritis models is primarily driven by solTNF, and suggest that the
maintenance of tmTNF activity may improve the therapeutic index of future anti-inflammatory agents. The Journal of
Immunology, 2007, 179: 1872-1883.

r I Y umor necrosis factor is a multifunctional cytokine known TNF sequestration by monoclonal anti-TNF Abs (infliximab and
to regulate inflammation, autoimmunity, cancer, and in- adalimumab) and the IgG1 Fc-TNF receptor (TNFR) 2 fusion pro-
fection (1-5). TNF is synthesized and presented on the tein (etanercept) has been a successful treatment strategy for sev-

cell surface as a trimeric transmembrane protein that can be eral autoimmune diseases, including rheumatoid arthritis. These
cleaved by TNF-a converting enzyme (TACE)? (2) protease to two classes of biologics effectively control disease progression and
generate soluble TNF (solTNF). Both forms of TNF are known to in some cases can induce remission. Their use has also been linked
induce cell signaling events, with transmembrane TNF (tmTNF) to serious adverse events such as congestive heart failure, demy-
acting through cell-cell contacts to promote juxtacrine signaling elinating disease, and lupus (20). Most notably, the use of anti-
and solTNF acting in a paracrine fashion. Mounting evidence from TNF biologics has been associated with an increased risk of in-
clinical observations in humans and experimental studies in ro- fection (20—24). A significant common feature of these biologics
dents suggests that paracrine signaling by solTNF is associated is that they inhibit both paracrine (solTNF) and juxtacrine
with chronic inflammation (6, 7), whereas juxtacrine signaling by~ (tmTNF) cell signaling (25-28). Taken together with the mouse
tmTNF plays an essential role in resolving inflammation (8—10)  genetic data, these findings suggest that a solTNF-selective inhib-
and maintaining immunity to pathogens including Listeria mono- jtor that spares tmTNF activity might inhibit inflammation without
cytogenes (11, 12) and Mycobacterium tuberculosis (13-16). It has suppressing the immune response to infection.

been suggested that different signaling cascades induced by these A previous report described the invention of a novel class of

two forms of TNF may explain the contrasting beneficial and det- anti-TNF biologics (DN-TNFs) that work through a unique
rimental roles of the cytokine seen in animal models and human dominant-negative mechanism (29). These engineered variants
diseases (2, 6, 17-19). of human TNF neither bind to nor signal through the NF re-

ceptors TNFR1 or TNFR2, but rapidly exchange subunits with
X M . CA 91016 and "Institut T Contre National de 1 native TNF homotrimers to form inactive mixed heterotrimers,
*Xencor, onrovia, , an nsttu ransgenose, Centre National de la . . . . . . 1. .
Recherche Scientifique, Orléans, France £ effectively eliminating native TNF. DN-TNFs inhibit multiple
functions of TNF, including NF-«B nuclear translocation and
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charges. This article must therefore be hereby marked advertisement in accordance they also reduce disease severity in rat models of arthritis and
with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact. Parkinson’s disease (30).
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Received for publication March 16, 2007. Accepted for publication May 24, 2007.

www.jimmunol.org

98



The Journal of Immunology

1873

Table I. DN-TNF biologics: sequence modifications from native human solTNF*
Improves Impairs Binding to TNFR1, TNFR2 Allows Site-Specific Improves In
Expression Pegylation (C69V, Vivo Half-Life
DN-TNF Tag” (VIM) L57Y S86Q Y87H 197T Y115Q Al45R CI101A, R31C)* (Mod C31)¢
XENP246 X X X
XENP249 X X X
XENP257 X X X
XENP267 X X X
XENP268 X X X
XENP344 X X X X 5-kDa mPEG*
XENP345 X X X X 5-kDa mPEG*
XENP346 X X X X 10-kDa mPEG*
XENP1595 X X X X 10-kDa mPEG*
XENP1596 X X X X Ethyl

“ Sequence changes are based on 157-aa native human solTNF (UniProtKB/Swiss-Prot database entry P01375).

 N-terminal MHHHHHH.
€R31C also impairs TNFR binding.
4 Posttranslational modification (Mod) of amino acid C31.

¢ mPEG, monomethoxy-polyethylene glycol (for clarity, mPEG is not included in indicated concentrations).

inhibit juxtacrine signaling mediated by tmTNF, whereas non-
selective biologics retained activity in these assays. DN-TNF
biologics were as effective as a decoy receptor in reducing in-
flammation in two mouse models of arthritis. However, treat-
ment with DN-TNFs did not suppress the resistance of mice to
L. monocytogenes infection as measured by survival, bacterial
load, and histopathology, whereas nonselective inhibition by
decoy receptor led to marked immunosuppression. Decoy re-
ceptors also sensitized mice expressing only tmTNF (tmTNF
knockins) to Listeria infection, whereas a DN-TNF biologic did
not, providing further in vivo evidence that DN-TNFs are se-
lective inhibitors of solTNF.

Materials and Methods
Preparation of anti-TNF biologics

DN-TNF proteins were prepared, processed, and handled as described pre-
viously (29). Multiple DN-TNF variants were engineered and assessed in
in vitro and in vivo studies. These variants contained different combina-
tions of six key mutations that disrupt TNFR binding (see Table I). Addi-
tional mutations were introduced in some compounds to facilitate purifi-
cation, improve expression, or permit site-specific pegylation for in vivo
use. Etanercept, infliximab, and adalimumab were obtained from a phar-
macy (RxUSA).

Soluble TNF production and signaling assays

To measure solTNF signaling, increasing concentrations of TNF inhibitors
were incubated with the indicated concentrations of recombinant human or
mouse solTNF or mouse lymphotoxin a (R&D Systems) for 60 min at
37°C in PBS supplemented with 0.02% Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich).
This time period (60 min) was chosen to assure complete interaction with
TNF for all biologics based on a previous report that DN-TNFs exchanged
efficiently with native TNF within 20 min (29). These mixtures were ap-
plied to either human U937 cells or mouse WEHI-13VAR cells in the
presence of 1 pg/ml actinomycin D (ICN Pharmaceuticals). After an ad-
ditional 3-h incubation, a fluorescently labeled caspase-3/7 substrate
(DEVD-R110; Roche) was used as a marker of TNF-induced apoptosis
(31). Physiologically produced and processed solTNF was generated by
treating either human THP-1 cells or murine RAW264.7 cells with 1 pg/ml
LPS (Sigma-Aldrich). Conditioned medium was harvested and solTNF was
measured using a commercial anti-human or anti-mouse TNF ELISA kit.
Conditioned medium was supplemented with TNF inhibitors and 0.02%
Igepal CA-630 and incubated for 60 min at 37°C. These mixtures were then
added to cells as described above to induce caspase signaling. Levels of
caspase activation induced by human and mouse solTNF were comparable
in human U937 and mouse WEHI-13VAR cells. To permit a direct com-
parison of the efficacy and potency of DN-TNFs and control biologics
against murine and human TNF irrespective of potential differences in cell
assay formats, caspase activity is expressed as relative units normalized to
maximum velocity (V,,..). To facilitate comparisons of different DN-TNF
molecules, the polyethylene glycol (PEG) groups on several DN-TNF bio-
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logics (see Table I) are not included in the indicated concentrations. All
protein concentrations are given by mass; to convert to molar concentra-
tions, note the following molecular masses: DN-TNF biologics, 52 kDa;
etanercept ~105 kDa; adalimumab, ~148 kDa; and infliximab, ~149 kDa.

Native TNF:DN-TNF heterotrimer detection

Conditioned medium from LPS-treated RAW264.7 cells was supple-
mented with XENP267 and screened for native murine solTNF:DN-TNF
heterotrimer formation using an indirect sandwich ELISA as previously
described (29). ELISA plates were coated overnight with 2 ug/ml anti-
mouse TNF Ab (BioSource International) and blocked the next day with
BSA (ICN Pharmaceuticals). Conditioned medium samples were applied
and heterotrimers detected with anti-penta-His Ab-biotin conjugate (Qia-
gen). Alkaline phosphatase-conjugated NeutrAvidin coupled with a lumi-
nescent enzyme substrate was used for detection. Under these conditions,
the ELISA signal is produced exclusively from XENP267:mouse solTNF
heterotrimers; control mixtures of etanercept and mouse solTNF are at
background.

Transmembrane TNF production and signaling assays

Standard molecular biology techniques were used to delete amino acids
77-89 from full-length human TNF to generate A1-12proTNF (32). This
construct was transiently transfected into Chinese hamster ovary (CHO)
cells using Lipofectamine (Invitrogen Life Technologies); the next day the
cells were trypsinized and transferred into 96-well plates to reduce well-
to-well variation. After an overnight incubation with increasing doses of
TNF inhibitors, U937 cells and 1 wg/ml actinomycin D were added; cells
were cocultured for an additional 3 h to induce tmTNF-dependent caspase
activity. No human solTNF bioactivity was detected under these experi-
mental conditions. To generate endogenous mouse tmTNF, RAW264.7
cells were treated with 1 ug/ml LPS (Sigma-Aldrich) in the presence of 10
uM TACE inhibitor TAPI-2 (BIOMOL International). These cells were
mixed with 1 pg/ml actinomycin D and U937 target cells to induce
tmTNF-mediated caspase activity. No mouse solTNF bioactivity was de-
tected under these experimental conditions. Caspase assay data are ex-
pressed as described above for solTNF assays; statistical analysis was by
one-way ANOVA.

Microscopy for mouse tmTNF-induced caspase assay

RAW264.7 cells were plated onto glass coverslips; the next day, the me-
dium was replaced and cells were untreated, incubated with 1 ug/ml LPS
(Sigma-Aldrich), or incubated with 1 wg/ml LPS and 10 uM TAPI-2
(BIOMOL International) for 1 h at 37°C. Cells were washed in PBS,
placed on ice, and mixed with 5 ug/ml anti-mouse TNF Ab (R&D
Systems) for an additional 1 h. Cells were maintained on ice during this
incubation to minimize internalization of the Ag complex. Cells were
then washed in PBS, fixed, and processed for microscopy as described
by the Ab supplier. Epifluorescent imaging was done using an Eclipse
TS100 (Nikon) equipped with a charge-coupled device camera (Media
Cybernetics).
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Human whole blood culture

Blood samples for the TNF-induced IL-8 assays were supplied by
HemaCare Blood Services following protocols approved by its institutional
review board. Blood was drawn from healthy donors by venipuncture and
immediately aliquoted into vials containing endotoxin-free sodium heparin
(Sigma-Aldrich). Whole blood cultures were performed in flat-bottom mi-
crotiter plates; reagents were prepared in PBS containing 0.1% endotoxin-
free BSA (Sigma-Aldrich). For TNF inhibition studies, biologics were
combined with human solTNF and incubated for 2 h at 37°C in PBS sup-
plemented with 0.02% Igepal CA-630. These mixtures were diluted 20-
fold, added to blood specimens, and incubated an additional 6 h. Triton
X-100 was then added to a final concentration of 0.5% to lyse cells and
release any cell-bound cytokines. IL-8 levels were measured using a com-
mercial ELISA (R&D Systems). Dose-ranging studies with blood from
multiple donors were first done to establish the optimal solTNF concen-
tration for antagonist studies.

Mouse collagen Ab-induced arthritis (CAIA) model

Three mouse CAIA studies were performed by MD Biosciences following
protocols approved by its institutional review board. Male BALB/c mice
(n = 8/group) were treated prophylactically with TNF inhibitors or vehicle
delivered i.p., s.c., or i.p. by osmotic pump. In the first study, mice were
given daily i.p. injections of vehicle or 10 mg/kg XENP345, XENP346,
XENP1595, or etanercept. Injections started on day —3 and continued to
day 12. Experimental arthritis was induced on day O by i.v. injection of four
anti-collagen mAbs (MD Biosciences) at 25 mg/kg each followed by 2.5
mg/kg LPS given i.p. 72 h later. Arthritis severity was measured in a
blinded fashion by measuring hind paw thickness (average of left and right)
using a digital caliper. The second study was conducted similarly, except
that etanercept and XENP1595 were given at a lower dose and frequency
(1.0 mg/kg every 3 days) using the projected clinical formulation and s.c.
route. Injections started on day —1 and continued to day 14. In the pump
study, 14-day osmotic pumps (Alzet) were primed, loaded, and surgically
implanted i.p. on day —3 and replaced with a fresh pump on day 11 using
standard methods. Pumps delivered either XENP1595 at 3, 10, or 30 mg/
kg/day, etanercept at 10 mg/kg/day, or a vehicle control (PBS (pH 8.0) and
10% glycerol). Hind paw thickness was recorded by caliper as described
above. Steady-state serum levels of DN-TNFs and etanercept were deter-
mined at the end of the study by using a custom sandwich ELISA for
DN-TNFs and a commercial TNFR2 ELISA for etanercept. For all CAIA
studies, statistical analysis of hind paw thickness data was by one-way
ANOVA with Dunnett’s posttest.

Mouse collagen-induced arthritis (CIA) model

Mouse CIA studies were performed by Washington Biotechnology follow-
ing protocols approved by its institutional review board. Arthritis was in-
duced in male DBA/1J mice by two s.c. injections of an emulsion con-
taining 5 mg/kg bovine collagen in CFA on day 0 and in IFA on day 21.
Disease onset was observed by day 27 and therapeutic dosing was begun
on day 33. Mice (n = 10/group) were treated therapeutically s.c. with
vehicle, XENP1595, or etanercept. Disease symptoms were measured by
summing arthritis score from four paws (0, no visible effects of arthritis; 1,
edema and/or erythema of one digit; 2, edema and/or erythema of two
joints; 3, edema and/or erythema of more than two joints; and 4, severe
arthritis of the entire paw and digits); statistical significance was assessed
using a Kruskal-Wallis nonparametric test with Dunn’s posttest for multi-
ple comparisons.

Generation of TNF knockout and tmTNF knockin mice

Knockout mice deficient in TNF (TNF~/~ and tmTNF knockin mice were
bred and housed in a pathogen-free facility at the Centre National de la
Recherche Scientifique (Orléans, France). tmTNF knockin mice expressing
only tmTNF were generated directly on a C57BL/6 background by replac-
ing the endogenous TNF allele with the A1-9,K11E TNF allele to ensure
the complete loss of TACE-mediated cleavage but normal cell surface
expression and function of tmTNF (7). TNF knockout mice were back-
crossed onto the C57BL/6 background as described (12).

Mouse infection model

The initial L. monocytogenes infection survival studies in normal TNF*/*

mice and in tmTNF knockin mice were performed at the Centre National
de la Recherche Scientifique following protocols approved by its institu-
tional review board. In the normal mouse study, vehicle or 30 mg/kg
XENP345, XENP1595, or etanercept was administered s.c. on days —1
and 2 to C57BL/6 mice (n = 6/group) infected on day O with 10* CFU L.

monocytogenes i.v. as described (33). L. monocytogenes-infected TNF 10

knockout and tmTNF knockin mice that were not treated with anti-TNF
biologics were used as genetic controls. Survival and body weight were
monitored and, in an additional four mice per satellite group, liver histol-
ogy and bacterial load (CFU) were assessed 3 days after infection (33). In
the tmTNF knockin study, mice (n = 10/group) were infected as described
above and treated with vehicle or 10 mg/kg XENP1595 or etanercept s.c.
on days —1, 2, 6, 9, and 13. L. monocytogenes-infected TNF knockout
mice not treated with anti-TNF biologics served as genetic positive con-
trols. Survival and bacterial load in the liver were monitored in an addi-
tional four mice per satellite group as described above.

Another Listeria survival study was performed by Washington Biotech-
nology following protocols approved by its institutional review board. Fe-
male BALB/c mice (n = 8/group) were injected i.p. daily with vehicle or
10, 30, or 50 mg/kg XENP1595 or etanercept. After three days, mice were
food-deprived for 24 h and orally infected with L. monocytogenes at the
doses indicated. Food was restored and TNF inhibitors were administered
for an additional 3 days. Mice were then euthanized, and bacterial loads in
spleen (total CFU) and blood (CFU/ml) were determined by standard methods.
In all Listeria studies, survival data (Kaplan-Meier plots) were compared using
a log rank test for comparison of groups, and bacterial load data were analyzed
using a one-way ANOVA with Dunnett’s posttest.

Results

DN-TNFs contain key mutations that prevent binding and activa-
tion of TNFR1 and TNFR2 (29, 34) yet maintain their structural
integrity and ability to rapidly exchange monomer subunits with
native solTNF. When mixed with solTNF, DN-TNFs sequester
and effectively eliminate native cytokine by forming inactive
mixed heterotrimers. Table I shows the sequences of the 10 DN-
TNF biologics described in this report, including the combinations
of six key mutations that impair TNFR binding. Modifications
made to enhance expression, allow site-specific pegylation, and
improve half-life are also shown. The 10 DN-TNF variants fall
into several groups possessing the same critical mutations that im-
pair TNFR1 and TNFR2 binding (Table I). For example,
XENP267, XENP344, XENP1595, and XENP1596 all include
Y87H and A145R mutations to inhibit receptor binding and differ
only in the presence or absence of an N-terminal tag or PEG side
chain. Multiple DN-TNF variants were included in some studies to
assess whether the results were unique to individual compounds or
broadly associated with this class of biologics. The variants in-
cluded in each study were selected based on the nature of the
assay; typically, multiple variants were included for in vitro studies
on human cells, and fewer were used for in vitro and in vivo mouse
studies. For example, initial human in vitro studies tested multiple
DN-TNF variants containing different TNFR binding mutations;
all showed similar efficacy (Fig. 1, A and C). In subsequent studies,
subsets of these variants were tested (e.g., pegylated variants were
used in mouse models).

DN-TNF biologics inhibit solTNF-induced caspase activation

In previous studies we showed that DN-TNFs inhibit several TNF
activities, including NF-«B transcriptional activation and nuclear
translocation, and caspase-mediated apoptosis (29). In this study,
we compared DN-TNF inhibition of solTNF activity via subunit
exchange to the TNF sequestration mechanism of other biologics
by using recombinant and endogenously produced solTNF as tar-
gets. A caspase activation assay in human cells was selected be-
cause it is a well-established and sensitive method for quantifying
TNF bioactivity (35, 36). In preparation for in vivo pharmacology
studies and to characterize the species-specificity of DN-TNF, an
analogous cell signaling assay was developed using mouse TNF
and TNFRs. U937 and WEHI-13VAR cells were chosen as human
and murine target cell lines, respectively, because both have been
shown to express TNFRs and both are sensitive to TNF-induced
caspase activation (37-40). We have also confirmed by flow cytom-

0 etry that U937 cells express TNFR1 and TNFR2 (data not shown).
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Inhibition of recombinant and physiological solTNF by DN-TNF biologics. A, Inhibition of recombinant human solTNF-induced cell signaling.

Human solTNF (5 ng/ml) was incubated with vehicle or increasing concentrations of DN-TNFs (XENP267, XENP268, XENP344, and XENP1595), decoy
receptor (etanercept), or neutralizing mAbs (infliximab and adalimumab) and then mixed with human U937 cells to induce caspase activity (mean = SEM, n =
4). IC5, values: mAbs, 2 ng/ml; DN-TNFs, 11 ng/ml; etanercept, 20 ng/ml. B, Inhibition of recombinant mouse solTNF-induced cell signaling. Mouse solTNF
(5 ng/ml) was incubated with increasing concentrations of XENP267, etanercept, or infliximab and then mixed with mouse WEHI-13VAR cells to induce caspase
activity (mean = SD, n = 3). ICs, values: infliximab, 37 ng/ml; XENP267, 5 ng/ml; etanercept, 2 ng/ml. C, Inhibition of LPS-induced physiological human solTNF
activity. Human THP-1 cells were stimulated with LPS to generate conditioned medium containing 6 ng/ml secreted solTNF. Conditioned medium was incubated
with vehicle or increasing concentrations of DN-TNFs (XENP246, XENP249, XENP257, and XENP267), etanercept, or infliximab and then processed as
described in A (mean = SD, n = 3). IC, values: infliximab, 7 ng/ml; DN-TNFs, 0.5-8 ng/ml; etanercept, 2 ng/ml. D, Inhibition of LPS-induced physiological
mouse solTNF activity. Conditioned medium from LPS-treated mouse RAW264.7 cells containing 10 ng/ml murine solTNF was incubated with increasing doses
of XENP267 or etanercept. Mixtures were split and aliquots were used to stimulate caspase activation in human U937 cells, whereas the remainder was assayed
for mouse TNF:DN-TNF heterotrimer formation by using a sandwich ELISA (mean = SEM, n = 3). Caspase ICs, values: XENP267, 14 ng/ml; etanercept, 36
ng/ml. Inhibitory activity of DN-TNF correlates with subunit exchange into endogenous mouse solTNF. E, DN-TNF and infliximab do not inhibit lymphotoxin
a (solTNF) activity. Mouse recombinant lymphotoxin « (5 ng/ml) was incubated with increasing concentrations of XENP267, etanercept, or infliximab and then

mixed with mouse WEHI-13VAR cells to induce caspase activity (mean *= SD, n = 3). ICs, value: etanercept, <1.0 ng/ml.

In the human U937 cells, anti-TNF mAbs, decoy receptors, and
multiple DN-TNF biologics inhibited recombinant human sol TNF-
induced caspase activation with similar maximal efficacy (Fig. 14),
with the two Abs being more potent by mass. In the murine cell
line WEHI-13VAR, the three classes of TNF inhibitors also
blocked recombinant mouse solTNF-induced caspase activation
(Fig. 1B). Infliximab was less effective against mouse TNF relative
to human TNF, probably due to the species-specificity of the Ab;
this precluded its use in subsequent mouse models of arthritis and
infection. The finding that a DN-TNF biologic derived from hu-
man solTNF is an effective antagonist of mouse solTNF is in
agreement with published observations showing that human
solTNF can exchange subunits with mouse solTNF to form
heterotrimers (41).

TNF is naturally produced as a transmembrane protein that is
processed by TACE to generate solTNF. Because solTNF pro-
duced in Escherichia coli is posttranslationally processed differ-

ently than in human or mouse cells (e.g., mouse solTNF is glyco-
sylated), it was important to demonstrate DN-TNF inhibition
against endogenously produced solTNF. LPS was therefore used to
induce the production of physiological human or mouse solTNF.
Briefly, human THP-1 cells or mouse RAW264.7 cells were
treated with LPS, the conditioned medium was collected, and
solTNF levels were determined by ELISA. The conditioned me-
dium was then supplemented with increasing concentrations of
TNF inhibitors and used to stimulate caspase activation in U937
cells. The three classes of TNF inhibitors showed similar activity
against endogenously produced human solTNF (Fig. 1C). Similar
results were obtained with mouse TNF; etanercept and DN-TNF
inhibited endogenous mouse solTNF to a similar extent (Fig.
1D, left axis). In addition, a sandwich ELISA was used in this
study to demonstrate that DN-TNF activity correlates with het-
erotrimer formation between DN-TNF and mouse solTNF (Fig.

01 1D, right axis).
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Because many proteins in the TNF superfamily share conserved
structural features, it was important to determine whether the ex-
change mechanism of DN-TNF is specific for TNF; therefore, a
signaling assay was established to measure inhibition of lympho-
toxin a (solTNFf), the most closely related cytokine. As described
above, the three classes of TNF inhibitors blocked recombinant
mouse solTNF (Fig. 1B). However, DN-TNF and Ab failed to
block recombinant mouse lymphotoxin « (each showed a >1000-
fold loss of potency relative to solTNF), whereas the decoy recep-
tor retained activity (Fig. 1E) in agreement with a previous report
(26). Taken together, the five studies shown in Fig. 1 demonstrate
that DN-TNF biologics effectively antagonize recombinant or en-
dogenously produced solTNF with comparable overall efficacy to
that of a decoy receptor and anti-TNF Abs; however, DN-TNF
does not block the activity of lymphotoxin a.

DN-TNF biologics do not inhibit tmTNF-induced caspase
activation

Based on the structural differences between solTNF and tmTNF,
we reasoned that solTNF might dissociate more readily than the
membrane-bound form and, thus, a DN-TNF biologic might be a
less effective inhibitor of tmTNF. To test this hypothesis, we de-
veloped a heterologous tmTNF expression system to quantify the
effects of DN-TNF biologics on tmTNF-induced juxtacrine signal-
ing. Such heterologous cocultures are established tools for assess-
ing tmTNF bioactivity and its inhibition by biologics (26, 42).
Expression of both human and mouse tmTNF was elicited in cell
lines, and signaling was again monitored by using caspase activa-
tion in human U937 target cells.

Briefly, to generate human tmTNF-expressing cells, CHO cells
were transfected with a human TNF construct lacking the TACE
cleavage site (A1-12proTNF), thus generating bioactive tmTNF
that is not shed from the cell surface (26, 32). These tmTNF-
expressing cells were incubated overnight with increasing concen-
trations of TNF inhibitors and cocultured the next day with U937
target cells. In this system, human tmTNF on CHO cells engages
human TNFRs on U937 cells to stimulate caspase activity 3- to
4-fold over background. In agreement with the literature (25-28),
mAbs and decoy receptors inhibited human tmTNF-induced
caspase activation (ICs, values in this assay were ~0.12 ug/ml for
the mAbs and ~1.2 ug/ml for etanercept). In contrast, DN-TNF
biologics failed to inhibit tmTNF-induced activation even at >100
ng/ml (Fig. 2A), which is ~10,000-fold greater than the DN-TNF
dose shown to effectively inhibit human solTNF (Fig. 1, A and C).
Control experiments were conducted to confirm that no solTNF is
generated by Al-12proTNF-transfected CHO cells (Fig. 2B) and
to demonstrate that caspase activation is detectable above back-
ground only when human tmTNF-expressing CHO cells (but not
mock-transfected cells) are mixed with human U937 target cells
(Fig. 20).

Similar results were obtained in cocultures by using cells ex-
pressing murine tmTNF. LPS-stimulated mouse RAW264.7 cells
were treated with TAPI-2, a small-molecule TACE inhibitor that
traps uncleaved tmTNF on the cell surface (43). These mouse
tmTNF-expressing cells were incubated with TNF inhibitors and
cocultured with human U937 target cells to induce caspase acti-
vation as described above. In this juxtacrine signaling assay, 10
pg/ml DN-TNF had no effect on murine tmTNF-mediated caspase
activation, whereas decoy receptor and anti-mouse TNF Ab re-
duced caspase activation to background levels (Fig. 34). Controls
for this assay were also performed to confirm that no solTNF is
generated in the medium (Fig. 3B) and that tmTNF is expressed at
high levels on the RAW?264.7 cell membrane (Fig. 3, C—E) only in

the presence of LPS and TAPI-2. 1
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FIGURE 2. DN-TNFs do not inhibit activity of heterologously ex-
pressed human tmTNF. A, CHO cells expressing human tmTNF lacking a
TACE cleavage site (A1-12proTNF) were incubated overnight with vehi-
cle or increasing concentrations of DN-TNFs, etanercept, infliximab, or
adalimumab. U937 cells were added and cocultured an additional 3 h to
induce caspase activation via juxtacrine signaling. Etanercept and mAbs
inhibited tmTNF-induced caspase activation, whereas four DN-TNFs did
not (mean = SEM, n = 6). ICs,, values: infliximab and adalimumab, 120
ng/ml; etanercept, 1170 ng/ml. B and C, Controls for human A1-12proTNF
coculture assays. To correctly interpret the results of the CHO and U937
cell coculture assays, it was necessary to determine: 1) whether detectable
solTNF was generated by human Al-12proTNF-transfected CHO cells;
and 2) the background contribution of each cell type to caspase activity
measured during the coculture. B, Coculture assay in which CHO cells
were either mock transfected with vehicle or transfected with the Al—
12proTNF expression construct. U937 cells were incubated with either
CHO cells or with conditioned medium obtained from the same CHO cells.
Only CHO cells expressing A1-12proTNF protein induced caspase activity
in U937 cells; no detectable TNF activity was present in conditioned medium
from A1-12proTNF-transfected CHO cells or mock-transfected controls. C,
Background effect of CHO and U937 cells on the tmTNF coculture assay.
CHO cells alone, U937 cells alone, Al-12proTNF-transfected CHO cells
alone, and coculture of mock-transfected CHO cells plus U937 cells estab-
lished background levels of caspase activity. Coculture of Al-12proTNF-
transfected CHO plus U937 cells stimulated a 3- to 4-fold increase in caspase
activity over controls. All experimental procedures were as described in Ma-
terials and Methods. For B and C, values represent mean = SD (n = 24).

These findings indicate that the DN-TNF class of inhibitors is
highly selective for solTNF whether of human or mouse origin and
whether recombinantly or physiologically produced. Unlike other
classes of TNF inhibitors, DN-TNF biologics do not inhibit solTNFJ3
or tmTNF. Based on these observations, DN-TNF biologics are suit-
able tools to explore the role of solTNF in primary human cell assays
as well as in mouse models of inflammation and immunity.

DN-TNF biologic inhibits solTNF-induced release of IL-8 in
human blood

Translational studies were performed using a human whole blood
assay to assess the anti-inflammatory effects of DN-TNF. This as-
say has previously been used to show that anti-TNF agents, in-
cluding decoy receptor and mAbs, suppress TNF-induced IL-8
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FIGURE 3. DN-TNF does not inhibit mouse tmTNF activity on human TNF receptors. A, Mouse RAW264.7 (RAW) cells were treated with 1 pg/ml LPS
in the presence of 10 uM TACE inhibitor TAPI-2 to generate cells expressing tmTNF. Cells were incubated with 10 ug/ml XENP267 (X267), etanercept (Eta),
or anti-mouse TNF neutralizing Ab (Ab) and then cocultured with human U937 cells to induce caspase activity. All columns contain RAW264.7 and U937 cells
plus TAPI-2; differing LPS and biologics treatments are as shown. Etanercept and Ab decreased activity to background levels while DN-TNF had no effect (mean =+
SEM, n = 18; p < 0.01 for etanercept and Ab vs vehicle). B—E, Controls for murine tmTNF coculture assays. B, U937 caspase assay using conditioned medium
obtained from untreated, LPS-treated, or LPS- and TAPI-2-treated RAW264.7 cells. The addition of TAPI-2 to LPS-treated cells effectively inhibits the production
of solTNF (mean = SD, n = 6). C—E, Endogenously expressed murine TNF is trapped on the surface of LPS-stimulated RAW264.7 cells treated with TACE
inhibitors. RAW264.7 cells were untreated (C), incubated with 1 pg/ml LPS to induce TNF (D), or incubated with 1 wg/ml LPS and 10 uM TACE inhibitor
TAPI-2 (E). In the absence of LPS no TNF is produced (C); in the presence of LPS there is only a slight increase in cell surface TNF (D) because as TNF is
expressed it is processed by TACE and shed into the medium as solTNF. LPS stimulation combined with TACE inhibition generates a significant amount of tmTNF

trapped on the surface of these cells (E). All caspase procedures were as described in Materials and Methods.

release (44, 45). It therefore serves as an independent confirmation
of the caspase assays shown in Fig. 1 and, more importantly, as-
sesses the effects of DN-TNF on primary immune cells in the com-
plex signaling environment of human whole blood. To determine
the donor variability of solTNF-induced cytokine release, blood
was collected from five human donors and treated with escalating
doses of recombinant human solTNF (Fig. 4A). All donors re-
sponded with maximal IL-8 release ranging from 3 to 7.5 ng/ml,
with ECs, values ranging from ~1 to 6 ng/ml TNF. Based on these
results, inhibition studies were done in five additional donors using
3 and 6 ng/ml solTNF with increasing doses of DN-TNF, anti-TNF
Abs, or decoy receptor. In agreement with the caspase assays de-
scribed above, DN-TNF efficacy and mass potency were similar to
that of other TNF inhibitors, demonstrating that in a physiologi-
cally relevant whole blood environment anti-TNF agents effi-
ciently block IL-8 release, regardless of inhibitory mechanism (Ta-
ble II and Fig. 4B).

DN-TNF biologics reduce inflammation in two mouse models of
arthritis

To assess the in vivo anti-inflammatory activity of solTNF-selec-
tive inhibition, DN-TNFs were investigated in two established
mouse models of arthritis. In the first model (collagen Ab-induced
arthritis (CAIA); Fig. 5), mice were treated prophylactically with
TNF inhibitors, and experimental arthritis was induced by passive
immunization using a mixture of four anti-collagen mAbs on day
0 followed by LPS on day 3. The severity of arthritis was moni-
tored throughout the study by measuring hind paw thickness. This
model has the advantages of being rapid (7 days to the peak of

inflammation) and robust in arthritic phenotype, with typically 103

100% incidence of affected animals (46, 47); furthermore, inhibi-
tion of TNF by biologics is efficacious in this model (48).

Four independent studies were performed to determine DN-TNF
efficacy in the CAIA model; these studies used different DN-TNF
biologics, dosing regimens, and routes of administration (i.p., s.c.,
and i.p. by osmotic pump). All arthritis studies included etanercept
as a positive control. Results were consistent for all four studies as
measured by hind paw edema and arthritis score; representative
edema data from three of these studies are discussed below (ar-
thritis score data not shown). In the first study, three DN-TNFs
given daily at 10 mg/kg i.p. reduced hind paw inflammation com-
pared with vehicle (Fig. 5A). Note that vehicle is an appropriate
control for DN-TNF agents because these biologics are variants of
human solTNF and therefore do not possess Ab Fc domains and
their associated effector functions. The decoy receptor etanercept,
administered using the same dosing regimen, also reduced hind
paw inflammation to a similar extent as that by DN-TNF
compounds.

Several DN-TNF biologics were pegylated to improve in vivo
half-life (29), allowing less frequent dosing. In the second CAIA
study (Fig. 5B), we found that a pegylated DN-TNF was effica-
cious when given s.c. at one-tenth the dose and one-third the
frequency used in Fig. 5A. Histological examination of bone
and cartilage at day 28 showed a trend toward reduced pathol-
ogy (scores for bone and cartilage were decreased by 24-29%
with both DN-TNF and etanercept), although differences among
all groups were not statistically significant at this early time
point (data not shown). Longer studies are necessary to deter-
mine whether inhibition of acute inflammation in the CAIA
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FIGURE 4. DN-TNF biologic inhibits solTNF-induced release of IL-8 in
human blood. A, TNF dose responses for induction of IL-8 release in whole
blood from multiple human donors. Fresh whole blood was obtained from five
human donors; IL-8 release after solTNF treatment was then determined as
described in the Materials and Methods (mean = SEM, n = 3). The absolute
level of solTNF-induced IL-8 release varied among donors; ECs, values
ranged from 1 to 6 ng/ml TNF. B, Inhibition of solTNF-induced IL8 release.
Recombinant human solTNF (3 ng/ml) was incubated with increasing amounts
of XENP1595, etanercept, infliximab, or adalimumab and then mixed with
human whole blood for 6 h at 37°C. Blood cells were lysed with Triton-X100
and IL-8 production was determined by sandwich ELISA (mean = SEM, n =
4). Donor shown is number 5134 from Table II; see the table for ICy, values
for whole blood assays of five human donors.

model by DN-TNFs will translate into reduced bone and carti-
lage degradation.

To address potential differences in pharmacokinetics among dif-
ferent classes of anti-TNF biologics, a third CAIA study was done
using osmotic pumps to deliver inhibitors. Pump delivery provides
a constant infusion of drug and allows better correlation of steady-
state blood levels and inflammation endpoints. Three increasing
doses of DN-TNF caused a progressive reduction in inflammation,
with decoy receptor at 10 mg/kg showing comparable activity to
the same dose of DN-TNF. Proportional increases in serum DN-
TNF levels at 3, 10, and 30 mg/kg (measured at the end of the

Table II.  Inhibition of TNF-induced IL-8 release in human whole blood
by anti-TNF biologics

ICs, (ng/ml)

Donor 5129 5131 5132 5133 5134 Mean = SD
3 ng/ml TNF
XENP1595 155 68 17.1 11.8 11.5 125=*4.0
Etanercept 13.7 109 107 97 9.1 108=* 138
Adalimumab 159 146 192 153 134 154*22
Infliximab 19.5 162 165 165 195 175=*1.7
6 ng/ml TNF
XENP1595 614 250 363 288 260 355151
Etanercept 269 262 271 179 172 23.1%=50
Adalimumab  47.5 344 893 465 41.0 51.7*21.6
Infliximab 450 394 693 451 395 477 %124

Values are mean ICs, (n = 4) from a six-point dose response as shown in Fig. 4B
for donor 5134.
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FIGURE 5. DN-TNFs and decoy receptor reduce arthritis in the mouse
collagen Ab-induced arthritis model. A, Intraperitoneal route, prophylactic
dosing. Beginning on day —3, mice (n = 8/group) were dosed daily i.p.
with vehicle or 10 mg/kg etanercept or DN-TNF (XENP345, XENP346, or
XENP1595). Joint inflammation was stimulated by i.v. injection of 25
mg/kg each of four anti-collagen Abs on day 0, followed by 2.5 mg/kg LPS
i.p. on day 3. DN-TNFs and etanercept significantly reduced disease symp-
toms as measured by hind paw thickness (mean * SEM): XENP345,
61.4% reduction in area under the curve; XENP346, 88.6%; XENP1595,
72.4%; and etanercept, 74.8% (p < 0.01 for all groups vs vehicle). At the
time of sacrifice, drug levels were measured and found to be as follows:
XENP345, 0.8 £ 0.4; XENP346, 4.2 = 3.5; XENP1595, 7.0 £ 4.6; and
etanercept, 35 = 11 ug/ml. B, Subcutaneous route, prophylactic dosing.
Beginning on day —3, mice (n = 8/group) were dosed s.c. every 3 days
with vehicle or 1.0 mg/kg etanercept or XENP1595. Experimental arthritis
was induced as in A and hind paw thickness (mean = SEM) was monitored
for 28 days. XENP1595 and etanercept significantly reduced hind paw
thickness compared with vehicle-treated controls: XENP1595, 35.6% re-
duction; etanercept, 46.9% (p < 0.01 for both groups vs vehicle area under
the curve). C, Dose response to DN-TNF treatment. Mice were implanted
on day 3 with osmotic pumps to deliver vehicle, 10 mg/kg/day etanercept,
or XENP1595 at 3, 10, or 30 mg/kg/day i.p. Experimental arthritis was
induced as in A; disease symptoms were measured using hind paw thick-
ness (mean = SEM), and serum drug levels were measured at the conclu-
sion of the study by using a sandwich ELISA. DN-TNF rescued mice from
arthritic symptoms in a dose-dependent manner: XENP1595 at 3, 10, and
30 mg/kg/day = 10.9, 27.5, and 39.1% reduction; etanercept at 10 mg/kg/
day = 26.8% reduction (p < 0.05 vs vehicle for all groups except 3 mg/kg
XENP1595). Average steady-state serum levels were 7.0 = 4.1, 24.6 =
7.1, and 220 = 161 pg/ml for the 3, 10, and 30 mg/kg/day dose levels of
XENP1595 and 14.6 = 13.1 ug/ml for etanercept (mean * SD).
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FIGURE 6. DN-TNF and decoy receptor reduce arthritis in the mouse
collagen-induced arthritis model. Arthritis was induced using a 5 mg/kg
s.c. administration of bovine collagen type II on days O and 21. Joints were
inflamed by day 27 and therapeutic dosing was begun on day 33 using
vehicle, XENP1595, or etanercept at 3, 10, and 30 mg/kg/day s.c. in panels
A, B, and C, respectively. Untreated animals served as a baseline. Disease
symptoms were measured using the sum of arthritis scores (0—4) from four
paws (mean = SEM, n = 8/group). Biologics were efficacious at doses of
3, 10, and 30 mg/kg, reducing the area under the curve (using start of
dosing as baseline) relative to vehicle by 55, 67, and 68% for XENP1595
and 53, 63, and 86% for etanercept (p < 0.05 for 10 and 30 mg/kg
XENP1595 and p < 0.001 for 30 mg/kg etanercept; there were no signif-
icant differences between XENP1595 and etanercept at any dose).

study) correlated with efficacy (Fig. 5C). These results suggest that
in the mouse the comparable efficacy of DN-TNF and decoy re-
ceptor can be attributed to solTNF inhibition at similar systemic
drug exposures.

CIA is another established experimental arthritis model and has
been used to demonstrate anti-inflammatory activity of Ab and
decoy receptor anti-TNF biologics (49-51). In previous studies we
showed that DN-TNFs are anti-inflammatory in the rat CIA model
when dosed soon after the onset of symptoms (29). To extend these
observations, DN-TNF was investigated in an advanced CIA
mouse model. An aggressive dosing strategy was adopted; animals
were permitted to develop advanced disease before TNF inhibitors
were administered therapeutically on day 33, 5 to 7 days after a
detectable increase in the arthritis score. Fig. 6 shows that DN-
TNF at 3, 10, and 30 mg/kg given daily s.c. suppressed arthritis

score comparably to decoy receptor, indicating that inhibition of 105
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Effect of anti-TNFs in TNF** mice
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FIGURE 7. Selective inhibition of solTNF by DN-TNFs does not in-
crease mortality of TNF*/* mice after Listeria challenge. C57BL/6 mice
were given two s.c. doses (days —1 and 2) of vehicle or 30 mg/kg
XENP1595, XENP345, or etanercept. L. monocytogenes (10* CFU) was
administered i.v. to all mice on day 0. Listeria-infected TNF knockout and
tmTNF knockin mice not treated with TNF inhibitors were used as genetic
controls. Survival was monitored for 10 days (A, n = 6/group), and liver
histology (B, n = 4 per group) was assessed 3 days after infection. In A,
survival in etanercept and TNF knockout groups is significantly reduced
relative to vehicle, tmTNF knockin, and XENP1595 groups (p < 0.005). In
B, note the increased size and number of liver microabscesses (darker
regions) in the etanercept-treated group. Scale bars, 1 mm.

tmTNF by a decoy receptor generates no additional anti-
inflammatory activity relative to selective inhibition of solTNF.
For DN-TNF, the 10 and 30 mg/kg groups showed significant re-
ductions (p < 0.05); for etanercept, only the 30 mg/kg group
achieved significance (p < 0.001). The dose response for both
compounds was modest, possibly because drugs were dosed ther-
apeutically in advanced disease rather than prophylactically. There
was no significant difference in the histopathology of bone and
cartilage for any treatment group vs vehicle; as with the CAIA
studies above, longer studies are required to determine whether the
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Table III.  Effect of treatment with anti-TNF biologics on L. monocytogenes load in mice 3 days
postinfection”

Listeria Dose (CFU, Oral) 3.9 X 10° 1.0 X 10'° 3.2 x 10"
Spleen (CFU X 10%)
Vehicle 5*1 8+1 16 £5
XENP1595 (10 mg/kg) 54 7=*1 16 £5
XENP1595 (30 mg/kg) 104 6=*1 21 £9
XENP1595 (50 mg/kg) 18 %5 5313 8§£2
Etanercept (10 mg/kg) 460 = 230= 720 = 390 2,700 = 1,300
Etanercept (30 mg/kg) 650 * 270 730 £ 350 170 £ 70
Etanercept (50 mg/kg) 25,000 = 19,700k 330 = 110 190 = 60
Blood (CFU/ml)
Vehicle 138 3+3 5%5
XENP1595 (10 mg/kg) 5*5 0*+0 18 =18
XENP1595 (30 mg/kg) 13 =13 8*8 25 =17
XENP1595 (50 mg/kg) 10 = 10 0*+0 3*3
Etanercept (10 mg/kg) 370 = 190% 140 £ 54 1,655 = 410
Etanercept (30 mg/kg) 315 = 160 138 = 36 1,306 = 300
Etanercept (50 mg/kg) 4,900 % 4,200k 88 + 21 1,903 £ 42053

“ Values are mean = SEM (n = 8); see Fig. 8 for data on individual mice.
# p < 0.05; %%, p < 0.01; =, p < 0.001.

acute anti-inflammatory effects in CIA will result in reduced joint DN-TNF biologics maintain immunity to Listeria infection in

damage at later time points. normal and tmTNF knockin mice
These in vivo pharmacology studies demonstrate that DN-TNF

biologics are anti-inflammatory in well-characterized murine mod- Genetic evidence has shown that TNF knockout mice are immu-
els of arthritis, showing comparable activity to that of a nonselec- nosuppressed and therefore sensitized to mycobacterial and liste-
tive anti-TNF agent. The similar results seen for solTNF-selective ~ rial infection, whereas normal mice or mice expressing tmTNF
inhibition relative to nonselective solTNF and tmTNF inhibition exclusively (tmTNF knockins) mount a sufficient immune re-
further suggest that solTNF is the major contributor to inflamma- sponse to delay or overcome infection (10-14, 16, 52). One hy-
tion in these experimental models. pothesis suggested by these genetic data is that a solTNF-selective
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and tmTNF-sparing anti-inflammatory biologic would similarly
preserve innate immunity to infectious challenge, whereas a non-
selective TNF inhibitor would not. We tested this hypothesis in
mice treated with DN-TNFs or a decoy receptor to determine
whether either class of biologic compromised innate immunity to
bacterial infection. L. monocytogenes was chosen as the model in
part because it has been the organism of choice for previous TNF
genetic studies. In addition, Listeria is an intracellular pathogen
that causes granulomatous inflammation and is a risk factor asso-
ciated with the clinical use of nonselective anti-TNF biologics (20,
21), yet this organism does not require the containment facilities
and extended time periods necessary for M. tuberculosis models.

The effects on survival of two DN-TNFs and decoy receptor
were first determined in normal TNF*'* mice. Vehicle or TNF
inhibitors were administered s.c. on day —1 and day 2 to mice
infected i.v. on day 0 with 10* CFU L. monocytogenes. TNF
knockout and tmTNF knockin mice not treated with anti-TNF
agents were used as genetic controls. Survival was monitored for
10 days and liver histology was assessed in satellite groups 3 days
after infection. The two DN-TNFs did not suppress host resistance
to challenge relative to the vehicle (Fig. 7A). In contrast, all six
mice treated with decoy receptor died by day 8. As expected, all
TNF knockout controls died by day 5, whereas knockin mice ex-
pressing only tmTNF were fully protected. Histological assess-
ment of livers revealed an increase in the size and number of mi-
croabscesses in the decoy receptor-treated group (Fig. 7B); livers
from mice treated with DN-TNFs appeared similar to those from
tmTNF knockins. These results indicate that inhibition of tmTNF,
whether genetically via knockout or pharmacologically by treat-
ment with nonselective biologic, results in sensitization of mice to
Listeria infection. In contrast, inhibition of solTNF alone, whether
genetically in tmTNF knockin mice or pharmacologically by DN-
TNF, does not suppress innate immunity.

To investigate whether the preservation of immunity to Listeria
was a simple dosage effect that could be overwhelmed by increas-
ing infectious challenge and/or TNF inhibition, we extended the
study using higher doses of both Listeria and anti-TNF biologics.
Groups were orally inoculated with three increasing doses of Lis-
teria. Starting 3 days before infection, vehicle, DN-TNF, or decoy
receptor was given daily i.p. at 10, 30, or 50 mg/kg. All eight mice
per group were sacrificed on day 3 postinfection, and bacterial
loads were determined in spleen and blood. At all Listeria doses
the decoy receptor greatly increased the bacterial load in both the
spleen (~10- to 5000-fold) and blood (~25- to 400-fold), whereas
DN-TNF-treated mice were comparable to the vehicle-treated con-
trols (Table III). There is a statistically insignificant small increase
in spleen bacterial load in one XENP1595-treated group at the
middle inoculum of Listeria (Fig. 8C); however, all mice in this
group had undetectable levels of Listeria in the blood (Fig. 8D),
and this result was not repeated in the low or high inoculum groups
(Fig. 8, A and E). Two of 72 decoy receptor-treated mice died
before day 3, whereas all 24 vehicle- and 72 DN-TNF-treated mice
survived. Because Listeria is an intracellular pathogen, detectable
listeremia is evidence of an uncontrolled infection. Notably, although
all mice had detectable bacterial loads in the spleen (Fig. 8, A, C, and
E), few of the DN-TNF (10 of 72) or vehicle-treated mice (5 of 24)
had any detectable bacteria in the blood, whereas almost all (67 of 70)
of the etanercept-treated mice did, regardless of Listeria inoculum or
drug dose (Fig. 8, B, D, and F). These results indicate that DN-TNF-
treated mice mounted an innate immune response indistinguishable
from that of vehicle-treated control mice.

TmTNF knockin mice serve as a useful model for dissecting the
functions of solTNF and tmTNF in immunity and for investigating

possible differential effects of anti-TNF biologics on these two 107
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FIGURE 9. DN-TNF does not increase mortality of tmTNF knockin
mice after Listeria challenge. The tmTNF knockin mice (n = 10/group)
were treated with vehicle or 10 mg/kg XENP1595 or etanercept s.c. on
days —1, 2, 6,9, and 13 and infected with 10* L. monocytogenes i.v. on day
0. Survival (A) was monitored over 13 days, and bacterial load in the liver
(B) was measured at day 4 in a satellite group of four mice. Listeria-
infected TNF knockout mice (n = 10) were used as a genetic control for
the survival study. In A, survival in etanercept and TNF knockout groups
is significantly reduced relative to vehicle and XENP1595 groups (p <
0.005). In B, bacterial load in etanercept and TNF knockout groups is
significantly higher than in vehicle and XENP1595 groups (p < 0.01). In
addition, liver microabscess sizes were significantly increased in the TNF
knockout and decoy receptor-treated satellite groups: vehicle, 3.2 = 1.1
pm; XENP1595, 3.5 = 0.71 um; TNF knockout, 46.5 = 5.7 um; and
etanercept, 38.5 = 12.2 um (mean * SD; p < 0.01 for etanercept and TNF
knockout compared with vehicle and XENP1595).

ligands. Listeria infection studies were therefore next performed in
tmTNF knockin mice to determine whether the immunosuppres-
sion observed with decoy receptor in TNF*/* mice could be re-
produced in the absence of solTNF. tmTNF knockin mice were
treated with vehicle or 10 mg/kg DN-TNF or decoy receptor twice
weekly s.c., and infected i.v. with 10* Listeria the day after the first
drug dose. All DN-TNF and vehicle-treated mice survived to the
end of the study (Fig. 9A). In contrast, six of 10 mice in the decoy
receptor-treated group died by day 7. As controls, TNF knockouts
were also infected and, as expected, all died by day 6. In a satellite
study with four mice per group, similar results were observed for
the bacterial load in the liver at day 3, with a 23-fold increase in
CFU in decoy receptor-treated mice compared with the vehicle and
a 13-fold increase compared with DN-TNF-treated mice (Fig. 9B).
In addition, liver microabscess sizes were significantly increased in
the TNF knockout and decoy receptor-treated groups (not shown).
These results demonstrate that decoy receptor sensitized mice to Lis-
teria even in the absence of sol TNF and further support the hypothesis
that DN-TNF has no effect on tmTNF-dependent innate immunity.

Discussion
These studies show that DN-TNF biologics selectively inhibit
solTNF activity in vitro and in vivo. DN-TNFs blocked paracrine



1882 DN-TNFs SUPPRESS ARTHRITIS BUT NOT INNATE IMMUNITY

(solTNF) signaling in human and mouse cell lines and in a human
whole blood cytokine release assay and were as effective as a non-
selective decoy receptor in reducing inflammation in two mouse
models of arthritis. In contrast, DN-TNFs failed to block juxtacrine
signaling induced by human or mouse tmTNF in the same assays.
DN-TNF biologics also maintained innate resistance to L. mono-
cytogenes infection in normal and tmTNF knockin mice, while
nonselective TNF inhibition by decoy receptor led to a marked
immunosuppression and increased mortality.

SolTNF selectivity appears to be an intrinsic property of the
dominant-negative mechanism of DN-TNFs. Although the molec-
ular basis for solTNF ligand selectivity remains to be explored, one
explanation is that solTNF homotrimers are more labile than
tmTNF homotrimers. Trimer dissociation is obligatory for ex-
change and is likely to be impeded by the large transmembrane and
intracellular domains of tmTNF (32, 53) and by the membrane
lipid anchor at Cys*’ (54). The DN-TNF mechanism is not un-
precedented in genetics; for example, a recent study describes a
mutation in mouse TNF that suppresses TNF activity in vivo by a
dominant-negative mechanism (55). However, in this system both
solTNF and tmTNF are suppressed because endogenous heterozy-
gotic expression results in the formation of heterotrimeric tmTNF.
In contrast to DN-TNFs, anti-TNF Abs and decoy receptor only
require TNF binding for activity, explaining the ability of these
biologics to inhibit both solTNF and tmTNF.

Ligand selectivity allows DN-TNFs to be used as pharmaco-
logic tools to explore the roles of solTNF and tmTNF in mediating
the multiple functions attributed to this cytokine. For example,
these are the first data exploiting selective and nonselective phar-
macologic inhibitors to demonstrate the minimal contribution of
tmTNF to inflammation in mouse arthritis models. Selective inhi-
bition with DN-TNFs was similarly useful in dissecting out the
roles of the two forms of TNF in maintaining immunity to infec-
tion. Pharmacologic inhibition in Listeria challenge models indi-
cates that tmTNF plays a protective role in innate immunity,
whereas solTNF appears less important. These results support the
hypothesis that tmTNF and solTNF have nonredundant and per-
haps complementary roles in inflammation and immunity (2, 7, 10,
19), which was first proposed based on evidence from mouse ge-
netic models. These roles are possibly mediated by differential
signaling through TNFR1 and TNFR2 (56-59), potentially cou-
pled with reverse signaling events that can only be induced in cells
expressing tmTNF (60). Future studies with DN-TNF biologics
may help elucidate the complex signaling events initiated by
solTNF and tmTNF ligands acting on TNFR1 and/or TNFR2.

Two reports using tmTNF knockin mice have suggested that
tmTNF alone can drive inflammation (61, 62). However, attribut-
ing inflammation solely to tmTNF signaling in these mice is prob-
lematic, because the two studies report high levels of solTNF ex-
pression in homozygous solTNF knockouts. In addition, tmTNF
expression in such knockins is abnormally high; such dysregula-
tion of tmTNF levels may lead to nonphysiological in vivo func-
tions. Finally, a complication of genetic models is the lack of tem-
poral control of TNF activity; in unconditional knockouts, TNF is
absent throughout development of the immune system, which may
lead to compensatory physiological effects. For example, it is
known that tmTNF drives normal lymphoid development (7);
therefore, genetic models do not allow separation of direct effects
on innate immunity of tmTNF from its indirect effects in ensuring
normal development of the immune system. This developmental
aspect could help explain why some reports indicate that tmTNF
knockin mice possess intermediate sensitivity to acute M. tuber-
culosis infection relative to total TNF knockout and TNF*/* mice
(13, 14), while other reports suggest that tmTNF knockin mice are

as resistant to tuberculosis as TNF™/* mice (16, 52). Another pos-
sible explanation for differences between DN-TNF and decoy re-
ceptor biologics is the differential inhibition of lymphotoxin « ac-
tivity by these agents (Fig. 1E). Comparative pharmacology
studies of the three classes of anti-TNF biologics (decoy receptors,
Abs, and dominant negatives) may help explain the signaling dif-
ferences that underlie their disparate effects on inflammation and
immunity, and such studies are in progress.

In conclusion, we have demonstrated that DN-TNF biologics
selectively inhibit solTNF activity in vitro and in vivo. TNF ligand
selectivity allows these agents to serve as discriminating tools to
refine our understanding of the multiple functions of this pleiotro-
pic cytokine and to shed light on the conflicting roles reported for
TNF in the immune system and in disease. The use of DN-TNFs
in mice, combined with studies in genetic models, suggests that
solTNF-selective inhibitors may effectively reduce inflammation
while preserving adequate host immunity to infection. Because
increased risk of listeriosis and other infections is a liability of
nonselective anti-TNF drugs, DN-TNF compounds may have po-
tential for the treatment of rheumatoid arthritis and other inflam-
matory and autoimmune diseases.
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Chapitre 2 : Etude du rdle des TLR5, TLR4 et du co-récepteur

CD14 dans l'inflammation pulmonaire induite par la flagelline

Article 4: Radioresistant cells expressing toll-like receptor 5 control the
respiratory epithelium's innate immune responses to flagellin (en 2eme revue a
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Satoshi Uematsu, Arnaud Didierlaurent, Tracy Hussell, Bernhard Ryffel, Frangois Erard

La muqueuse plumonaire joue un réle important dans linitiation de I'immunité
innée. En effet, sa large surface |'expose sans cesse aux particules environnementales
comme les poussiéres, les métaux ou les bactéries. L'organisme met en ceuvre différents
dispositifs lui permettant de garder stérile le tractus respiratoire. La barriére
épithéliale constitue une barriére physique importante contre les antigenes. Certaines
bactéries flagellées comme Pseudomonas aeruginasa ou Legionella pneumophila
franchissent tout de méme cette barriére et leur détection par les TLR déclenche la
réponse immunitaire innée (342, 395).

Nous avons employé la flagelline issue de Salmonella typhimurium afin d'étudier la
réponse immunitaire pulmonaire apres son administration par voie nasale. Certains
travaux ont montré la formation de I'hétérodimeére TLR5/TLR4 aprés stimulation par
flagelline. Nous avons voulu vérifier cette possible association en utilisant les souris
déficientes pour TLR4 ou TLR5. De plus, le co-récepteur CD14 peut intervenir dans la
détection des pathogénes afin d'aider la réponse des TLR2, TLR4 et TLR3 (132, 140,
141). Nous avons donc exploré la piste d'une détection de la flagelline par CD14. Par
ailleurs, la construction de souris chimériques nous a permis d'étudier la contribution
des cellules épithéliales radiorésistantes ainsi que celle des cellules myéloides
radiosensitives dans I'inflammation par la flagelline.

L'administration de la flagelline provoque, au méme titre que le LPS, une

difficulté respiratoire mesurée par pléthysmographie non invasive. Il se produit une
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constriction des voies respiratoires que nous traduisons par le temps de pause
respiratoire, ou PenH. Ainsi, contrairement aux souris TLR5-/- et MyD88-/-, les
animaux sauvages C57BL /6, TLR4-/-, Trif-/- et CD14-/- sont en détresse respiratoire.
L'analyse des cellules présentes dans leur lavage bronchoalvéolaire et ['étude
histologique 24h apres l'instillation indiquent que cette constriction est accompagnée
d'une migration des neutrophiles dans le tissu pulmonaire. Nous avons pu déterminer que
ni le CD14, ni TLR4 et I'adaptateur Trif ne participent a la détection de la flagelline ni a
sa signalisation.

De plus, l'instillation de flagelline aux souris chimériques nous a permis d'établir
que cellules résidentes et cellules myéloides ont des rédles disctincts dans la réponse a la
flagelline. Il semble que les cellules radiorésistantes composées essentiellement de
cellules épithéliales mais aussi endothéliales, sont responsables du recrutement des
neutrophiles dans le tissu pulmonaire ainsi que de la production d'IL-6 et des chimiokines
comme CXCL1 et CXCLD. La sécrétion de TNF ne dépend que de la réponse des cellules

myéloides.
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Abstract

Bacterial products (such as endotoxins and flagellin) trigger innate immune responses
through toll-like receptors (TLRs). Flagellin-induced signalling involves TLRS5 and MyD88 and,
according to some reports, TLR4. Whereas epithelial and dendritic cells are stimulated by
flagellin in vitro, the cells' contribution to the in vivo response is still unclear. Here, we studied
the respective roles of radioresistant and radiosensitive cells in flagellin-induced airway
inflammation in mice. We found that intranasal delivery of flagellin elicits a transient change in
respiratory function and an acute, pro-inflammatory response in the lungs, characterized by
TLRS5- and MyD88-dependent chemokine secretion and neutrophil recruitment. In contrast,
TLR4, CD14 and TRIF were not essential for flagellin-mediated responses, indicating that TLR4
does not cooperate with TLRS in the lungs. Respiratory function, chemokine secretion and
airway infiltration by neutrophils were dependent on radioresistant, TLRS5-expressing cells.
Furthermore, lung haematopoietic cells also responded to flagellin by activating TNFa
production. We suggest that the radioresistant lung epithelial cells are essential for initiating
early, TLR5-dependent signalling in response to flagellin and thus triggering the lung's innate

immune responses.
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Introduction

Upon challenge with respiratory pathogens, the airways rapidly develop a pro-
inflammatory response initiated by environmental agents including microbe-associated
molecular patterns (MAMP) such as Gram-negative bacteria lipopolysaccharides (LPS or
endotoxins). This pro-inflammatory reaction plays an important role in the innate defence against
respiratory pathogens [1, 2]. Physiological changes induced by endotoxin inhalation include
pulmonary function and bronchoconstriction’, cytokine and chemokine production’,
polymorphonuclear neutrophil (PMN) recruitment’, increased permeability of the alveolar
epithelium and the associated endothelium [3-6]. Toll-like receptor (TLR) 4 [7], together with
MD-2, LPS-binding protein (LBP) and CD14 detect endotoxins and play a critical role in the
initiation of the pulmonary response to systemic and mucosal endotoxin administration [5, 8-10].
The pulmonary inflammation to endotoxin involves TLR4 signalling in both the parenchyma
cells like endothelial and epithelial cells and the haematopoietic cells, i.e. monocytes, dendritic
cells and neutrophils [11]. In addition, TLR4 signalling contributes to the development and
progression of chronic respiratory disease including asthma [12-16].

Flagellin is the major constituent of flagella from Gram-negative and Gram-positive
bacteria. TLRS has been identified as the main pattern recognition receptor required for flagellin-
mediated immune signalling [17]. TLRS signalling depends on MyD88 and results in activation
of MAPKSs, nuclear translocation of NF-kB and production of various proinflammatory
cytokines and chemokines [18]. Moreover, a previous report found that TLRS cooperates with
TLR4, suggesting that TLR4 deficiency will affect flagellin-mediated responses [19]. A common
stop codon polymorphism in TLRS is associated to both increased susceptibility to pneumonia
caused by the flagellated bacteria Legionella pneumophila and resistance to Crohn’s disease,
indicating that TLRS signalling is relevant for mucosal immunity [20, 21]. With TLR5-deficient
mice, the critical role of TLRS in mucosal inflammatory responses was established since deletion
of Tlr5 gene alters response to respiratory, intestinal and urinary tract infections as well as
mucosal homeostasis [1, 22-26]. Parenchyma and haematopoietic cells play a different role in
TLR5-dependent mucosal immunity depending on the tissue studied. In the gut, dendritic cells of
the lamina propria, i.e. haematopoietic cells, have been shown to be instrumental in TLRS
signalling [23]. Using chimeric mice with wild type (WT) or 7/r5 -/- bone marrow (BM),
Feuillet ef al observed that TNFa and IL-6 production in bronchoalveolar lavage fluid (BALF)

after flagellin administration is dependent on haematopoietic and radioresistant cells while lung
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neutrophil infiltration mainly required TLRS5 competent non-haematopoietic cells [22]. More
recently, TNFa production in flagellin-stimulated lung was found to be associated with alveolar
macrophages [27].

Here we further investigated the compartmentalization of flagellin-dependent pro-
inflammatory responses in the lung. As expected, we found that the response is characterized by
lung infiltration by neutrophils, transient local cytokine and chemokine expression. In addition,
we showed that flagellin induces alteration of ventilation, a hallmark of respiratory function. We
reported that flagellin-mediated activation is abrogated in TLRS5- and MyD88-deficient mice but
not in TLR4-deficient animals, indicating the sole contribution of TLRS in flagellin-mediated
immunity. Using BM chimeras, we further show that radioresistant cells expressing TLRS, most
likely epithelial cells, control respiratory function, chemokine secretion and neutrophil
infiltration. Finally, we confirmed that haematopoietic cells, likely alveolar and lung

macrophages mediate TNFa production.
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Results

Flagellin-induced bronchoconstriction is TLR5-dependent

Since airway exposure to LPS alters ventilatory timing suggesting increase in airway
resistance and bronchial responsiveness [11], we assessed whether flagellin, the TLRS agonist,
triggers such a response and whether various TLRs and adaptors contribute to the response.
Flagellin was instilled i.n. into mice and the ventilation (PenH) was measured by whole body
plethysmography. In wild type (WT) mice, flagellin elicited a rapid PenH increase within 90min,
reaching a maximum at 120min and decreasing towards basal level after 4h, while TLRS5-
deficient mice were unresponsive (Fig. 1A). Trypsin-hydrolysed flagellin did not cause any
change in respiratory function, confirming the specificity of the flagellin/TLRS mediated
response. A recent report suggested that TLRS cooperates with TLR4 [19]. Flagellin-induced
airway response was found to be MyD88-dependent, but TRIF-independent (Fig. 1B). We also
found that ventilatory function was TLR4- and CD14-independent supporting that the flagellin-
induced airway hyperreactivity depends solely on TLRS signalling (data not shown). Therefore,
flagellin promotes the increase of airway resistance and reactivity in a TLRS5- and MyD88-

dependent manner.

Flagellin-mediated lung PMN infiltration depends on TLRS signalling

We then investigated whether the alterations of ventilation in response to flagellin in
TLR5-deficient mice was associated with effects on lung innate responses as described by
Feuillet et al. [22]. First, we analysed the total inflammatory cells, PMN and macrophages
recruited to the bronchoalveolar space after flagellin administration. While abundant
inflammatory cells recruitment was observed after flagellin administration in the BALF of WT
animals or Tlr4-/-, Cdl4-/- and Trif-/- animals, it was absent in 77r5-/- and MyDS88-/- mice (Fig.
2A-B). Neutrophil infiltration was also characterized in the lung parenchyma by measuring
myeloperoxidase (MPO) activity in tissue homogenates. While WT mice showed elevated MPO
activity 3h after flagellin administration, 7/r5-/- and Myd88-/- mice did not display any increased
activity similar to saline-treated controls (Fig. 2C and data not shown). In 77r4-/~, Cdl4-/- and
Trif-/-, flagellin promoted MPO increase similarly to WT mice (Fig. 2C). The PMN recruitment
was not merely delayed in 7/r5-/- and Myd88-/- mice as MPO activity did not increase at 24h
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and 72h (data not shown). Finally, we performed semi-quantitative histological analysis to
determine any alterations in the PMN localization in deficient animals (Fig. 3). Tissue sections
of flagellin-activated lung showed neutrophil infiltrates in the interstitial and alveolar spaces.
The infiltrate was not seen using with trypsin-hydrolysed flagellin (Fig. 3A) and completely
absent in flagellin-treated 7/r5-/- and MydS§8-/- mice (data not shown). We confirmed these
observations by scoring the infiltration as described in Materials and Methods (Fig. 3B).
Therefore, flagellin-mediated transendothelial and transepithelial PMN infiltration into lung

parenchyma and bronchoalveolar spaces is TLR5- and MyD88 dependent.

Flagellin response in the lungs mainly depends on TLR5-expressing radioresistant cells

We next examined the respective role of haematopoietic versus stromal/parenchymal
cells in the flagellin-induced airway response. For this purpose, we irradiated recipient mice to
deplete radiosensitive haematopoietic cells and generated chimera by injection of donor bone
marrow (BM) as previously described [28, 29]. Thus, after reconstitution, the lung radioresistant
stromal/parenchymal cells were from recipient origin and haematopoietic cells from donor
origin.

With respect to ventilatory function, WT animals reconstituted with 7/r5-/- (KO) BM
(KO—WT) had responses similar to WT animals (Figs. 1A and 4A). Conversely, reconstitution
of Tlr5-/- mice with WT BM (WT—KO) did not result in any increase of PenH in response to
flagellin as observed with TLR5-deficient mice (Figs. 1A and 4A). Therefore, these data show
that the alteration of ventilatory function induced by flagellin is essentially due to radioresistant
lung cells. Regarding PMN infiltration, KO—WT animals showed a neutrophil influx in BALF
similar to the WT control (Fig. 4B). Conversely, WT—KO reconstitution only partially
stimulated neutrophil recruitment into the BALF in response to flagellin compared to KO—KO
(Fig. 4B). In addition, KO—WT chimera displayed significant levels of MPO activity compared
to WT—KO and KO—KO mice where MPO was hardly detected in lung homogenates (Fig.4C).
However, we observed a reduced MPO increase in KO—WT compared to controls WT—WT.
Histological analyses confirmed the critical role of radioresistant resident cells expressing TLRS
in the PMN recruitment (data not shown). Altogether, these data showed that neutrophil
emigration from blood into the lung tissue and alveoli in response to flagellin instillation
essentially depends on radioresistant resident cells expressing TLRS. These cells are likely

bronchial and/or alveolar epithelial cells since they are known to produce TLRS and respond in
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vitro to flagellin by secreting neutrophil-specific chemoattractants like the chemokines CXCLI1,
CXCLS5 and CXLS8 [20, 27, 30, 31, 32 ]. Alternatively, the flagellin-responsive radioresitant

cells may be smooth muscle or endothelial cells of the respiratory tract.

We next investigated the contribution of radioresistant cells to the cytokine and
chemokine produced in lung homogenates from chimeric mice. We first focused on the
chemokines CXCL1 and CXCLS5 that are potent PMN chemoattractants. Similar to KO—KO,
WT—KO mice produced low levels of CXCL1 within BALF in response to flagellin while WT
mice reconstituted with either WT or KO cells produced high levels of CXCL1 (Fig. 5A).
Transcription of Cxcl5 gene in lung tissue was poorly activated in WT—KO animals like
KO—KO control, upon flagellin administration (Fig. 6A). In contrast, KO—WT like WT—-WT
mice had increased levels of Cxc/5 mRNA in lungs after flagellin stimulation. These data suggest
that the radioresistant resident cells are predominantly responsible for the expression of
chemokine genes favouring PMN recruitment in response to flagellin. Cxc// transcription in the
lung tissue was upregulated by flagellin treatment in WT—WT but essentially unchanged in
KO—KO mice. Interestingly, Cxcll transcription in the whole lung was dependent on both
radioresistant resident cells and haematopoietic cells since KO—WT and WT—KO chimera
presented comparable increases in Cxc/I mRNA levels (Fig.5A). The discrepancies between
CXCLI1 protein in BALF and lung Cxc/l mRNA may reflect differences in the kinetics and peak
of expression between the radioresistant and radiosensitive cells or differentially polarized
secretion (luminal for radioresistant cells and eventually basal for radiosensitive cells). However,
the results support the idea that the chemokines produced by radioresistant compartment are
instrumental for PMN recruitment.

A differential role of parenchymal radioresistant and myeloid cells was found for the
expression of the pleiotropic mediators TNFo and IL-6 (Figs. 5 and 6). Analysis of TNFa
expression by ELISA and intracellular staining as well as 7nf mRNA synthesis showed that
WT—KO chimera recapitulated expression of TNFa as WT—WT control and, conversely, that
KO—WT and KO—KO mice had no flagellin-dependent TNFa expression (Figs. 5B-D and
6C). Therefore, flagellin-induced TNFa production in lung tissue was clearly dependent on the
haematopoietic cells. We also determined that CD11b- Ly6G- parenchymal cells, CD11b+
Ly6G-, CD11b+ Ly6G+ cells were respectively the main producers of TNFa (56%, 22% and
23%). In contrast, IL-6 was produced in BALF when TLRS is expressed on radioresistant cells
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(Fig. 5C). However, [l6 transcription in the lung was variably activated by flagellin both in
parenchymal or bone marrow-derived cells that express TLRS (Fig. 6D).

Finally, TLRS expression was analyzed by real time qPCR on radioresistant and radiosensitive
lung cells, respectively, alveolar epithelial cells and alveolar macrophages as described
previously [27]. We found that the relative levels of 7/r5 mRNA were respectively 0.7310 +
0.1384 (n=8) and 2.240 + 0.2402 (n=7), indicating that these two cell types express significant
levels of TLRS and are both competent for TLRS signalling. This observation supports the
compartmentalized effect of TLRS on both radioresistant and radiosensitive.

Our results suggest that, on the one hand, radioresistant lung epithelial cells are involved in the
initiation of inflammatory response by the production of IL-6, but also of chemokines (CXCL1
and CXCLS5), which are important for neutrophils recruitment to the lung. On the other hand, we

show that TLRS positive bone-marrow derived-cells are responsible for TNFa secretion.
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Discussion

Mucosal tissues are compartmentalized into three regions: the lumen (the external
environment), the epithelial barrier and the parenchyma (the lamina propria). How
compartmentalization controls mucosal innate immunity is not well understood and needs to be
further investigated in order to develop appropriate therapeutic and prophylactic measures. In the
mucosa, toll-like receptors (TLRs) induce early signalling dedicated to protective innate immune
responses against microorganisms. Here, we studied the respective roles of resident
radioresistant and radiosensitive haematopoietic cells in the airway's TLRS5-mediated pro-
inflammatory response to flagellin in mice. We showed that the airway resistance, chemokine
secretion and airway infiltration by neutrophils in response to flagellin depend mainly on the
responsiveness of radioresistant lung cells.

In the mucosa, the epithelial cells' prime position at the border between internal and
external compartments means that they are the first to encounter pathogens. Hence, in the
respiratory tract, bronchial and alveolar epithelial cells with alveolar macrophages are the main
sentinels in the detection of microbial signals through innate receptors like the TLRs [33]. A
variety of studies have demonstrated that lung and intestinal epithelial cells respond to flagellin
by producing PMN-specific chemokines (CXCL1, CXCLS5 or CXCLS), cytokines (TNFa and
IL-6) and antimicrobial molecules (NO and h-BD2) [18]. These findings agree with TLRS's
predominant expression in lung and intestinal epithelial cells; hence, the epithelium is considered
to be one of the main TLRS5-responsive compartments [34, 35]. Here, we used Salmonella
typhimurium flagellin and its cognate detector TLRS5 as models for investigating the contribution
of radioresistant and radiosensitive cells to lung innate immunity. As previously described [22],
PMN recruitment was greater in animals in which wild type haematopoietic cells were replaced
by TIr5-/- cells (Fig. 4B) - suggesting that in vivo, TLRS signalling in radioresistant (and
probably epithelial) cells is prominent in lung responses. Our study further showed a similar
dependence for respiratory function and the secretion of the PMN-specific chemokines CXCL1
and CXCL5 (Figs. 4-5). However, discrimination of compartment contributions by Cxcl/
transcriptional analyses was less clear-cut; this discrepancy between CXCLI protein and Cxcl//
transcripts may represent a difference in the kinetics of transcription-translation-secretion, the
nature of compartment analyzed (BALF vs lung), a threshold in effective production of gene
product and/or polarized secretion of proteins in our experiments. Consequently, our study
reinforces the hypothesis whereby the epithelium has a key role in in vivo mucosal, pro-

inflammatory processes.
-9.
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In the literature, there are some divergences on how TLRS is exposed on epithelial cells
[36]. Since TLRS is active when flagellin is administered intranasally, we assume that
apical/luminal signalling induces the epithelial response, as described previously [37]. It has
been suggested that this type of epithelial innate mechanism is essential in mucosal defence
against Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa and uropathogenic Escherichia coli
[22, 26, 38]. Furthermore, respiratory pathogens that reach the basolateral side of the epithelial
barrier via specific transport mechanisms or following trauma can stimulate either epithelial
cells, airway smooth muscle, endothelial cells or any TLRS5-expressing haematopoietic cells
(such as lung macrophages and dendritic cells). Notably, the intestine's innate response to
flagellin relies on dendritic cell activation [1, 23, 39]. This compartmentalization may control the
production of pro-inflammatory responses to signals from the gut's microbial flora.
In lung tissue, both non-haematopoietic radioresistant cells (such as epithelial cells) and
haematopoietic radioresistant cells (such as alveolar, lung macrophages and dendritic cells) are
instrumental in inducing TLR4-dependent innate responses [11, 40]. Literature studies have
shown that LPS-induced changes in airway function and PMN recruitment depend on
radioresistant cells, while production of cytokines (such as TNFa or IL-12p40) depends on the
TLR4/MyD88 pathway in tissue-resident myeloid cells. Here, we also observed that resident
haematopoietic cells participate in TLRS5-mediated innate responses to a certain extent, since
TNFa production is abolished in WT mice reconstituted with TLR5-deficient bone marrow (Fig.
5B). Following systemic activation, both radiosensitive and radioresistant cells respond to
flagellin [41, 42]. Haematopoietic cells are the major source of the pro-inflammatory cytokines
TNFa, IL-12 and IL-6, whereas radioresistant cells produce CXCL1, CXCL10 and CCL2. Taken
as a whole, these data suggest that radioresistant and radiosensitive cells play distinct roles in the
innate response to flagellin in systemic and mucosal models.

In TLR4-mediated lung innate responses, alveolar macrophages are the main LPS target
[40]. Interestingly, alveolar macrophages and epithelial cells display similar TLRS expression
levels. Recently, lung macrophages have been identified as the main source of TNFa production
following flagellin stimulation [27, 38]. However, the impact of this type of signalling on the
host's defence against pathogens remains to be defined. Macrophages have a central role in the
maintenance of immunological homeostasis and the host defences. Cross-talk between lung
epithelial cells and alveolar macrophages is known to inhibit the latter's inflammatory properties
[43, 44]. Although alveolar macrophages are quiescent under steady-state conditions, they can be

activated by extrinsic and intrinsic stimuli and then participate in phagocytosis, bacterial killing
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and tissue wound healing [45, 46]. As described above, epithelial cells also sense bacterial
products and activate TLR signalling, which essentially promotes PMN-mediated immunity. The
matter of how epithelium and macrophages collaborate on local amplification or sequential
activation of innate immunity is still under investigation. Recent observations have revealed that
previous exposure to influenza virus determines the functional properties of tissue-residing
macrophages in a TLR-dependent manner [38]. Whether other TLR5-expressing haematopoeitic
cells like dendritic cells cooperate with epithelium also remains to be further studied. Lastly, all
the studies performed to date show that only TLRS is crucial for the initiation of PMN
recruitment into lungs and the alteration of airway resistance in response to free flagellin; this is
not the case for intracellular sensors like IPAF and NAIPS5 [47].

Here, we investigated the contribution of TLR4 and the CDI14 co-receptor to the
pulmonary immune response to flagellin. Previous in vitro studies have suggested that TLR4-
TLRS heterodimers detect flagellin and then produce nitric oxide (NO) and IFN in a STATI-
dependent manner [19]. The CD14 receptor is also required to potentiate immunity in response
to various TLR agonists, in a TLR4-independent process [48-50]. Our results clearly show that
TLR4- and CD14-deficient mice respond to flagellin in the same way as WT mice do (Figs 1-3).
These data are corroborated by experiments on animals lacking the TRIF adaptor molecule used
by TLR4. Hence, the flagellin-mediated lung innate response depends solely on the TLRS
receptor and the MyD88 adaptor.

Airway epithelial cells also produce chemokines (such as CCL20) that attract
monocytes/dendritic cells and that may potentiate adaptive immunity in a mucosal adjuvant
mechanism [34][51-55]. In contrast, flagellin may directly activate lung dendritic cells [48, 56].
In systemic activation, dendritic cells are directly activated by flagellin in a MyD88-dependent
manner [41, 42] and this maturation is crucial for initiation of cellular and humoral adaptive
immunity [57]. Flagellin also promotes bystander dendritic cell maturation via release of
paracrine mediators from MyD88-competent radioresistant cells [41, 42]. It remains to be seen
whether this type of mechanism (combined with de novo dendritic cell recruitment by specific

chemokines) operates in lung tissue.
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Our data reveal that TLR-competent radioresistant cells (probably epithelial cells) are key
players in respiratory innate responses to TLR agonists. In conclusion, we believe that
understanding the unique role of epithelial TLR signaling and cross-talk with haematopoietic
cells will open up new avenues for the manipulation of innate and adaptive mucosal defenses to

pathogens.
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Materials and Methods

Mice

TLR5-/- [23], MyD88-/- [58], CD14-/- [59], TLR4-/- [60], and TRIF-/- [61] backcrossed at least
10 times on C57BL/6 genetic background as well as control C57BL/6 (CD45.2) or congenic
CD45.1 counterpart C57BL/6-Ly5.1 were bred in our animal facility at the Transgenose Institute
(CNRS, Orleans). For experiments, adult (6-10 weeks old) animals were kept in sterile isolated
ventilated cages. All animal experiments complied with the French Government’s ethical and

animal experiment regulations.

Flagellin administration and measurement of respiratory function

LPS-depleted flagellin FliC from Salmonella enterica Serovar Typhimurium (1pg) produced as
described previously [56], LPS (10 pg) from Escherichia coli (serotype 055: BS, Sigma St
Louis, MO, USA) or saline were given by the aerogenic route using nasal instillation in a volume
of 40 pL under light ketamine-xylazine anaesthesia. The LPS concentration contamination as
determined using the Limulus assay (Associates of Cape Cod Inc., USA) was less than 10 pg
LPS per pg of FliC. When specified, flagellin was treated for 1h at 37°C with trypsin-EDTA
0.017% (Invitrogen, USA) to hydrolyze the protein, followed by heating at 70°C for 1h to
inactivate trypsin. As mock control, wild type mice were administered with saline. The airway
function was evaluated by whole-body plethysmography [6]. Unrestrained conscious mice were
placed in plethysmography chambers (EMKA Technologies, France), and Enhanced respiratory
Pause (PenH), measured over 3 to 6 hr. PenH can be conceptualized as the phase shift of the
thoracic flow and the nasal flow curves indicating respiratory dysfunction pointing to airway
resistance. Increased phase shift correlates with increased respiratory system resistance. PenH is
calculated by the formula PenH = (Te/RT-1) x PEF/PIF, where Te is expiratory time, RT is

relaxation time, PEF is peak expiratory flow, and PIF is peak inspiratory flow [62].

Bronchoalveolar lavage fluid (BALF)

BALF was collected 24 hr after flagellin or endotoxin administration by cannulating the trachea
under deep ketamine-xylazine anaesthesia and washing the lung 4 times with 0.5 mL of saline at

room temperature [62]. The lavage fluid was centrifuged 10 min at 2000 rpm 4°C and the
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supernatant was frozen for cytokine analysis. The cell pellet was suspended in PBS, counted in a
haematocytometer chamber and cytospin preparations were made using a Shandon
cytocentrifuge (1000 rpm, 10 min). The cells were stained with Diff-Quick (Dade Behring,
Marburg, Germany). The supernatant was used for the measurement of cytokine and protein
levels. TNF, IL-6 and KC (CXCL1) were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(R&D Duoset, Minneapolis, MO).

Microscopy and myeloperoxidase activity (MPO) in lung

After bronchoalveolar lavage and lung perfusion, the mice were sacrificed. The lung were fixed
in 4% buffered formaldehyde for standard microscopic analysis, 3 pm sections were stained with
haematoxylin and eosin (H&E) [62]. Neutrophil and erythrocyte accumulation in alveoli,
disruption of alveolar septae and activation of alveolar epithelial cells were quantified using a
semi-quantitative score with increasing severity of changes (0-5) as described previously [6, 63].
Groups of 5-8 mice were included in each experiment and 10 randomly selected high power
fields (400 x magnifications) per animal were analyzed.

Lung tissue MPO activity was evaluated as described [10]. In brief, the right heart ventricle was
perfused with saline to flush the vascular content and lungs were frozen at -20°C until use. Lung
was homogenized by Polytron, centrifuged and the supernatant was discarded. The pellets were
suspended in 1 mL PBS containing 0.5% hexadecyltrimethyl ammonium bromide (HTAB) and 5
mM ethylene-diamine tetra-acetic acid (EDTA). Following centrifugation, 50 uL of supernatants
were placed in test tubes with 200 unL. PBS-HTAB-EDTA, 2 mL Hanks’ balanced salt solution
(HBSS), 100 pL of o-dianisidine dihydrochloride (1.25 mg/mL), and 100 pL H202 0.05%. After
15 min of incubation at 37°C in an agitator, the reaction was stopped with 100 pL NaN3 1%. The

MPO activity was determined as absorbance at 460 nm against medium.

Bone marrow transplantation to obtain mixed chimera

Recipient mice underwent a lethal total-body irradiation as reported [28, 29]. Fresh, unseparated
bone marrow cells (3 x 106 per mouse) were injected into the lateral tail vein of the irradiated
recipient mice 24 hr after lethal irradiation (8 gray). The reconstituted mice were used at 3
months after bone marrow transplantation. The degree of chimerism for different
haematopoietic-derived cells type was assessed by measuring CD45.1 and CD45.2 surface
expression by blood leukocytes and alveolar macrophages in lung tissue. The current protocol
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yielded more than 96% of reconstitution in the blood; WT mice reconstituted with TLRS5-
deficient bone marrow presented 90% of CDI11b+ CD45.2+ and TLRS-deficent mice
reconstituted with WT bone marrow have more than 95 % of CD11b+ CD45.1+ in lung tissue.

Cytokine gene expression.

Total RNA from mouse lungs was extracted with the Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel,
Germany) and reverse-transcribed with the High-Capacity ¢cDNA Archive kit (Applied
Biosystems, USA). The resulting cDNA was amplified using SYBR Green-based real-time PCR
(Applied Biosystems). The specific primers are CGTCATCCATGGCGAACTG /
GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT (Actb coding B-actin),
CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA / CAGGTGCCATCAGAGCAGTCT  (Cxcll),
TGGATCCAGAAGCTCCTGTGA /  ATTCCGCTTAGCTTTCTTTTTGTC (Cxcls),
CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA / CCTCCACTTGGTGGTTTGCT (Tnf) and
GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA / AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA (l/6). Relative
mRNA levels (2“") were determined by comparing (a) the PCR cycle thresholds (Ct) for the
gene of interest and Actbh (ACt) and (b) ACt values for treated and reference group (AACt), as
described previously [56].

Relative expression levels of 7/r5 mRNA were measured by qRT-PCR and were normalized to
18S RNA level using a standard curve method and the following primers for T7/r5
(CGCACGGCTTTATCTTCTCC, GGCAAGGTTCAGCATCTTCAA) and 18S rRNA
(TTGGCAAATGCTTTCGCTT, CGCCGCTAGAGGTGAAATTC). Results are expressed as
geometric mean £ SEM. Alveolar epithelial cells and macrophages were isolated as described

previously [27].

Flow cytometry analysis

Lung were minced with scissors and digested in HBSS containing collagenase II (200U/ml),
DNase (50U/ml) during 2 hours at 37°c and filtered (100um). Cells were then washed three
times and counted. 10° cells isolated from lung or BALF were stained for 30 min, 4°C in 50ul
with anti-Ly6G-FITC and anti-CD11b-PerCP Cy5.5 in staining buffer (PBS/BSA 0,5 %). For
intracellular staining, cells were permeabilized with Fixation/Permeabilization solution (Perm

Wash, Beckton Dickinson) for 20 min at 4°C, and intracellular cytokine TNF was detected using
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anti-TNFa-APC during 30 min at 4°C. After extensive washes, cells were analyzed on a Becton

Dickinson LSR analyzer. All antibodies were from Becton Dickinson.

Statistical Analysis

Statistical significance was determined by Student ¢ test, Mann-Whitney and one-way ANOVA
test (Bonferonni) using GraphPad software. P values of <0.05 were considered statistically

significant.
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Figure Legends

Figure 1: Flagellin-mediated alteration of respiratory function depends on TLR5 and MyD88.

(A) The indicated mice were administered intranasally with saline (mock), flagellin (1pg) or
trypsin-hydrolysed flagellin (1 pg equivalent) and then monitored by plethysmography.
Respiratory function (PenH) was measured from 60 min to 360 min. The ventilatory function is
expressed as mean +/- SEM of PenH. Native flagellin induced PenH in C57BL/6 mice (black
squares) but not in 7/r5 -/- animals. Saline and trypsin-hydrolysed flagellin did not increase
PenH. (B) PenH in the indicated mice is expressed as area under the curve (AUC) measured
from 60 to 360 minutes after flagellin (1pg) administration. Data are from one representative
experiment of three (n=4 mice per group). Statistical analysis was performed using Student 7 test

(*p<0.05 ; **p<0.01).

Figure 2: TLR5- and MyD88-dependent neutrophil recruitment in the lung of flagellin-

stimulated mice.

The indicated mice were administered intranasally with saline (mock) or flagellin (1png). (A, B)
BALF was collected after 24 h and (A) the total number of cells and (B) the cellular composition
determined. (C) Lungs were lysed 24h after flagellin administration and MPO activity measured
in the lysates to assess neutrophil infiltration in the lung tissue. Data are from one representative
experiment of three and are expressed as mean +/- SD (n=4 mice per group). Statistical analysis

was performed using Student ¢ test (*p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001).

Figure 3: Histological analysis of neutrophil infiltration in lungs of flagellin-stimulated wild
type and TLR-deficient animals.

Animals were administered intranasally with saline (mock), flagellin (1pg), trypsin-treated
flagellin (1pg equivalent), or LPS (1pg). The lungs of C57BL/6, Tlr4-/-, Tir5-/-, Cdi4-/-,
Myd88-/- and Trif~/- mice were analysed by microscopy 24h later. (A) Representative histology
in C57BL/6 animals (magnification x200 and x400 in inserts, HE coloration). (B) The PMN
infiltration in flagellin-treated mice was assessed by a semi-quantitative score. The neutrophil
infiltration observed in C57BL/6, Tlr4-/-, Cdl4-/-, and Trif-/- mice was absent in 7/r5-/- and
Myd88-/- mice. The same pattern was observed for the disruption of the microarchitecture and

the activation of alveolar epithelia (data not shown). Data are from one representative
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experiment out of three and are expressed as mean values +/- SD (n=4 mice per group; Statistical

analysis was performed using Student ¢ test (**p<0.01 ; ***p<0.001).

Figure 4: Major role of radioresistant cells in flagellin-specific respiratory function and

neutrophil infiltration.

Chimeric mice generated by injection of bone marrow from C57BL/6 (WT) or TLRS5-deficient
(KO) mice into KO or WT mice respectively and 1pg flagellin administered intransally. (A)
Respiratory function (PenH) was measured from 60 min to 180 min. (B) Cell composition of
BALF and (C) MPO activity in lung homogenates 4h after flagellin administration. Data are
expressed as mean +/- SD (n=4 mice per group; Student 7 test *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001).

Data are from one representative experiment out of two

Figure 5: Cell compartmentalization of TLR5-dependent lung production of chemokines and

cytokines

Chimeric mice generated by injection of bone marrow from C57BL/6 (WT) or TLRS5-deficient
(KO) mice into KO or WT mice respectively and 1pg flagellin was administered intranasally.
Analysis was performed 4h later. (A) CXCLI production in lung homogenates. (B) TNFa and
(C) IL-6 production in BALF. (D) Intracellular staining of TNFa in lung cells. (A-C) Data are
expressed as mean +/- SD (n=4 mice per group. (D) Diamonds represent data from individual
mice. One way ANOVA test *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001; n.d., not determined. Data are
from representative experiment out of two. Statistical significance was determined by one-way

ANOVA test using GraphPad software for all panels in Fig.5.

Figure 6: Chemokines and cytokines gene transcription in lungs of chimeric mice

Chimeric mice generated by injection of bone marrow from C57BL/6 (WT) or TLR5-deficient
(KO) mice into KO or WT mice respectively and 1ug flagellin administered intransally. Analysis
was performed 4h later. Relative (A) Cxcl5, (B) Cxcll, (C) Tnf, and (D) /6 mRNA levels.
Values were determined by RT-PCR using KO>KO as the calibrating condition. Data are
expressed as mean +/- SD (n=4 mice per group; Mann-Withney test. *p<0.05; **p<0.01
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Les travaux que j'ai réalisés durant ma these m'ont permis de découvrir plusieurs
roles de l'immunité innée. Notre systéme immunitaire est complexe et fait intervenir
diverses cellules, immunitaires ou non, produit tout un éventail de cytokines ou
chimiokines aux rdles différents. Tous ces acteurs n'ont pourtant qu'un seul but, celui de
maintenir |'équilibre immunitaire de I'organisme. J'ai donc pu aborder un premier aspect
de l'immunité innée en étudiant la relation hote-pathogene dans un modéle d'infection
par Listéria admnistrée par voie veineuse. Les TLR font partie des récepteurs
indispensables a la détection des agents infectieux. Ils entretiennent un réseau
efficace de défense de part leur possible association en hétérodimere, ou avec des
molécules accessoires, ainsi que par l'utilisation de différentes protéines adaptatrices
afin de transmettre l'information. Chacune de ces molécules aura un réle différent selon
le mode d'infection employé mais également suivant I'organe que I'on considére. J'ai donc
pu découvrir dans une deuxiéme partie de mes ftravaux comment s'organise la réponse
immunitaire innée au sein des muqueuses et constater qu'elle joue un réle important dans
la réponse pulmonaire induite par la flagelline issue de Sa/monella typhimurium. Au fur et
a mesure de ce travail, j'ai pu me rendre compte que les TLR et leurs cytokines, en plus
de remplir un rdle certain dans la défense contre les pathogénes, sont indispensables a
'homéostasie des tissus. L'existence de maladies inflammatoires comme la maladie de
Crohn ou l'arthrite rhumatoide permet de constater que ce systéme comporte parfois
des défaillances et peut s'emballer. Les thérapeutiques actuelles reposent sur des
traitements  anti-TNF  stoppant  linflammation  chronique mais  déplétent
considérablement l'organisme de son systeme immunitaire. On voit ici combien il est
difficile de préserver I'équilibre immunitaire. J'ai été trés intéressée de participer a
'étude menée par la société Xencor dans sa recherche dune alternative

médicamenteuse afin substituer les effets négatifs des traitements anti- TNF.

L'organisme peut &tre exposé a divers agents infectieux et met trés rapidement
en place la réponse immunitaire innée impliquant la détection des agents pathogénes par
les TLR. Des études menées dans notre laboratoire sont en accord avec les travaux de
Ozoren et mettent en évidence le réle du TLR2 dans la détection de la Listéria puisque

les souris déficientes en cette protéine sont sensibles a l'infection par cette bactérie
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(92, 396). Ces résultats sont en contradiction avec certains travaux mais peuvent
s'expliquer par ['utilisation des différents modes d'administration (intrapéritonéale
versus intraveineuse) de la Listéria (242). Par ailleurs, il apparait que le co-récepteur
CD14 n'est pas seulement impliqué dans la détection et le transfert du LPS au complexe
MD-2/TLR4 (131). Lee et col. ont en effet mis en évidence la liaison de CD14 avec les
doubles brins d'’ARN et son intéraction avec le TLR3 (141). Ces résultats ont conforté
notre hypothese que CD14 pouvait intervenir avec TLR2 dans la détection de la Listéria.
La stimulation des macrophages CD14-/- et TLR2-/- dérivés de moelle osseuse a mis en
évidence un défaut de production des cytokines inflammatoires TNF, IL12p40 et IL-6
ainsi qu'une diminution de I'expression de NO. Ces résultats sont en conformité, d'une
part avec ceux obtenus a partir des macrophages issus de souris TLR2-/- (396) et
d'autres part, avec ceux obtenus par la neutralisation du CD14 sur les cellules CHO-
TLR2 stimulées par HKLM (140). L'analyse confocale des BMDM TLR2-/- et CD14-/-
stimulés par Listéria a révélé un défaut de translocation nucléaire du facteur de
transcription NF-kB qui peut &tre corrélé a la diminution de la production des cytokines
inflammatoires.

En revanche, bien que les macrophages CD14-/- présentent une baisse de production du
NO, nos tests /n vitro sur la charge bactérienne des BMDM n'ont pas pu mettre en
évidence de défaut d'élimination des bactéries. La synthése de dérivés azotés comme le
NO est connu pour intervenir dans les processus délimination des bactéries comme
Listeria (230) ou Mycobacter (229). L'organisme dispose de plusieurs moyens afin de
limiter I'expansion des pathogeénes et utilise les dérivés oxygénés produits par I'oxydase
des phagocytes pg91""* afin de compléter l'action du NO (230). Ainsi, les souris
deficientes en pg91P"™* et en NOS2 sont trés susceptibles a l'infection par Listéria
(230).

La survie des souris infectées par Listéria met en évidence un méme phénotype pour les
animaux TLR2-/- et CD14-/-, & savoir une susceptiblité a l'infection avec 40% et 20% de
survie, respectivement. Ce résultat va de paire avec la charge bactérienne élevée dans
le foie et la rate. Le pourcentage de survie des souris double déficientes TLR2/CD14-/-
est par ailleurs proche de celui obtenu chez les animaux simples déficients, révélant

ainsi l'absence d'effet additif de ces deux protéines. Par ailleurs, des travaux
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complémentaires montrent que TLRZ2 s'associe au TLR6 et non a TLR1 dans la
reconnaissance de la Listéria (non publié). Or, il s'avére que la détection des ligands de
I'hétérodimere TLR2-TLR6, Pam2CSK4 ou MALP2, requiert l'intervention de CD14, ce qui
confirme nos résultats (86, 397). Par ailleurs, les souris MyD88-/-, connues pour &tre
trés susceptibles a l'infection par Listéria (241, 242), succombent toutes a l'infection
contrairement aux souris CD14-/- et TLR2-/- nous obligeant a envisager l'implication
d'un autre récepteur afin d'expliquer cette différence de phénotype. Les infections
réalisées au laboratoire sur les souris TLR9-/-, TLR4-/-, TLR3-/- montrent que ces
récepteurs n'interviennent pas dans la réponse a Listéria. De plus, Listéria posséde un
flagelle et on peut s'intérroger sur la possible reconnaissance de la bactérie par TLRb5.
Les résultats de Way suggerent que la flagelline n'est pas essentielle a la pathogenése
de la listériose apres administration intraveineuse ou intragastrique (244). Nous avons
étudié la réponse des souris TLR5-/- aprés infection intranasale par Listéria et nous
avons constaté que ces souris présentent un phénotype identique aux souris sauvages
(non publié). Ces résultats impliquent effectivement qu'un autre récepteur emprunte la
voie Myd88 afin d'établir une réponse contre la Listéria. Les travaux d'Edelson et col.
vont d'ailleurs dans ce sens en montrant la production d'IL-1 et d'IL-18 de maniere
dépendante de MyD88 et indépendante de TLR2 (242). Le récepteur a I'IL-1 pourrait
donc étre impliqué dans la mise en place de la réponse contre Listéria. Des travaux ont
montré |'IL-1IR est essentiel dans le contrdle de la listériose cérébrale mais non
systémique (398). Il est a noter dans cette étude que la voie d'injection différe de nos
procédures expérimentales puisque nous administrons la Listéria en intraveineuse.

Il pourrait €tre intéressant de produire des souris TLR2/ILIR double déficientes pour
voir s'il elles ne montreraient pas la méme sensibilité que des souris MyD88-/- en
réponse a la listéria. Un antagoniste de I'TL-1R pourrait également €tre administré a des
souris déficientes en TLR2 afin de comparer leur phénotype aux souris MyD88-/-.

Les études histologiques du tissu hépatique mettent en évidence un nombre
important de microabcés chez les souris CD14-/-. Ces structures, également observées
chez les animaux sauvages avec une fréquence moindre, sont de taille importante en
raison du recrutement intense des neutrophiles. CD14 pourrait donc étre impliqué dans

la mobilisation des neutrophiles sur le site de linfection. Ainsi, les souris CD14-/-
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présentent une augmentation de I'expression de CXCR2 et MIP2 dans les infections aux
streptocoques (399). Dans le cas de l'infection par Listéria, les neutrophiles et les
macrophages recrutés semblent limités dans leur capacité a éliminer les bactéries
puisque le marquage immunohistochimique du tissu hépatique ne revéle qu'une faible
activité de la syntase d'oxyde nitrique, iNOS. L'organisme he peut pas contréler la
prolifération des bactéries.

Le co-récepteur CD14 est donc impliqué avec TLR2 dans la reconnaissance de la
Listéria. Il régule la migration des neutrophiles et permet la synthese de NO afin
d'éliminer les bactéries. CD14 est également impliqué au niveau pulmonaire dans les
réponses immunitaires mises en place apres infection par Burkholderia pseudomaller
(400) et Streptococcus pneumoniae (401). Dans la mesure ot ce co-récepteur intervient
comme nous l'avons vu avec les TLR2, TLR4 et TLR3, nous avons exploré la piste de la
possible coopération entre CD14 et TLR5 dans la réponse a la flagelline issue de S.
typhimurium. De plus, les travaux de Mizel établissent que TLR5 pourrait former un
hétérodimere avec TLR4 dans la réponse a cette protéine afin de permettre la
production de NO par les macrophages (368). L'administration intranasale de flagelline a
des souris déficientes en TLR4 et en CD14 permet de constater que ces animaux
présentent le méme phénotype que les souris sauvages avec la présence de neutrophiles
dans le lavage bronchoalvéolaire ainsi que dans le parenchyme et les alvéoles
pulmonaires. La détection de la flagelline par I'hétérodimeére TLR4-TLR5 apparait donc
peu probable d'autant que les animaux déficients pour Trif, la protéine adaptatrice de
TLR4, répondent elles aussi comme les C57BL/6. La réponse a la flagelline semble
dépendante uniquement de TLR5 et MyD88 et vont dans le sens d'autres travaux (97,
402).

Par ailleurs, la création de souris chimériques nous a permis de nous intéresser de
plus prés a limplication des cellules radiorésistantes, composées majoritairement de
cellules épithéliales, versus le rdle des cellules myéloides dans la réponse a la flagelline.
Les cellules myéloides n'expriment que trés peu TLR5 (360), ce que jai pu confirmer
devant I'absence de production de cytokines inflammatoires telles que le TNF ou I'TL-6
apres stimulation des BMDM ou BMDC par la flagelline (non publié). Les cellules

épithéliales sont quant a elles en contact direct avec les particules inhalées ainsi que les
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pathogénes et sont garantes de l'intégrité du tissu pulmonaire. Il ne fait aucun doute
que TLR5 est exprimé par les cellules épithéliales, qu'elles soient pulmonaires ou
intestinales (403, 404). Celles-ci produisent des chimiokines recrutant les neutrophiles
(CXCL1, CXCLD) ainsi que des cytokines inflammatoires (TNF, IL-6) et des peptides
antimicrobiens comme le NO (405). Noulin et col. ont montré que les cellules
radiorésistantes sont a l'origine d'une constriction de I'appareil respiratoire en réponse
LPS alors que la production de TNF et IL-12p40 dépend de la voie MyD88 des cellules
myéloides (406). En revanche, le recrutement des neutrophiles dans le tissu pulmonaire
requiert l'expression de MyD88 sur les deux types de cellules (406). Nos souris
chimériques sauvages reconstituées avec la moelle des souris déficientes en TLR5
présentent des neutrophiles dans le BAL ainsi que dans le parenchyme pulmonaire et les
alvéoles. Cet afflux de cellules immunitaires est corrélé avec la production des
chimiokines CXCL1 et CXCL5, confirmant ainsi le réle primordiale des cellules
radiorésistantes dans l'initiation de la réponse immunitaire comme l'avaient suggéré
Feuillet et col. (361).

Egalement en accord avec ces travaux, nhous avons observé que la production des
cytokines TNF et IL-6 dépend de l'activation des cellules myéloides. Dans le cas de
I'inflammation induite par la flagelline, il apparait donc que les cellules épithéliales
produisent les chimiokines permettant l'afflux de neutrophiles alors que les cellules
myéloides produisent les cytokines inflammatoires. Sanders et col. ont eux aussi étudié
le role de ces deux types de cellules dans I'immunité innée mais aussi adaptative en
réponse a la flagelline dans un modéle de chimeres pour MyD88 (370). Ils ont observé
que les cellules radiorésistantes sont a l'origine de la sécrétion des chimioatractant KC,
IP-10 et MCP-1 alors que les cellules radiosensibles produisent la majorité du TNF, IL-
12 et IL-6. Les macrophages alvéolaires constituent une population cellulaire
intéressante au regard de leur réle dans la défense contre les pathogénes et dans le
maintien de I'homéostasie cellulaire. Les macrophages alvéolaires et les cellules
épithéliales expriment TLR5 de maniere similaire (407). Identifiés comme une source
importante de TNF aprés stimulation par flagelline (407, 408), les macrophages
alvéolaires ont un réle encore peu clair dans la défense de l'organisme contre les

pathogénes. Cette population cellulaire entretient des rélations étroites avec les
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cellules épithéliales et modulent leur réponse immunitaire selon les signaux regus par les
cellules résidentes (317, 409). Les macrophages alvéolaires sont maintenus dans un état
quiescent tant que les cellules épithéliales ne détectent pas de danger. En revanche,
lorsque l'intégrité de la barriere épithéliale est menacée, l'activation des TLR exprimés
par les cellules épithéliales permet d'avertir les macrophages alévolaires afin qu'ils
puissent exercer leur fonction de phagocytose et d'élimination des bactéries (410, 411).
Par ailleurs, la réponse humorale en réponse a la flagelline n'est observée seulement
lorsque MyD88 est présent dans les compartiments hématopoiétiques et non-
hématopoiétiques et la production des cytokines inflammatoires par les cellules
radiosensibles et radioréistantes conditionne la réponse anticorps spécifique de la
flagelline (370). Les cellules dendritiques assurent le lien entre immunuté innée et
adaptative. Compte tenu de la faible expression du TLR5 sur les DC (360), il semble
raisonnable de penser que l'activation de ces cellules se fasse de maniére indirecte,
grdce a la sécrétion de médiateurs par les cellules non hématopoiétiques. Salazar-
Gonzalez et col. ont effectivement démontré que l'activation des DC spléniques, aprés
injection par voie veineuse de flagelline, s'effectue de maniere indirecte (371). Ce point
est a éclaircir car Uematsu et col. ont observé que les DC de la lamina propria
intestinale répondent a la flagelline de maniere directe et pourraient donc activer les

DC spléniques suite d une injection systémique de flagelline (357).

L'immunité innée intervient donc a deux titres et a la tache complexe de
répondre ou non d toute une variétée d'antigénes. De part leur vaste surface, les
muqueuses pulmonaires, urinaires ou intestinales ont la lourde tdche de maintenir une
tolérance immunitaire vis-a-vis des particules inhalées ou envers la flore commensale

tout en restant en alerte en cas de colonisation par des pathogenes.

Il arrive parfois que le systéme immunitaire défaille et soit a l'origine de maladie
inflammatoires dont les causes sont multifactorielles. Vijay-Kumar et col. ont montrer
que la déficience en TLR5 induit spontanément une colite ulcérative chez les animaux
TLR5-/-, indiquant que ce récepteur protége les intestins de la flore commensale (367).

Certains patients souffrant de la maladie de Crohn présentent dans le sérum une forte
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réponse anticorps spécifique de la flagelline appartenant aux bactéries peuplant les
intestins (412, 413).

Il existe bien d'autres maladies ot le systéeme immunitaire est completement dérégulé
et l'arthrite rhumatoide en est un exemple. Cette maladie complexe touche les
articulations et fait intervenir bon nombre de cellules, immunitaires ou non, telles que
les fibroblastes, les ostéoclastes, les cellules T ou encore les macrophages (414). Une
susceptibilité génétique associée aux conditions environnementales conduit d'abord a
une autoimmunité puis a une inflammation chronique ou le TNF prend une place
importante (415). En effet, fout comme la maladie de Crohn, le traitement de I'arthrite

rhumatoide repose sur les traitements anti - TNF.

Les anti-TNF actuels consistent en l'administration de protéines de fusion d'une
immunoglobuline avec le TNFR2 ou celle d'anticorps neutralisant le TNF (32). Ces
traitements sont tres efficaces sur linflammation chronique, mais certains patients
montrent une susceptibilité aux infections opportunistes comme la listériose ou la
tuberculose (53-55). La création du dominant-négatif DN-TNF s'inscrit dans la
perspective de développer des traitements anti-TNF autres que ceux employés
actuellement en clinique (56). Notre étude du rdle du TNF dans l'infection par Listeria
monocytogenes, a la base fondamentale, contribue dans une certaine mesure a la
recherche clinique développée afin de soulager les patients. Nos travaux ont mis en
lumiére le réle important que pouvait avoir la forme membranaire du TNF. Nous avons pu
observer qu'/n vitro, les macrophages sont capables de produire le NO afin d'éliminer la
Listéria. In vivo, la seule expression du Mem-TNF permet, comparativement aux souris
TNF-/-, de réduire la charge bactérienne dans le foie et la rate. M@me si les animaux
Mem-TNF présentent un nombre de microabcés hépatiques importants, on a constaté
que ces structures sont de taille identique a celle des souris sauvages témoignant ainsi
du contréle de lafflux de neutrophiles par le TNF membranaire sur le lieu de
I'inflammation. Nos travaux viennent confirmer les études réalisées sur |'implication du
Mem-TNF dans l'infection par les mycobactéries sur les méme souris Knock In (416) ou
sur l'autre modeéle de souris transgéniques un peu moins physiologiques (390). Cette

résistance conférée par le Mem-TNF indique qu'il agit par contact cellulaire avec les
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macrophages ou les cellules T directement sur le site de l'infection. Il a d'ailleurs été
montré que le TNF doit tre produit localement lors d'infections par des pathogenes
intracellulaires (417) et l'administration de TNF par voie systémique est inefficace
(418). Le sTNF et le Mem-TNF pourrait exercer leur différentes fonctions selon le
récepteur qu'ils utilisent. Plusieurs études rapportent que le TNF membranaire peut
induire un signal grdce @ TNFR1 et TNFR2 (419-421). De plus, les cellules exprimant le
Mem-TNF disposent d'un autre moyen de signalisation grdce au signal inverse qu'elles
peuvent mettre en place (43, 44). Les travaux menés dans notre laboratoire mettent en
évidence que les souris TNFR2-/- sont résistantes a l'infection par Listéria (non publié)
et divers articles montrent que ce sont les souris TNFR1-/- qui sont sensibles ce
pathogéne (38, 227). Le Mem-TNF pourrait donc utiliser le TNFR1 comme récepteur
dans la réponse contre Listéria. Par ailleurs, il apparait que les cellules T CD8
interviennent dans la médiation cellulaire permettant le développement de I'immmunité
contre Listéria (243). Le transfert adoptif de splénocytes provenant de souris Mem-
TNF immunisées et transférées a des souris receveuses TNF-/- permet de protéger ces
souris. En effet, ces 80% de ces dernieres survivent a l'infection et présentent une
charge bactérienne réduite en comparaison des souris TNF-/- recevant les splénocytes
de souris TNF-/- immunisées. Le contact cellulaire des cellules T Mem-TNF transférées
lors de cette expérience permet d'induire localement I'activation des macrophages afin
de produire le NO indispensable a I'élimination des bactéries (229). Nos travaux
suggerent ainsi que l'expression du TNF membranaire sur les cellules T permet de
protéger les souris TNF-/- de l'infection par Listéria.

Ce réle intéressant du TNF membranaire est d'autant plus important dans le
cadre des traitements utilisés pour soigner [I'arthrite rhumatoide. Certaines
observations cliniques chez I'humain ou dans certaines expérimentations suggérent que
le TNF soluble est associé a des inflammations chroniques (392, 422) alors que le Mem-
TNF intervient plutdt dans la résolution de l'inflammation (423, 424). Ainsi, le dominant-
négatif du TNF permet de neutraliser le TNF soluble uniquement tout en laissant le
Mem-TNF exercer ses fonctions. Le DN-TNF a pu étre testé dans linfection par
Listéria sur des souris sauvages C57/BL6 puis sur des souris Mem-TNF. Contrairement

aux autres traitements comme I'étanercept, le DN-TNF préserve l'immunité innée des
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souris sauvages mais également celle des souris Mem-TNF montrant ainsi la spécificité
d'action de nouveau composé. Le DN-TNF montre de plus les mémes capacités que les
autres anti-TNF a traiter l'arthrite dans les deux modéles induits dans le cadre de

I'étude.

Les divers travaux effectués durant ma thése ont donc mis en évidence le réle
important de l'immunité innée au travers de l'action des TLR et leurs molécules
accessoires. La listériose est un modele d'étude immunologique permettant de mieux
comprendre le systeme immunitaire dans son ensemble. Cette compréhension devrait
nous permettre de mieux intégrer les notions d'immunité dans l'analyse clinique de

certaines pathologies infectieuses afin de mieux les traiter.
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Laure JANOT

Role des récepteurs Toll-Like et de CD14 dans la réponse a
Listeria monocytogenes et a la flagelline extraite de
Salmonella typhimurium

L’organisme est exposé a divers agents infectieux et doit mettre en place une réponse immunitaire adéquate pour se
protéger. Mes travaux de thése m’ont permis d’étudier la réponse innée a I’infection par Listeria monocytogenes (L.m) et
I’inflammation pulmonaire induite par la flagelline extraite de Salmonella typhimurium. Mes résultats ont mis en évidence
’association du co-récepteur CD14 avec TLR2 (Toll-like Receptor 2) dans la détection de L.m injectée par voie veineuse.
En revanche, CD14 ne semble pas étre associ¢ au TLR5 dans la reconnaissance de la flagelline. Par ailleurs, ’activation
des TLR par leurs ligands permet la synthése de cytokines intervenant dans 1’inflammation. J’ai ainsi pu étudier plus
précisément le TNF (Tumor Necrosis Factor). Cette protéine pro-inflammatoire est un des médiateurs principaux de
I’immunité et existe sous une forme membranaire qui a ¢té peu étudiée (Mem-TNF) et sous une forme soluble bien
connue (STNF). Mes études ont montré que ce Mem-TNF active la production de cytokines et de médiateurs chimiques de
I’inflammation conférant une protection partielle contre Listéria. L’étude de cette cytokine membranaire nous a permis de
tester une nouvelle génération de traitements moins agressifs que les anti-TNF contre I’arthrite rhumatoide ou la maladie

de Crohn.
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Implication of the Toll-Like Réceptor and CD14 in response
to Listeria monocytogenes and flagellin from Salmonella
typhimurium

Toll-like receptors (TLRs) recognize a wide range of microbial pathogens and their products modulate the innate
immune response that may lead to inflammation. In order to better understand the host-pathogen relationship, we have
studied the implication of the co-receptor CD14 in the innate immune response to Listeria monocytogenes and to the
bacterial flagellin from Salmonella typhimurium. Our results clearly show that TLR2 requires CD14 to control Listeria
infection whereas TLRS does not. Moreover, TLR activation leads to pro-inflammatory cytokines production such as
Tumor Necrosis Factor (TNF). This pleiotropic protein is required for normal development and function of the immune
system. TNF can be secreted (sTNF) or associated to the membrane (Mem-TNF). Our results suggest that Mem-TNF can
activate the synthesis of cytokines and chemicals mediators of inflammation and partially protect mice from a moderate
infection. These experiments open new avenues for the treatment of inflammatory disease like rheumatoid arthritis or

Crohn disease.

KEYWORDS : TLR2, TLRS, CD14, listeria monocytogenes, TNF, flagellin, pulmonary inflammation
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