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Résumé

RESUME

Bacillus anthracis, agent de la maladie du charbon, est aussi un agent majeur de la
menace biologique. Sa virulence est liée a deux principaux facteurs : une capsule et deux
toxines, la toxine oedémateuse (ET = EF + PA) et la toxine 1étale (LT = LF + PA). EF est une
adénylate cyclase, calcium et calmoduline dépendante, produisant une élévation de la
concentration en AMPc intracellulaire tandis que LF est une métalloprotéase a zinc clivant la
majorité¢ des Mitogen Activated Protein Kinase Kinases. Les toxines jouent un role central
dans la pathogénie de la maladie du charbon et dans la dérégulation des fonctions des cellules
du syst¢éme immunitaire. Le cytosquelette d’actine participe activement aux fonctions de
phagocytose et de migration des macrophages et des cellules dendritiques.

Cependant, peu d’études analysent I’implication du cytosquelette d’actine des cellules
immunitaires dans la physiopathologie des toxines. ET induit une rétraction temps-dépendant
des cellules dendritiques et des macrophages normalisés sur des micropatterns de
fibronectine, s’accompagnant d’une dépolymérisation de ’actine et d’une perte des points
d’ancrage des cellules dendritiques. Précocement, ET active la cofiline par ’activation de la
voie de signalisation AMPc — PKA — Protéines phosphatases. Malgré ces altérations du
cytosquelette d’actine, ET n’induit pas de modification des capacités phagocytaires des
cellules dendritiques, a I’exception d’une dérégulation de la maturation des phagosomes. ET
conduit également a une augmentation de la migration des cellules dendritiques in vitro par
activation et expression de CCR7 et CXCR4 a la surface des cellules dendritiques.

A Dinverse, LT conduit a un étalement temps-dépendant des cellules dendritiques
normalisées, accompagné d’une dérégulation de la dynamique de 1’actine provoquant des
regroupements anormaux d’actine filament. LT active les myosines phosphatases via la voie
RhoA-ROCK pour déphosphoryler les myosines II. A la différence de ET, LT inhibe les
capacités phagocytaires des cellules dendritiques mais ne conduit pas a une modification de la

migration des cellules dendritiques in vitro.



Abstract

ABSTRACT

Bacillus anthracis, the agent of anthrax, is also a major agent of biological warfare
threat. Its virulence is caused by two main factors : the capsule and two toxins, edema toxin
(ET = PA + EF) and lethal toxin (LT = LF + PA). EF is a calcium and calmodulin-dependent
adenylate cyclase, producing a rise in intracellular cAMP concentration, while LF is a zinc
metalloprotease cleaving the majority of Mitogen Activated Protein Kinase Kinases. The
toxins play a central role in the pathogenesis of the disease and the deregulation of the
functions of immune cells. The actin cytoskeleton is actively participating in the phagocytosis
and the migration of macrophages and dendritic cells.

However, few studies analyze the involvement of the actin cytoskeleton of immune
cells in the pathogenesis of toxins. ET induces a time-dependent retraction of dendritic cells
and macrophages on fibronectin micropatterns, accompanied by actin depolymerization and a
loss of the anchor points of dendritic cells. ET early activates cofilin by activating the cAMP -
PKA - Protein phosphatases signaling pathway. Despite these alterations of the actin
cytoskeleton, ET does not induce any change in the phagocytic capacity of dendritic cells,
except for a deregulation of the phagosomes maturation. ET also leads to an increase in the
migration of dendritic cells in vitro by activation and expression of CCR7 and CXCR4 on the
surface of dendritic cells.

In contrast, LT results in a time-dependent spreading of micropatterned dendritic cells,
accompanied by a dysregulation of actin dynamics causing abnormal combinations of actin
filament. LT activates myosin phosphatase via the RhoA-ROCK pathway to dephosphorylate
myosin II. Unlike ET, LT inhibits the dendritic cells phagocytosis but does not lead to a

change in dendritic cells migration in vitro.
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Introduction générale : Cytosquelette et toxines

CHAPITRE 1.1 : Bacillus anthracis et ses toxines

Dans ce premier chapitre, nous allons nous focaliser sur Bacillus anthracis, I’agent pathogéne
a Dorigine de la maladie du charbon. Aprés un bref rappel des propriétés morphologiques de
Bacillus anthracis et des effets cliniques de 1’infection, nous développerons plus en détail les
toxines de Bacillus anthracis comme facteur de virulence et leurs effets physiopathologiques

et cellulaires sur 1’hote.

1. Bacillus anthracis et la maladie du charbon

Bacillus anthracis, agent responsable de la maladie du charbon est une bactérie a Gram
positif associé au groupe Bacillus cereus. Zoonose affectant principalement les animaux
herbivores ruminants, elle n’est transmise a ’Homme que par contact direct avec un animal
infecté ou par ingestion de viande contaminée. Connue depuis I’antiquité pour son aspect
dévastateur sur les animaux, la maladie du charbon ne fut réellement décrite qu’en 1870 par
Robert Koch qui identifiait Bacillus anthracis comme 1’agent causal de cette maladie et
développait ainsi ses postulats et les bases de la théorie microbienne de I’infection. A partir de
cette époque, les travaux de Louis Pasteur portant sur I’inoculation de souches atténuées a des
moutons pour le développement d’un premier vaccin en 1881 a Pouilly-le-Fort, les études
d’Elie Metchnikoff sur les leucocytes et la phagocytose dans les années 1900, puis le
développement d’un vaccin vivant acapsulé avirulent par Max Sterne dans les années 1930

ont conduit a atténuer son effet dévastateur sur le bétail domestique [1].

D’importants travaux de recherche dans les années suivantes ont permis ’identification
des facteurs de virulence et de résistance de Bacillus anthracis. Au cours du XXéme siécle,
Bacillus anthracis est étudié comme agent de guerre biologique du fait de la grande stabilité
des spores. Les Etats-Unis et I’'URSS développérent un arsenal de production d’armes
biologiques dont le premier accident est survenu en 1979 a Sverdlovsk en Union Soviétique a
la suite d’une dissémination accidentelle de spores, causant 96 cas de charbon d’inhalation
[2]. Il faut attendre la premiére utilisation intentionnelle de spores de Bacillus anthracis dans
les lettres aux Etats-Unis en 2001 [3] comme arme du bio-terrorisme pour voir s’accroitre

considérablement les programmes de recherche et les progres en thérapeutiques.
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1.1 Morphologie et facteurs de virulences

Au cours de son cycle biologique, Bacillus anthracis, bactérie tellurique, peut se
présenter sous 2 formes bien distinctes : une forme résistante et infectante, la spore, et une
forme végétative, le bacille [4]. La forme végétative se présente sous forme de bacille isolé ou
en courte chalnette, immobile et capsulé, d’aspect en « canne de bambou » en culture. Elle

sécrete des toxines et se multiplie facilement en milieu favorable.

Cette forme végétative se compose de I’extérieur vers I’intérieur (cf. Figure 1) [5] :

- d’une capsule d’acide y-D-glutamique, dont le role est crucial dans la pathogénicité de
la bactérie et la résistance aux défenses de 1’hote comme la phagocytose,

- d’un réseau cristallin appelé « couche S», essentiel dans la protection et dans
I’adhésion cellulaire,

- d’une couche de peptidoglycane assurant I’intégrité cellulaire de la bactérie,

- d’une membrane cytoplasmique, dont les fonctions seraient de réguler la synthese des

toxines.

Figure 1 : Surface cellulaire de Bacillus anthracis sous sa forme végétative.
Observée en microscopie électronique. C : capsule, S : réseau cristallin, P : peptidoglycane,
m : membrane. Adaptée de la référence [6].

Des conditions bien spécifiques, comme la carence nutritive et la présence d’oxygene
libre peuvent déclencher la sporulation de la bactérie conduisant a la formation de spores

ovoides, résistantes a la chaleur, aux rayonnements et a un panel de produits chimiques.
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Formes infectieuses de la maladie, les spores peuvent rester en dormance pendant de

nombreuses années dans le sol et entrer en germination aprés avoir infecté un hote [7].

Cette forme sporulante se compose de I’extérieur vers I’intérieur (cf. Figure 2) [8, 9] :

- d’un exosporium, composé de plusieurs dizaines de protéines de surface, qui
b

pourraient avoir un réle important dans les interactions avec I’environnement et les
cellules hotes,

- d’un manteau ou coat, barriére protéique protégeant la spore des agents chimiques et
enzymatiques,

- d’un cortex constitué¢ de peptidoglycane,

- d’un noyau ou core, contenant ’unique chromosome et les deux plasmides de

virulence de la bactérie.

Exosporium
Manteau ou coat
Membrane externe
Cortex

Membrane interne

Noyau ou core

Figure 2 : Spore de Bacillus anthracis.
Observée en microscopie ¢électronique a transmission (grossissement X 92 000).
Adaptée de la référence [10].

La virulence de Bacillus anthracis repose sur la présence de ces 2 grands plasmides
extra-chromosomiques de virulence pXO1 et pXO2. Les geénes codant la toxine létale (LT,
lethal toxin) et la toxine oedémateuse (ET, edema toxin) sont portés par le plasmide pXO1 ;
ceux codant la capsule composée d’acide y-D-glutamique par pXO2 [4, 11]. Les toxines sont

de type A/B, formées de 2 composés. Le composant A (activity) est porteur de 1’activité
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enzymatique, a savoir le facteur oedémateux (EF, 89 kDa) pour ET, et le facteur 1étal (LF, 90
kDa) pour LT. Le composant B (binding), impliqué dans la liaison au récepteur cellulaire et
permettant le transport des composants catalytiques, est commun aux deux toxines : il est
dénommé antigéne protecteur (PA, 83 kDa). Les toxines feront 1’objet d’une discussion plus

poussée dans le paragraphe 2.

1.2 Formes cliniques de la maladie du charbon

La maladie du charbon s’exprime sous 3 formes cliniques naturelles chez [’homme,
conditionnées par le mode de contamination : la forme cutanée, la forme gastro-intestinale et
la forme pulmonaire [12]. Une nouvelle forme dite injectionnelle a récemment été¢ décrite
chez les toxicomanes, résultant de I’injection intraveineuse d’héroine contaminée par les

spores de Bacillus anthracis [13].

1.2.1 La forme cutanée [14]

Affectant principalement les personnes en contact direct avec les carcasses des
animaux et les produits d’animaux contaminés, la forme cutanée représente 90 a 95% des cas
de charbon. Apres une période d’incubation de 1 a 5 jours, cette forme conduit a ’apparition
de Iésions principalement au niveau des membres supérieurs, du cou et du visage, d’abord
sous la forme d’un érythéme prurigineux indolore évoluant en quelques jours en une escarre
noire caractéristique du charbon cutané. Les Iésions évoluent progressivement en un
asséchement de la crotite formée. En absence de traitement antibiotique et avec 1’apparition de

septicémie ou de méningite, la mortalité peut atteindre 20% des cas.

1.2.2 Les formes gastro-intestinales et oro-pharyngées [15]

Résultant de I’ingestion de viande peu cuite contaminée par des spores de Bacillus
anthracis principalement, la forme gastro-intestinale est la forme la plus rare et la moins
connue. Elle débute par I’apparition de syndromes pseudo-grippaux, accompagnés quelques
jours plus tard de syndromes digestifs, aboutissant a une distension de 1’abdomen et
I’apparition d’escarres au niveau de la paroi intestinale. Le déces de I’hote résulte de la
perforation des intestins et d’'une hémorragie. Fatale dans 50% des cas sous traitement chez

I’homme, cette forme est fatale dans 95% des cas chez les ruminants.
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Une variante complémentaire de cette forme gastro-intestinale est la forme oro-
pharyngée qui se développe au niveau des voies aériennes supérieures. Les premiers
symptomes d’cedéme cervical et d’adénopathie locale débouchent généralement sur une

dyspnée et une dysphagie.

1.2.3 La forme pulmonaire [16-18]

Considérée comme une forme rare et historiquement réservée a certaines classes de
travailleurs (trieur de laine et tanneurs) jusqu’aux éveénements successifs de 1976 a
Sverdlovsk et de 2001 aux Etats-Unis, la forme pulmonaire, la plus fatale et la plus fulgurante
est au coeur de nombreux travaux de recherche et représente une menace majeure bio-
terroriste. Faisant suite a une inhalation de spores de Bacillus anthracis, la période
d’incubation de quelques jours en moyenne se concrétise par un syndrome pseudo-grippal
avec des signes cliniques peu spécifiques, ne permettant pas un diagnostic rapide.

Seuls des signes radiologiques peuvent alerter le clinicien comme un ¢largissement du
médiastin, accompagné d’un infiltrat péri-hilaire sur une image de pneumopathie et un
épanchement pleural. Il s’ensuit une phase fulminante caractérisée par une septicémie et une
toxémie. Les signes cliniques associés combinent une dyspnée aigué, un épanchement

pulmonaire, un état de choc puis un déces tres rapide. La 1étalité est tres élevée.

1.2.4 La forme injectionnelle [19]

Cette forme résulte de I’injection intraveineuse d’héroine contaminée par des spores
de Bacillus anthracis. Depuis 2009, plus d’une centaine de cas ont été déclarés dans les pays
de I’Europe de 1’ouest, dont un cas a Chambéry en France en juillet 2012. Plusieurs dizaines
de patients sont décédés des suites de 1’infection marquée par un abces, une nécrose au site
d’injection et surtout un cedéme majeur des tissus sous-cutanés nécessitant un débridement

chirurgical et une compensation massive des pertes hydro-¢électrolytiques.
La maladie du charbon restera toujours une menace, a la fois naturelle ou accidentelle pour les

troupeaux et les hommes, et volontaire dans le cadre d’utilisation des spores lors d’attaque

bioterroriste.
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2. Effets physiopathologiques et cellulaires des toxines de Bacillus
anthracis

Lorsque les spores pénétrent dans 1’hote par les voies décrites précédemment, elles
vont rapidement germer pour donner naissance a la forme végétative. Les vitesses de
germination peuvent varier selon les voies de pénétration et les espéces. Les premiéres études
suggéraient que les spores ¢étaient phagocytées par les cellules de I'immunité innée
(macrophages et plus récemment cellules dendritiques) servant alors de « cheval de Troie »
pour disséminer les spores des sites périphériques aux ganglions lymphatiques [20-23]. Des
¢tudes récentes ont montré que la germination n’a pas forcément lieu a 'intérieur des cellules
et il est maintenant considéré que Bacillus anthracis est une bactérie extracellulaire, capable
de germer rapidement sans contact cellulaire [24, 25]. Les bactéries vont alors se multiplier et
se disséminer dans 1’organisme pour sécréter les facteurs de virulence dont les toxines,
¢léments majeurs dans la pathogénicité de la maladie, ce qui a donné naissance a 1I’hypothese
du « Jailbreak » [26]. Les toxines de Bacillus anthracis, responsables de la 1étalité jouent ainsi

des roles essentiels depuis les étapes précoces de la maladie du charbon.
Cette partie a pour objet de présenter les constituants des deux toxines, avant de développer

leur internalisation et leurs cibles biologiques chez 1’hdte. Nous aborderons dans une derniere

partie le role des toxines dans les deux phases de la maladie.

2.1 Constituants des toxines et récepteurs cellulaires aux toxines

Les trois composants peptidiques des toxines de Bacillus anthracis, PA, EF et LF sont
individuellement non toxiques, mais s’associent pour former les deux principaux facteurs de
virulence : la toxine 1étale LT, composée de LF + PA et la toxine oedémateuse ET, composée

de EF + PA.

2.1.1 L’antigene protecteur PA

Le PA natif, dénommé PAg; est une protéine composée de 4 domaines (cf. Figure 3)
[27]. Le domaine I, localisé en N-terminal contient la séquence RKKR qui est reconnu et
clivé par des protéases de type furine apres fixation du PA sur les récepteurs cellulaires. Ce
clivage conduit a la formation d’une sous-unit¢ de 63 kDa, appelé PAg;, indispensable a

I’oligomérisation en heptaméres ou octaméres [28-30]. Ce domaine I contient également deux
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sites de stabilisation de la structure par fixation d’ions Ca2+. Les domaines II a IV permettent
respectivement ’insertion dans la membrane plasmique par I’intermédiaire de feuillets f3,
I’oligomérisation des PA par interaction protéine-protéine et la liaison aux récepteurs
cellulaires [27, 31].

Le PA est une entit¢ non toxique en absence de EF et LF, ne permettant que

I’internalisation des facteurs a I’intérieur des cellules.

Figure 3 : Structure cristallographique du complexe PA - CMG-2.

PA se fixe sur le récepteur CMG-2 (bleu). Les 4 domaines du PA sont représentés de
différentes couleurs. Le domaine I est clivé par des protéases, ce qui libére la sous-unité Ia (20
kDa, jaune). La sous-unité restante, associée aux trois autres domaines forme le PAg; [32].

2.1.2 Le facteur létal LF

Le facteur létal LF est une protéine composée de 4 domaines, lui permettant de
s’associer avec le PA pour former la toxine létale LT (cf. Figure 4) [33, 34]. Le domaine I
situé en N-terminal, qui possede une forte homologie de séquence avec un domaine de EF est
responsable de la liaison de LF sur I’oligomeére de PA. Les domaines II et III ont une fonction
moins précise mais assureraient une conformation spatiale indispensable a [D’activité

enzymatique de LF et a la fixation des substrats [35]. Le domaine IV est le domaine portant
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I’activité enzymatique de LF en permettant la liaison du zinc, cofacteur de l’activité

catalytique [36].

Domaine I

o
§

MAPKK

Domaine IV

Figure 4 : Structure cristallographique du facteur létal LF.

Le domaine I (bleu foncé) est responsable de la fixation de LF sur PA, les domaine II (jaune)
et III (vert) sont responsables de la conformation spatiale et la fixation des substrats, le
domaine IV (bleu ciel) porte I’activité enzymatique. Adaptée de la référence [34].

De part son activit¢ de métalloprotéase a zinc, LF clive et inactive la partie N-
terminale de certains membres de la famille des Mitogen-Activated Protein Kinase-Kinase
(MAPKKs ou MEKSs) et ainsi inhibe les cascades de phosphorylation intracellulaires. Ces
voies de signalisation sont impliquées dans des processus majeurs et fondamentaux de la
cellule, telle que la survie, la différenciation cellulaire ou la mort par apoptose [37-40]. Il a été
montré trés récemment que LF est capable de cliver directement la protéine 1 des NOD-like
receptor (Nlrpl) et d’activer I’inflammasome. Il s’ensuit une activation des caspases 1 et de
I’IL-1B puis une mort cellulaire par pyroptose chez certaines espéces de rongeurs [41, 42]

mais pas chez ’homme.

2.1.3 Le facteur oedémateux EF

Le facteur oedémateux EF est une protéine structurée en 3 domaines qui s’associe au

PA pour former la toxine oedémateuse (cf. Figure 5). Sa structure comporte une partie N-
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terminale indispensable a la fixation au PA, une région catalytique portant [’activité
enzymatique de EF et un domaine en hélice permettant de masquer la région catalytique en

absence des co-facteurs [43].

Domaine en hélice

Région catalytique

Calmoduline

Figure 5 : Structure cristallographique du facteur oedémateux EF.

Structure libre de EF en haut et associée a la calmoduline (en rouge) en bas. La calmoduline
s’insere a la fois dans le domaine en hélice (en bleu) et dans la région catalytique (en vert),
permettant au site catalytique (en jaune) de lier le substrat. Adaptée de la référence [44].

La fixation des cofacteurs permet une ouverture de la structure de EF, une libération
du site catalytique et ainsi la fixation des substrats. EF est une adénylate cyclase dépendante
de la calmoduline et du calcium, capable de convertir trés rapidement I’ATP en AMPc,
second messager indispensable dans de nombreux processus cellulaires. Son activité est 1000
fois supérieure a I’activité des adénylates cyclases intracellulaires et peut convertir pas moins
de 2000 molécules d’ATP par seconde [45, 46]. Plusieurs études récentes ont montré que EF
posseéde les capacités de générer d’autres messagers intracellulaires, tels que du CMPc, du
UMPc et du IMPc en plus de I’AMPc ([47], cf. référence [48] pour une revue et discussion de
cette activité de EF).
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2.1.4 Récepteurs des toxines de Bacillus anthracis

PAg; peut se fixer a un des deux récepteurs membranaires pour permettre I’entrée des
toxines dans la cellule hote : ANTXR1 ou TEM-8 (Tumor Endothelial Marker-8) et ANTXR2
ou CMG-2 (Capillary Morphogenesis Protein 2). Exprimés de fagon ubiquitaire a la surface
des tissus et des cellules, ils possédent tous les deux un domaine extracellulaire Von
Willebrand Factor A, responsable de la liaison au PA et de la fixation a des composants de la
matrice extracellulaire. TEM-8 est capable de lier le collagene de type I et VI et la gélatine
tandis que CMG-2 peut interagir avec le collagéne de type IV, la laminine et la fibronectine
[49-52]. Ces deux récepteurs contiennent un domaine intracellulaire important qui permet
d’interagir avec le cytosquelette d’actine des cellules [53-55].

Bien que trés similaires, ces 2 récepteurs n’ont pas la méme implication dans la
physiopathologie de la maladie du charbon. CMG-2 présente une affinité 10 fois supérieure
pour PA que TEM-8. Des études utilisant des souris dont les régions transmembranaires des
récepteurs ont été inactivées montrent que CMG-2 est le principal médiateur de la 1étalité
induite par les toxines [56, 57]. Les souris dont CMG-2 a été inactivé sont résistantes a la fois
aux toxines ET et LT mais également a une infection de Bacillus anthracis in vivo alors que
les souris dont TEM-8 a été tronqué restent sensibles aux toxines et a I’infection [56, 57]. Une
troisieme protéine, 1’intégrine B1, possédant également un domaine Von Willebrand a été
récemment identifiée in vitro comme étant un potentiel récepteur du PA [58]. Le récepteur
LRP6 (Lipoprotein Receptor Related 6), dont le role reste controversé, pourrait étre impliqué
comme co-récepteur dans la genese de la Iétalité induite par les toxines mais les études

actuelles contradictoires ne permettent pas de conclure a un role essentiel de LRP6 [59-62].

2.2 Mécanisme de pénétration des toxines

Les mécanismes de pénétration cellulaire des toxines ont été largement décryptés au
cours des vingt derni€res années et peuvent étre séparés en trois principales étapes : la liaison

aux récepteurs, 1’internalisation et la translocation membranaire (cf. Figure 6).
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Figure 6 : Mécanisme de pénétration cellulaire des toxines de Bacillus anthracis.

Apres liaison aux récepteurs cellulaires CMG-2 et TEM-8, le PAg; est clivé en PAgs, capable
de s’oligomériser pour former un prépore. Ce prépore se déplace sur des DRM (Detergent
Resistant Membrane) ou la queue cytoplasmique du PA est ubiquitinylée, permettant le
recrutement de clathrine et une endocytose clathrine-dépendante. Apres leur passage dans les
MVB (multivesicular bodies), la baisse du pH entraine la libération des facteurs EF et LF
dans le cytosol. Adaptée de la référence [63].

Que ce soit en solution ou apres fixation aux récepteurs cellulaires CMG-2 et TEM-8,
le PAg; est clivé en deux sous-unités de 63 et 20 kDa, cette dernicre étant relarguée. Les sous-
unités PAgs s’associent en heptaméres mais aussi en octameres, structures plus stables en
solution que les formes heptamériques mais leur proportion ne représente que 20 a 30% des
oligomeres formés [29]. Une fois formé, 1’oligomére peut fixer les composants EF et LF dans
une proportion stoechiométrique de 1 a 4 EF/LF pour 7 a 8 PA aboutissant a la formation

d’un cluster a la surface cellulaire [64].
Ce complexe, a ’origine d’un prépore (cf. Figure 7) est redistribué a la surface

cellulaire vers des micro-domaines membranaires riches en cholestérol et en shingolipides,

nommés les Detergent Resistant Membrane (DRM) [65, 66].
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Figure 7 : Structure cristallographique des prépores de PA.

Chaque monomere de PA est d’une couleur différente et les récepteurs sont colorés en gris. A
gauche, vue de dessus permettant de visualiser 1’ouverture du prépore. A droite, vue de profil
ou l’association des boucles B des domaines II du PA forment un prépore traversant la
membrane plasmique. Adaptée de la référence [67].

Apres recrutement de la B-arrestine, protéine de régulation des récepteurs couplés aux
protéines G, a la membrane plasmique, les régions cytoplasmiques des récepteurs cellulaires
sont ubiquitinylées, permettant la formation de puits recouverts de clathrine [68, 69].
L’internalisation du complexe se fait par endocytose clathrine-dépendante. Les complexes se
localisent d’abord dans les endosomes précoces puis le bourgeonnement de la membrane va
provoquer la formation de vésicules intraluminales a I’origine de corps multivésiculaires
(MVB, multivesicular bodies) intracellulaires. Ces MVB vont alors migrer le long des
microtubules pour fusionner avec la membrane des endosomes tardifs [70]. La diminution du
pH dans les MVB entraine la conversion du prépore de PA en pore et permet ainsi le passage
des facteurs EF et LF a travers le pore par un mécanisme de transport actif. Avant d’étre
réellement libre, ces facteurs devront passer a travers la membrane des MVB : cette étape
appelée « Back-Fusion » est encore mal connue. Alors que LF diffuse dans le cytosol des
cellules, EF reste associé aux endosomes tardifs proche du noyau. Cette localisation de EF est
a Dorigine d’un gradient intracellulaire d’AMPc, la concentration d’AMPc au site de

relargage de EF étant plus importante en région périnucléaire [71, 72].
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2.3 Effets cytotoxiques de la toxine létale

De part son activité de métalloprotéase a zinc, LF clive et inactive les MEKs 1 a 4, 6 et
7, induisant une inactivation de 3 voies majeures de signalisation des MAPKs : la voie ERK
(extracellular-signal regulated kinase) par I’intermédiaire de MEK 1/2, la voie p38 par
I’intermédiaire de MEK 3/6 et la voie INK (Jun N terminus kinase) par 1’intermédiaire de
MEK 4/7 [37, 38, 40]. Cette action principale sur les voies des MAPKs conduit a un effet
inhibiteur global sur le syst¢éme immunitaire, le systéme vasculaire dans sa globalité et le
systéme endocrinien (cf. référence [63, 73-80] pour des revues complétes).

Les effets de LF sur ces systémes sont étudiés depuis de nombreuses années mais
I’ensemble des études ne permet pas toujours de conclure sur les effets. Ainsi, il apparait trop
ambitieux de vouloir décrire tous les effets et les cibles biologiques de LF. Nous nous
focaliserons sur le systéme immunitaire et les cellules de I’'immunité innée ou a I’interface
avec I’immunité adaptative. Nous tenterons de détailler deux aspects majeurs dans la
compréhension des dérégulations induites par LF pouvant s’inscrire dans la thématique de la

these : la létalité induite par LF et les effets immunologiques de ce dernier.

2.3.1 Létalité induite par LT

Les premicres études ont montré que LT est capable d’entrainer la mort de certaines
lignées de macrophages, les Raw264.7 et les J774. La suite des résultats a permis d’établir
une distinction entre des souches ou especes sensibles a LT, comme les souris BALB/C et les
rats Fischer, et des souches ou espéces résistantes a la mort induite par LT, tels que les souris
C57BL/6 et les rats Lewis. Cette sensibilité n’est pas liée au clivage des MEKs, mais résulte
du polymorphisme existant sur un géne particulier, Nlrpl chez le rat et Nlrp1b chez la souris.
Ces geénes codent une protéine NLRPI, indispensable dans 1’établissement de
I’inflammasome et 1’activation de la caspase-1 [41, 81]. LT clive directement la protéine
Nlrpl du rat et la protéine Nlrplb de la souris pour les especes sensibles a LT, aboutissant a
’activation de I’inflammasome, la mort rapide par pyroptose des macrophages par I’action de
la caspase-1 et relargage de cytokines pro-inflammatoires, I'IL-1p et 'IL-18 [42, 82].
L’ensemble de cette réponse immune pro-inflammatoire apporte un effet protecteur a
I’infection. En revanche, LT ne semble pas cliver les protéines Nlrpl et Nlrplb dans les
souches résistantes a LT, conduisant & une sensibilité plus importante de ces especes a

I’infection.
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D’autre part, les expériences in vivo chez la souris démontrent que leur mort est
indépendante de la sensibilit¢ des macrophages a LT [83], laissant supposer 1’implication
d’autres types cellulaires dans la 1étalité induite par LT ou la présence d’autres voies de mort
cellulaire. Une étude récente démontre que I’induction d’une apoptose serait a 1’origine de la
mort des macrophages. Cette apoptose résulterait du blocage des voies p38 et Akt par LT,
d’une libération d’ATP extracellulaire qui viendrait activer les récepteurs P2X7 puis
I’inflammasome [84]. Enfin, la susceptibilité¢ des cellules dendritiques a LT serait dépendante
de leur état de maturation: LT induirait la mort cellulaire uniquement des cellules

dendritiques immatures [85, 86].

2.3.2 Effets immunologiques de LT

Le profil cytokinique induit par LT a été largement étudi¢ chez les cellules
dendritiques et les macrophages [87, 88]. LT est capable de réduire la sécrétion d’ILS,
d’IL12p70, d’IL10 et de TNFa [80, 89]. Une étude récente de notre groupe a montré que LT
perturbe la production de chimiokines pro-inflammatoires, notamment la production de
CXCLS, perturbation corrélée a un affaiblissement du recrutement des polynucléaires
neutrophiles in vitro [90]. LT agit également sur la sécrétion des cytokines et notamment de
I’IFN-y par les cellules NK [91].

LT est capable d’inhiber la chémotaxie des polynucléaires neutrophiles par réduction
de la formation de filament d’actine F [92-94]. Il en ressort le méme constat chez les
macrophages dans des expériences de chémotaxie en présence de chémoattractant SDF-1a et
MIP-1a [95] et chez des PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells). 11 est important de
noter ici que I’ajout de ET en plus de LT conduit a une augmentation de la chémotaxie des
PBMC:s [96, 97]. Les résultats laissent supposer que cette altération serait directement liée a la
voie des MAPKs.

D’autre part, LT semble altérer la réponse oxydative des polynucléaires neutrophiles humains
mais les 2 études sur le sujet sont divergentes, ne permettant pas de conclure de I’effet de LT
sur cette activité bactéricide des cellules [98, 99].

La phagocytose ne sera pas abordée dans ce paragraphe puisqu’elle fait I’objet d’une synthese
déja effectuée dans I’article de revue présenté dans le chapitre 3 de cette partie. La figure 8 en

fin de chapitre synthétise les effets majeurs de LT sur le systéeme immunitaire.
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2.4 Effets cytotoxiques de la toxine oedémateuse

Grace a son activité d’adénylate cyclase dépendante de la calmoduline, EF génére une
¢lévation du taux d’AMPc par conversion de I’ATP en AMPc. L’injection sous-cutanée de
ET chez la souris conduit & des oedémes importants alors que 1’administration systémique
entraine un influx de liquide dans le lumen intestinal, des oedémes hépatiques, des atteintes
tissulaires et la mort des souris [100, 101]. L’importance de ET par rapport a LT dans la
physiopathologie de la maladie du charbon laisse des zones d’ombre. Selon le modele animal
d’étude in vivo, ET est ou n’est pas indispensable dans ’infection et la mort des animaux
[102-104]. 1l semble apparaitre que la concentration en EF est 5 fois plus basse que la
concentration plasmatique de LF chez le lapin in vivo, suggérant un ratio de 5 LF pour 1 EF

au stade tardif de la maladie [105, 106].

Certaines équipes suggerent que ET est non cytotoxique sur les cellules dendritiques,
endothéliales ou les macrophages [78]. De la méme maniére que pour LT précédemment,
nous focaliserons notre paragraphe sur des points clés des effets de ET, en abordant d’abord
les effets induits par I’excés d’AMPc mais aussi par la perte d’ATP dans la cellule, pour enfin

faire une synthése des effets immunologiques de ET.

2.4.1 AMPc et ATP, comme cible de ET

Les effets induits par ET peuvent étre vus sous 2 angles : soit ceux provoqués par une
augmentation de I’AMPc, soit ceux provoqués par la perte de I’ATP intracellulaire induit par
’activité adénylate cyclase accrue de ET.

Les mécanismes reliant 1’élévation de I’AMPc et les 1ésions induites par ET sont trés
mal connus. L’AMPc, de maniére générale, agit sur 2 cibles majeures dans la cellule : PKA
(Protein Kinase A) et Epac (Exchange Protein Activated by cAMP) qui est un facteur couplé
aux protéines GTPases Rap1 et Rap2. La liaison de I’AMPc sur les sous-unités régulatrices de
PKA conduit a la dissociation de leurs 2 sous-unités catalytiques. Ces dernieéres pourront
phosphoryler les résidus thréonine et sérine de nombreuses protéines intracellulaires. Comme
le mentionne trés bien I'une des revues de 1’équipe de Leppla, I’absence de réelles données
sur ce lien et les mécanismes de pathogénicité de ET pourraient étre comblés par 1’utilisation
de souris viables knockout pour les protéines PKA et Epac [63, 107, 108]. La concentration en

AMPc intracellulaire est finement régulée, notamment par des phosphodiestérases (PDE)
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capable de convertir ’AMPc en un composé incapable de fixer les cibles protéiques de
I’AMPc.

D’autre part, ET conduit & une diminution de la concentration en ATP, pouvant
affecter des processus biologiques comme le trafic vésiculaire. Une étude réalisée sur
Drosophilia melanogaster a montré que ET (tout comme LT) peut agir directement sur la
voie de recyclage des endosomes et plus particulierement sur les protéines Rab11/Secl5 des
exocystes. Le blocage de la formation des vésicules serait en partie di a la baisse de I’ATP
dans la cellule [109]. Ces études mériteraient d’étre complétées par des études plus poussées
sur le trafic vésiculaire des toxines et le recyclage des récepteurs et des facteurs, méme s’il a
¢té montré que ET est capable d’induire une sur-expression PKA-dépendante des récepteurs

TEM-8 et CMG-2 [110].

2.4.2 Effets immunologiques de ET

Tout comme LT, plusieurs études montrent que ET induit une diminution de la
chémotaxie des polynucléaires neutrophiles [92-94]. Cependant, une étude de Kim et al.
indique que ET augmente la vitesse de migration des macrophages dérivés de moelle osseuse
(BMDM) par activation de la voie PKA-CREB [111]. De leur coté, les cellules dendritiques
traitées par ET ont une capacité accrue a envahir un réseau de matrigel [97], probablement par
activation de la voie GSK (Glycogen Synthase kinase) — CREB [111, 112] ou par maturation
des cellules dendritiques induites par ET [97]. ET induit également une inhibition de ’activité
bactéricide des polynucléaires neutrophiles en inhibant la sécrétion de superoxide [98] ou la

production de phospholipase A2 [113].

ET modifie le profil de sécrétion des cytokines avec un effet dominateur par rapport a
LT sur la baisse de sécrétion de I'IL-12p70, un effet cumulatif sur le TNF-a et une
augmentation de I’IL-10. Enfin, ET réduit I’expression du complexe CD11b/CDIS8,
composant des intégrines B2 ayant un réle fondamental dans 1’adhésion et I’extravasation des
polynucléaires neutrophiles [94]. Ces études restent cependant en contradiction avec les
¢tudes de Wade ef al. et de Tessier et al. montrant que ET augmente la chémotaxie des PMNs
et le recrutement des polynucléaires neutrophiles en grande quantité au niveau du site
d’injection de ET [114, 115]. La figure 8 en fin de chapitre synthétise les effets majeurs de ET

sur le systéme immunitaire.
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2.5 Roles des toxines dans les phases précoces et tardives de la maladie
du charbon

Les toxines de Bacillus anthracis jouent un role déterminant dans les 2 phases de la
maladie du charbon que nous avons abordées au début de chapitre, comme I’ont montré les
¢tudes in vivo de souris dépourvues des récepteurs TEM-8 et CMG-2 [116]. Pendant la phase
précoce de ’infection, les toxines ciblent prioritairement le systéme immunitaire pour faciliter
la survie et la dissémination du pathogene alors que lors de la phase plus tardive, leur action
est systémique et affecte différents tissus conduisant a la 1étalit¢ de la maladie. La figure 8

résume les cibles de ces toxines durant les 2 phases.
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Figure 8 : Roles des toxines dans les phases précoces et tardives de I’infection.

Aprées germination des spores, les toxines ET et LT détournent le systéme immunitaire lors de
la phase précoce pour se multiplier et se propager dans 1’organisme. Dans la phase tardive, LT
cible prioritairement les cardiomyocytes et les cellules des muscles lisses alors que ET altére
les hépatocytes, le tout conduisant a un collapsus vasculaire. En parallele, chez certaines
souris sensibles a LT, LT active la voie de la caspase-1 pour induire une réponse pro-
inflammatoire a I’origine du recrutement des polynucléaires neutrophiles. Cette action aura un
role protecteur sur I’infection. Adaptée de la référence [76].
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2.5.1 La phase précoce et le détournement du systéme immunitaire

Etant donnés les effets de ET et LT sur les cellules immunitaires abordés
précédemment et synthétisés dans la figure 9, il n’est pas étonnant de conclure que les toxines
ciblent prioritairement les cellules immunes et particulierement les cellules myéloides. Si les
récepteurs CMG-2 et TEM-8 sont absents des cellules myéloides, les souris deviennent
résistantes a 1’infection, prouvant que les cellules de ’immunité innée forment une plaque
tournante dans le contrdle de la dissémination de 1’agent pathogene [116].

Les polynucléaires neutrophiles semblent étre le premier type cellulaire impliqué,
suivis des macrophages, des cellules dendritiques en particulier. ET et LT affectent les
fonctions normales des cellules immunitaires, allant de la production de chimiokines,
cytokines ou de superoxides jusqu’aux fonctions de phagocytose et de migration (cf.
paragraphe 2.3 et 2.4 de ce chapitre). LT semble jouer un réle plus important dans la mise en
place de I’infection [116] alors que ET la prolongerait par sur-expression des récepteurs de
PA et la demi-vie des toxines dans le plasma. Cependant, une étude trés récente apporte la
preuve d’un role déterminant de ET dans la propagation du pathogene dans I’organisme [104].
Ainsi, ce détournement du systétme immunitaire favorise la survie, la multiplication et la
propagation des bactéries dans le sang et les ganglions lymphatiques. De trés grandes
quantités de toxines sont alors sécrétées dans le sang conduisant aux effets tardifs et 1étaux de

la maladie du charbon.
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Figure 9 : Synthése du détournement du syst¢éme immunitaire par les toxines de Bacillus
anthracis. Modifiée et actualisée a partir de la référence [80].
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2.5.2 La phase tardive et I’atteinte systémique de I’infection

Les toxines de Bacillus anthracis ne jouent pas seulement un rdle dans la phase

précoce de la maladie mais sont aussi a 1’origine de la 1étalit¢ dans la phase tardive de la
maladie.
Alors que la bactérie en elle-méme peut étre ¢liminée par un traitement antibiotique
approprié, les toxines sécrétées restent prépondérantes et toxiques pour 1’hote. Les études sur
souris in vivo dépourvues des récepteurs de PA démontrent que LT cible prioritairement les
cardiomyocytes et leurs fonctions contractiles et les cellules des muscles lisses [101, 117]. LT
induit un collapsus vasculaire non hémorragique et indépendant des cytokines, le tout
accompagné d’une nécrose hypoxique des cellules et organes cibles [100, 118, 119]. Les
hépatocytes et les cellules endothéliales ne sont pas forcément des cibles majeures de LT
[101] malgré de nombreuses études in vitro montrant des modifications du cytosquelette, des
jonctions cellulaires et des voies endosomales de recyclage impliquées [120-122].
Contrairement a ce qu’on pouvait attendre, les cellules endothéliales, sensibles aux
modifications du taux d’AMPc ne sont pas la cible majeure de ET. ET induit aussi des
oedémes hépatiques en ciblant les hépatocytes et non les cellules endothéliales adjacentes et
les cellules des muscles lisses. Le foie est donc la cible majeure de ET [101]. Les oedemes
causés seraient essentiellement dus a l’augmentation de fluide dans les compartiments
interstitiels.

Ainsi, Bacillus anthracis utilise ses 2 toxines en ciblant les dommages sur 2 systémes
vitaux : le systéme cardiovasculaire et le foie. La 1étalité induite ne serait pas uniquement lié¢e
aux toxines mais plutdt par le sepsis qui résulterait de la forte prolifération des bactéries

[123].
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CHAPITRE 1.2 : Cytosquelette des cellules immunitaires et
toxines de Bacillus anthracis

Dans ce deuxiéme chapitre, nous allons nous focaliser sur le cytosquelette des cellules
immunitaires, et principalement sur le réseau des filaments d’actine afin de montrer
I’importance de cette architecture dans les fonctions immunes et dans les interactions hotes-
agents pathogénes. Aprés un apercu de l’organisation du cytosquelette dans les cellules
immunitaires, nous présenterons les protéines majeures de régulation des filaments d’actine et
le role des filaments d’actine dans certaines fonctions des cellules immunitaires d’intérét dans
notre travail. Nous terminerons sur un tour d’horizon de I’implication du cytosquelette dans la

pathogénicité des toxines et prendrons comme exemple les toxines de Bacillus anthracis.

1. Organisation du cytosquelette

Depuis longtemps, il était considéré que le cytosquelette était constitué de trois
composants : les filaments d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Des
¢tudes tres récentes révelent la présence d’un quatriéme constituant, les septines dont le role

est bien connu dans les fonctions de division cellulaire [124] (Figure 10).
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Figure 10 : Composants constitutifs du cytosquelette.
Le cytosquelette des cellules comprend 4 éléments : les filaments d’actine, les microtubules,
les filaments intermédiaires et les septines. Adapté de la référence [124].
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1.1 Les microtubules [125-127]

Constitués de dimeres d’a- et B-tubulines, les microtubules se présentent comme des
polymeéres cylindriques, rigides et creux en forme de tubes. Ces molécules de tubuline sont
capables de lier le GTP soit de manicre irréversible pour 1’a-tubuline, soit de maniere
réversible et échangeable pour la B-tubuline. De structures polaires, les microtubules peuvent
se polymériser et se dépolymériser trés rapidement a partir d’une extrémité + alors que 1’autre
extrémité est englobée au niveau du centrosome, pres du noyau et regroupant une majorité des
extrémités - des microtubules. A partir de ce centrosome, les dimeres de tubuline couplés au
GTP sont ajoutés progressivement pour former des feuillets qui se replient sur eux mémes
pour former le microtubule.

Les microtubules sont en continuelle phase de dépolymérisation et repolymérisation, leur
conférant une instabilité qui peut étre controlée par des protéines de stabilisation MAP
(microtubule-associated-proteins). La dynamique d’interaction avec les microtubules
s’effectue au moyen de 2 protéines motrices, les kinésines et les dynéines qui vont entre autre

permettre le mouvement des organites le long des microtubules.

1.2 Les filaments intermédiaires [128-130]

Polymeres protéiques trés résistants, les filaments intermédiaires forment un réseau
extensible autour du noyau et jusqu’a la membrane cellulaire. Les molécules qui composent
les filaments intermédiaires sont des molécules fibreuses allongées, regroupées en une famille
d’une cinquantaine de membres, telles que la kératine, la vimentine ou la lamine. La
formation des filaments intermédiaires consiste en I’assemblage de dimeéres superenroulés de
maniére antiparalléle pour former une unité tétramérique. Le processus d’assemblage et de
dissociation est un processus lent et il est trés rare de retrouver des formes libres.

Les filaments intermédiaires participent principalement au maintien de I’intégrité cellulaire et

au soutien de I’enveloppe du noyau.

1.3 Les septines [131, 132]

Récemment, les septines ont été considérées comme un constituant a part entiere du
cytosquelette. Les septines peuvent s’associer aux filaments d’actine et aux microtubules et

peuvent également former un réseau orthogonal de filaments au niveau de la membrane
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cytoplasmique interne. Les septines sont des protéines de liaison au GTP, qui forment des
complexes hétéro-oligomériques grace a leur domaine de liaison au GTP et leur région amino
et carboxy-terminale. Le complexe ainsi formé de 4 sous-unités constitutives s’organisent en
batonnets octamériques symétriques. Leur assemblage aboutit a des filaments non polaires,
des réseaux de filaments ou des anneaux.

Les septines participent activement a la division cellulaire, a la compartimentalisation des

cellules et aux interactions hotes — agents pathogenes.

1.4 Les filaments d’actine

Les filaments d’actine se forment par polymérisation de monomeéres d’actine globulaire
(actine G) en présence d’ATP constituant un filament flexible et polaire (actine filament ou
actine F) [133]. La premicére étape débute par la nucléation de trois monomeéres d’actine G
grace a l’action des protéines de la famille des formines et du complexe Arp2/3 servant
d’amorce a la polymérisation. La polymérisation rapide de 1’actine en filament, dépendante de
I’activit¢é ATPasique de l’actine s’effectue a partir de D’extrémité +, dite « barbue » par
incorporation d’actine-ATP [133, 134]. L’extrémité -, dite « pointue » contient des
monomeéres liés a ’ADP qui peuvent étre dissociés par dépolymérisation. Les monomeres
d’actine-ADP sont alors convertis en monomeres d’actine-ATP pour étre utilisés dans un

autre cycle de polymérisation (Figure 11).
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Figure 11 : Formation d’un filament d’actine.

La polymérisation d’un filament d’actine a partir de monomeéres d’actine G se déroule en 2
phases : une phase de nucléation aboutissant a la formation d’un trimére puis une phase
d’élongation a I’extrémité barbue du filament d’actine F. Adaptée de la référence [135].

Structures dynamiques, les filaments d’actine peuvent s’assembler en des réseaux
réticulés, notamment dans les lamellipodes, en des réseaux fasciculés non contractiles dans les

filopodes ou protrusions et en réseau fasciculés contractiles dans les fibres de stress [134].
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La dynamique d’assemblage et de désassemblage des filaments d’actine est régulée par de
nombreux facteurs permettant de maintenir une balance de régulation et conférant aux cellules

leurs formes et leurs capacités fonctionnelles.

2. Protéines impliquées dans I’architecture des filaments d’actine et
régulation

Le cytosquelette d’actine permet la génération et le maintien de la morphologie
cellulaire et sa polarisation dans les fonctions d’endocytose, de trafic intracellulaire, de
contractilité, de migration et de division cellulaire.

Au sein de la cellule, ’assemblage, le désassemblage et la stabilisation des filaments d’actine
sont régulés par une quantité importante de protéines se liant a I’actine (ABP, actin-binding
proteins) [134, 135]. Les activités de ces ABP sont sous le controle de voies de régulation
complexes et imbriquées les unes dans les autres. Cette partie résumera les grandes catégories
d’ABP. Nous ne développerons en détail que les protéines d’intérét pour notre travail de

these.

2.1 Protéines de D’assemblage et le désassemblage des filaments
d’actine

Cette catégorie d’ABP contient 3 grandes familles de protéines: les protéines de
nucléation, les protéines de régulation de croissance, de stabilit¢ et de désassemblage des

filaments d’actine et les protéines de liaison aux monomeres [ 134, 135].

2.1.1 Les protéines de nucléation

La premicre étape dans la formation de nouveaux filaments d’actine est la nucléation.
Les nouveaux filaments peuvent se former a partir de 1’extrémité barbue ou en sectionnant un
filament existant. Différentes protéines peuvent effectuer cette nucléation, dont le complexe
Arp2/3 et les formines [135].

La nucléation a I’extrémité de filaments s’effectue par le complexe Arp2/3, important
dans les ramifications a I’extrémité des cellules mobiles. La fixation de ce complexe avec les
monomeres d’actine G génére un trimere stable, base de départ de la polymérisation du
filament [134]. Ainsi, Arp2/3 agit comme une protéine de coiffe qui favorise une croissance

rapide des filaments. Son activité est étroitement liée a la protéine WASp (Wiskott-Aldrich
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Syndrome protein), dont le role est probablement de fournir les monomeéres d’actine a
I’extrémité barbue des filaments [135, 136].

D’autre part, la nucléation de I’actine en phase de polymérisation se fait également par les
formines. Les formines assemblent des filaments d’actine en faisceaux paralléles. Ces
protéines sont normalement recrutées lorsqu’un filopode se développe a I’extrémité d’une
cellule en mouvement. Ainsi, elles sont capables de stimuler I’allongement d’un filament

d’actine tout en restant accrochées a la membrane plasmique [134].

2.1.2 Les protéines de régulation de croissance, de stabilité et de
désassemblage

Une fois nucléés, les filaments d’actine sont capables de s’étendre rapidement par
ajout de monomeres a I’extrémité barbue. La longueur des filaments est controlée par des
protéines de coiffe comme la gelsoline qui bloque 1’addition de nouveaux monoméres. La
gelsoline peut aussi sectionner les filaments d’actine, augmentant la dynamique de ’actine

[135].

De plus, les protéines les mieux caractérisées dans la dépolymérisation de I’actine sont
les facteurs de dépolymérisation de I’actine (ADF) et les protéines de la famille des cofilines.
Protéines hautement conservées et ubiquitaires, elles jouent un rdle central dans le
« turnover » de I’actine. Elles se fixent a 1’actine F-ADP et provoquent la dissociation de
I’actine-ADP des extrémités pointues des filaments d’actine [135, 137]. L’effet stabilisateur
des filaments contre la dépolymérisation des filaments est favorisé par les tropomyosines, qui
se fixent le long des filaments empéchant 1’effet de coupure par la gelsoline et de
dépolymérisation par la cofiline [134]. Les tropomyosines régulent également les interactions

entre les myosines et les filaments d’actine.

D’autre part, la cofiline s’est révélée étre une protéine d’intérét dans notre travail de
thése, nécessitant plus de détails pour la compréhension des résultats obtenus.
Protéine centrale dans le contrdle de la dynamique de 1’actine en catalysant la polymérisation
et la dépolymérisation de 1’actine, la cofiline peut décomposer des filaments d’actine,
controler le renouvellement des filaments, le flux et le pool de monomeres d’actine pour les
phases de polymérisation [138]. Elle est distribuée dans la totalité de la cellule mais sa

proportion est augmentée dans la partie corticale de la cellule, a proximité de la membrane

45



Introduction générale : Cytosquelette et toxines

plasmique et en avant dans les cellules migratoires. Un modele de son cycle d’activité est

présenté dans la figure 11.
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Figure 12 : Cycle d’activité de la cofiline.

Apres déphosphorylation ou détachement de son partenaire inhibiteur, la cofiline située sous
la membrane plasmique s’active et coupe les filaments d’actine, générant des extrémités
barbues libres. La cofiline est alors liée a des monomeres d’actine G-ADP. La LIM kinase
(LIMKT) dissocie le complexe cofiline — actine G-ADP par phosphorylation de la cofiline.
Les monomeres d’actine G-ATP sont disponibles pour les processus d’élongation des
filaments d’actine. Enfin, la cofiline est ensuite recyclée a son compartiment initial [139].

La cofiline posséde 2 sites de liaison a I’actine : le site G/F requis pour la liaison a
I’actine F et I’actine G et impliqué dans les activités de dépolymérisation, et le site F,
responsable de la liaison a I’actine F et de I’activité de coupure [140]. Comme mentionné
précédemment, sa liaison a ’actine F-ADP au niveau des extrémités pointues permet de
couper de vieux filaments ou des filaments pré-existants pour former des extrémités libres
barbues. Grace aux activités de coupure et de dépolymérisation générant une augmentation de
la concentration en actine G, la cofiline participe a 1’assemblage des filaments d’actine en

accentuant la quantité d’actine G et le renouvellement des filaments d’actines.

Plusieurs mécanismes ont été reportés pour controler I’activité de la cofiline et ainsi
inhiber son activité (Figure 13) : phosphorylation sur la sérine 3 de la cofiline en réponse a
des signaux extracellulaires, liaison a des phospho-inositols, oxydations ou baisse du pH
intracellulaire [141, 142]. La protéine majeure de phosphorylation de la cofiline est la LIM
kinase, sous la dépendance des voies de signalisation de Rho-ROCK et Cdc42/Rac. Cette
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phosphorylation conduit a inhiber ses activités de liaison a 1’actine F, de coupure des
filaments et de dépolymérisation [137].

A Dinverse, la cofiline peut redevenir active par déphosphorylation sous 1’action de
différentes phosphatases : la chronophrin (CIN), la famille des slingshot phosphatases (SSH)
ou des protéines phosphatases de type 1 et 2A (PP1 et PP2A). Ainsi, la balance d’activités
entre les kinases et les phosphatases est cruciale dans la détermination du niveau de
phosphorylation et de I’activité de la cofiline [142-145]. Elle est régulée par de nombreuses

voies de régulation incluant des tyrosines kinases ou les membres de la famille des GTPases.
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Figure 13 : Controle de la dynamique des filaments d’actine par la cofiline.

La cofiline se lie prioritairement a ’actine F-ADP, stimule la coupure et la dépolymérisation
des filaments d’actine. La cofiline est inactivée par phosphorylation de la sérine 3 par les
LIMKSs et est réactivée par les phosphatases CIN, SSH, PP1 et PP2A. Adaptée de la référence
[142].

2.1.3 Les protéines de liaison aux monomeéres

La croissance rapide des filaments d’actine dans les cellules en migration et suite aux
réponses intracellulaires et extracellulaires nécessite une régulation fine de la disponibilité des
monomeres d’actine. La famille des ADF/cofiline participe a cette action, tout comme la

profiline qui facilite I’échange de I’ADP par de ’ATP [134].
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2.2 Protéines d’organisation des filaments d’actine

L’organisation des filaments d’actine en réseau et en structure est cruciale pour la
morphologie et les fonctions cellulaires. A I’exception des ramifications formées par les
complexes Arp2/3, toutes les autres structures des filaments d’actine sont formées par 2 types
d’ABP : les protéines de fasciculation, telle que la fimbrine, et les protéines de réticulation,
comme la filamine [134, 135].

A titre d’exemple, la formation de réseau d’actine fasciculé résulte de 1’alignement de
filaments d’actine paralleles ou anti-paralleles, en ligne droite, maintenus par des protéines
disposant le plus souvent de 2 sites de fixation de I’actine, telle que la fimbrine. Ce réseau se
retrouve dans les filopodes, fins prolongements de membranes contenant des filaments

d’actine paralleles associés.

2.3 Protéines de contractilité des filaments d’actine

Une tension interne peut étre exercée sur les cellules dans les mécanismes d’adhésion,
de polarité cellulaire ou encore de migration. La principale famille de protéines impliquées
dans cette tension ou contractilité est la famille des myosines. La myosine et notamment la
myosine II forme avec I’actine un réseau contractile intra-cytoplasmique ayant pour
principales fonctions de réguler les tensions de la cellule et d’éviter son étalement anarchique
[134].

Impliquées dans de nombreux processus cellulaires dynamiques, les myosines II sont des
moteurs moléculaires dépendant de 1’actine qui produisent un mouvement par I’hydrolyse de
I’ATP. Les myosines II sont des protéines héxamériques composées de trois paires d’éléments
: les 2 chaines lourdes (MHC), les 2 chaines 1égéeres essentielles (ELC) et les 2 chaines 1égeres
régulatrices (MLC). Les chaines MHC sont composées de 3 éléments : la téte, le cou et la

queue [146].
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Figure 14 : Structure des myosines II.

Composés hexamériques, les myosines se composent de 2 chaines lourdes divisées en 3
partie : la téte, le cou et la queue de longueur variable. Les chaines 1égeres, essentielles et
régulatrices se fixent sur le cou des chaines lourdes. Adaptée de la référence [146].

La téte de la MHC contient le site de fixation a 1’actine, dépendant de I’activité
ATPasique. Alors que le cou permet la fixation des autres chaines pour stabiliser les MHC, la
queue reste la région la plus variable en terme de longueur et de fonctions [147-149]. La téte
de la myosine II peut fixer ’ATP entrainant son détachement des molécules d’actine. Cet
ATP est alors hydrolys¢ en ADP + Pi. La libération du Pi induit un changement de
conformation conduisant au déplacement de la téte de la myosine qui finit par se re-fixer sur
une autre molécule d’actine. Cet enchainement dans le cycle de I’ATP permet une avancée
des filaments d’actine [146].

Les myosines II s’assemblent de maniére antiparalléle par I’intermédiaire de leurs queues
pour former un homodimére liant deux filaments d’actine. Grace a cette association, les
myosines peuvent « se déplacer » le long des filaments d’actine et exercer des forces sur

I’actine-F [150].

D’autre part, les MLC portent ’activit¢ régulatrice des myosines II. L’activité
ATPasique des myosines est hautement dépendante de la phosphorylation des chaines MLC
(Figure 15). Dans 1’état inactif de la myosine, les MLC, déphosphorylées, sont en structure
compacte ne permettant pas la liaison a I’actine. La phosphorylation des MLC en thréonine 18
et sérine 19 conduit au dépliement de la myosine et a son activation. Les principales kinases

responsables de 1’activation des myosines par phosphorylation sont la MLCK (myosin light-
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chain kinase) et la Rho Kinase ROCK (Rho-associated, coiled coil-containing kinase) [148,
149]. A T’inverse, les MLC peuvent étre déphosphorylées par des myosines phosphatases,
comme la protéine phosphatase 1 (PP1) ou par la MLCP (myosin light chain phosphatase). La
MLCP possede une sous-unité active, la MYPT1 (myosin phosphatase-targeting sub unit 1),
rendue inactive par phosphorylation par ROCK. Dans son état actif, la MYPT1 est
déphosphorylée, conduisant & une déphosphorylation de la MLC et a une inactivation de la
myosine II [150]. Il semblerait que la chaine lourde des myosines peut également étre

phosphorylée.
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Figure 15 : Régulation de I’activité des myosines.

Les myosines II déphosphorylées sont dans un état replié et inactif. La phosphorylation de la
chaine légere régulatrice par des kinases conduit a son activation et permet I’assemblage entre
myosines II et sur les filaments d’actine, autorisant une contractilité du cytosquelette d’actine.
La déphosphorylation par des myosines phosphatases de type MYPT1 permet le retour a 1’état
inactif. Adaptée de la référence [146].

Enfin, il existe d’autres ABP fondamentales dans 1’organisation des réseaux de
filaments d’actine, telles que les protéines de liaison entre la membrane plasmique et les
filaments d’actine (ERM pour Ezrin Radixin Moesin [151]), ou encore les protéines
permettant une connexion antre les filaments d’actine et les récepteurs d’adhésion cellulaire

ou intégrines (taline, vinculine).
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2.4 Régulation du cytosquelette d’actine

Les paragraphes précédents ont montré que 1’architecture du cytosquelette d’actine est
dépendante de nombreuses protéines impliquées dans les processus de nucléation, de
polymérisation, de dépolymérisation et de contractilité. Pour se faire, une régulation fine et
complexe est indispensable. Devant la complexité de ces régulations, nous ne présenterons
que la régulation des protéines d’intérét par la famille des Rho-GTPases, sans pour autant

négliger ’implication d’autres voies de régulation dans nos travaux de recherche.

Les composants centraux dans la régulation de 1’architecture des filaments d’actine sont
les petites GTPases de la famille de Rho, et notamment Rho, Rac et Cdc42. Elles peuvent se
trouver dans 2 états inter-convertibles d’activité en fonction de la liaison au GTP ou au GDP :
un état inactif cytosolique lorsqu’elles sont liées au GDP, et un état actif localisé a la
membrane plasmique et dans certains compartiments cellulaires lorsqu’elles sont liées au
GTP. Le cycle d’échange du GDP et du GTP est régulé par des facteurs d’échange (Figure
16), tels que GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors) qui catalyse la formation de GTP
et ’activation des GTPases, GAP (GTPase-Activating Proteins) qui hydrolyse le GTP rendant
la GTPase inactive et GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitors) qui séquestre les

GTPases dans leur état inactif [152].
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Figure 16 : Régulation de la polymérisation et de la dépolymérisation des filaments
d’actine par les Rho GTPases. Adaptée de la référence [136].
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La figure 16 illustre de manicre simplifiée les protéines impliquées dans chaque voie de
signalisation des GTPases. La GTPase RhoA conduit a la phosphorylation des myosines et de
la cofiline par I’intermédiaire de ROCK. Pour la myosine, ROCK phosphoryle a la fois la
MLC des myosines directement, mais aussi la sous-unité régulatrice de la MLCP, la rendant
inactive et renforgant la phosphorylation des myosines [153]. Impliquée dans la
polymérisation de 1’actine dans les lamellipodes, la GTPase Rac intervient sur le complexe
Arp2/3, sur les formines pour la nucléation mais aussi sur la cofiline par I’intermédiaire de
PAK (p21-activated kinase) [153]. La GTPase Cdc42 de son coté semble plus importante

dans la formation des filopodes par activation des complexes Arp2/3.
Toutes ces voies de signalisation sont interconnectées entre elles et dépendantes d’autres

facteurs extérieurs. L’activation ou I’inhibition d’une voie de signalisation influe sur I’activité

des autres GTPases.

3. Role du cytosquelette d’actine dans les fonctions immunitaires

Le cytosquelette d’actine est finement régulé par de nombreuses protéines et voies de
régulation. Comme mentionné précédemment, ce réseau complexe est impliqué dans de
nombreux processus cellulaires. Il n’est pas étonnant de comprendre qu’il est la base des
fonctions cellulaires des cellules immunitaires, et notamment des cellules dendritiques et des
macrophages. Nous allons développer quelques fonctions des macrophages et des cellules
dendritiques et montrer le role du cytosquelette d’actine et des protéines de régulation dans la
formation des podosomes des cellules dendritiques, dans la phagocytose des macrophages et

des cellules dendritiques et dans la migration des cellules dendritiques.

3.1 L’actine dans la structure des podosomes des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques communiquent avec leur environnement et notamment la
matrice extracellulaire. Cette communication bidirectionnelle entre 1’environnement et le
cytosquelette d’actine s’effectue par I’intermédiaire d’intégrines, localisées le plus souvent
dans des structures d’adhérence. Les cellules dendritiques, principalement les cellules
dendritiques immatures possédent de telles structures appelées podosomes. Ces podosomes

leur permettent de franchir les barrieres anatomiques grace a la présence de métalloprotéases
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dans le cceur d’actine des podosomes. Les podosomes remodelent la matrice extracellulaire, la
dégradent pour faciliter la formation de protrusions [154, 155].

Micro-domaines d’adhérence localisés au niveau de la membrane plasmique, les
podosomes sont constitués d’un cceur d’actine reli¢ aux filaments d’actine et de protéines
responsables de la polymérisation et de la dépolymérisation de ’actine comme le complexe
Arp2/3 ou la gelsoline [156]. L’ensemble est entouré de protéines structurales et de
signalisation, impliquées dans la contractilit¢ des podosomes comme la myosine II ; ou dans
la liaison et I’activation des intégrines, telles que FAK, la vinculine, la taline ou la paxilline
[157, 158] (Figure 17). Les podosomes sont des structures dynamiques qui fusionnent et se
dissolvent rapidement pour se reformer ensuite. La croissance du cceur d’actine par
polymérisation génére des tensions a Dl’intérieur des réseaux d’actine et ces tensions, a
I’origine du recrutement d’autres protéines et a l’intégrit¢ des podosomes, impliquent
fortement la fonction contractile des myosines II [159]. L’assemblage des podosomes est sous
la dépendance de voies de régulation communes avec I’organisation du réseau d’actine, dont

les GTPases de la famille Rho, la voie Src ou PI3K [160, 161].
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Figure 17 : Composition et dynamique des podosomes.

Les podosomes sont composés d’un cceur d’actine relié au cytosquelette d’actine et entouré
d’un anneau constitué de protéines de liaison a 1’actine et d’intégrines. La croissance des
podosomes s’accompagne d’une contractilité des filaments d’actine induite par les myosines
ITa. Adaptée de la référence [159].
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3.2 L’actine dans la phagocytose des cellules dendritiques et des
macrophages

La phagocytose est un processus d’internalisation employé par les cellules spécialisées
du systéme immunitaire comme les macrophages, les cellules dendritiques et les
polynucléaires neutrophiles. Elle permet d’internaliser des micro-organismes, des particules
ou des débris cellulaires a partir de récepteurs cellulaires comme les récepteurs pour la partie
Fc des immunoglobulines (FcR) ou les récepteurs du complément (CR3). Les cellules
dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigéne, qui aprés internalisation et
dégradation des composés, vont appréter les antigénes protéiques issus de la dégradation a
leur surface cellulaire. Ce processus fondamental a pour fonction d’activer des lymphocytes
lors de I’'immunité adaptative. Ces cellules, notamment dans leur état immature, sont de
puissants phagocytes [162].

La phagocytose demande une déformation importante de la morphologie des cellules et
de la membrane plasmique qui repose sur des modifications transitoires du réseau d’actine.
Ainsi, la polymérisation intense de I’actine, associée a une activité contractile génére une
force permettant la déformation de la membrane et la fermeture du phagosome avant d’étre
compleétement internalisés [163-165]. Tout comme dans la formation des podosomes, de
nombreuses protéines de liaison et de régulation de 1’actine sont impliquées dans toutes les

¢tapes de phagocytose (Figure 18).

Phagocytose Phagocytose CR3

N
Fer 9 CR3 /’ N
! P / N
1gG Complément A
FeR CR3
RhoG RhoG
= N
Cde42 Rac RhoA
£ Y
M L > Formine ROK
N-WASP WAVE MLC
v
q4 ¢ ARP2/3
Arp2/3 Myosine |l
Contraction
v K ~N [
Assemblage d’actine et contractilité Assemblage d’actine et contractilité

Figure 18 : Voies de signalisation impliquées dans la formation des coupes phagocytaires
lors des phagocytoses FcR et CR3.

Selon le type de phagocytose, les GTPases de la famille Rho sont les éléments centraux dans
la formation de la coupe phagocytaire conduisant a la polymérisation de 1’actine et la
contractilité de ce réseau [163].
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Selon le type de phagocytose, les voies de régulation sont différentes mais font
intervenir les GTPases de la famille Rho. La phagocytose FcR requiert les voies Cdc42 et
Rac, et principalement le complexe Arp2/3 comme nucléateur alors que la phagocytose CR3
implique seulement la voie RhoA-ROCK avec un rdle pour les formines. Il n’est pas étonnant
de constater que les myosines jouent un réle fondamental dans ces 2 types de phagocytose,

comme I’ont montré des expériences d’inhibition des myosines II ou de la MLCK [166].

D’autre part, il a ét¢ montré que la cofiline est recrutée au niveau des coupes
phagocytaires se formant lors de I’initiation de la phagocytose et qu’elle semblerait avoir un

role majeur dans les étapes de la phagocytose [167-170].

Ainsi, la dynamique de I’actine est la pie¢ce maitresse dans les étapes de phagocytose (Figure
19). Les perturbations des voies de régulation et des protéines associées a [’actine

engendreraient une modification des capacités phagocytaires des cellules.
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Figure 19 : Implication des filaments d’actine dans les étapes du processus phagocytaire.
La formation de filopodes et de « membrane ruffling » permet de lier des particules ou agents
pathogénes a internaliser. La liaison de ces éléments sur les récepteurs FcR ou CR3 conduit a
une destruction locale des filaments d’actine couplée a un recrutement d’autres récepteurs
cellulaires. Afin de former la coupe phagocytaire, les filaments d’actine sont nucléés pour
débuter la polymérisation et I’englobement complet de 1’¢lément a phagocyter. L’intervention
des myosines dans la phase tardive permet la contraction des filaments d’actine autour de la
particule [164].
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3.3 L’actine dans le processus de migration des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont des sentinelles du syst¢eme immunitaire et forment un
intermédiaire indispensable entre I’immunité innée et I’'immunité adaptative. Particuli¢rement
importantes dans les tissus, comme la peau, le tissu intestinal et le tissu respiratoire, les
cellules dendritiques rentrent rapidement en contact avec les agents pathogénes grace a de
nombreux récepteurs cellulaires. Aprés phagocytose des agents pathogenes, elles initient des
changements phénotypiques a I’origine de leur maturation. Cette maturation s’accompagne
entre autres d’une sur-expression des récepteurs aux chimiokines CCR7 et CXCR4. Pour
activer les réponses immunes, les cellules dendritiques doivent migrer dans les ganglions
lymphatiques drainants (revue référence [171]). Bien que les mécanismes régulant la
migration des cellules dendritiques ne soient pas pleinement compris, nous allons aborder

quelques points importants pour la compréhension de notre travail.

Premiére étape dans la migration des cellules dendritiques, la transmigration consiste au
passage des cellules dendritiques a travers I’endothélium des vaisseaux lymphatiques. Les
cellules dendritiques tissulaires doivent migrer a travers la matrice extracellulaire et les
cellules endothéliales pour rejoindre le réseau lymphatique [172] et les ganglions drainants.
Ce processus, moins bien décrit pour les cellules dendritiques semble impliquer les intégrines
de surface qui se lient aux récepteurs cellulaires de I’endothélium VCAM et ICAM, ainsi que
le cytosquelette d’actine et les protéines de régulation (revue référence [173]). Les myosines
II, apres activation par la semaphorine 3A, induisent une contraction cellulaire indispensable a

la transmigration des cellules dendritiques a travers I’endothélium lymphatique [171, 174].

D’autre part, une étude récente a montré que les cellules dendritiques peuvent migrer
indépendamment des intégrines et des molécules d’adhésion, en périphérie et dans les tissus
lymphoides, c’est a dire dans un environnement confiné [175], ce qui n’est pas applicable sur
une surface plane. Cette migration, dite amiboide, résulte du flux rétrograde généré par les
complexes d’actomyosine pour compenser 1’absence d’adhésion: le réseau d’actine est
propuls¢ a 1’avant de la cellule par des contractions d’actomyosine a ’arriere de la cellule.
Ces contractions sont provoquées par les myosines II. La polymérisation de 1’actine a 1’avant
des cellules dendritiques et 1’activation des myosines II a 1’arriere de la cellule sont 2
parametres fondamentaux, qui apres altération pourraient influer sur la vitesse et la migration

en elle-méme [176]. D’autres études ont suivi pour démontrer que la myosine II est essentielle
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a une migration rapide des cellules dendritiques [177, 178]. L’activité motrice de la myosine
II semble requise pour la migration des cellules dendritiques ex vivo et in vivo [175, 179].
D’autre part, ’équipe de Lennon-Duménil a montré trés récemment que la fonction de capture
des antigénes et la fonction de migration des cellules dendritiques sont coordonnées dans
I’espace et dans le temps et seraient antagonistes [178]. L’enrichissement transitoire de la
myosine IIA a I’avant des cellules provoque un ralentissement de la vitesse de migration mais
favorise la capture des antigénes par macropinocytose.

La myosine II étant cruciale dans tous ces processus de migration des cellules
dendritiques, il n’est pas étonnant de constater que I’inhibition combinée de ROCK et MLCK
atténue la migration de ces cellules [177]. La voie des Cdc42 semble aussi importante pour la
migration des cellules de Langerhans dans les vaisseaux lymphatiques [180-182]. D’autres
protéines de I’actine comme les formines [183] ou les protéines de coiffe [184] sembleraient
impliquées dans la migration.

Certaines études impliqueraient les podosomes des cellules dendritiques dans les processus de

migration mais certainement lors des phases d’immobilisation [185].

Comme nous venons de le voir, le processus de migration des cellules dendritiques est tres
complexe et dépendant de I’environnement des cellules dendritiques. Il devient clair que le
cytosquelette d’actine, la myosine II et les protéines de liaison et de régulation jouent une part

importante dans cette fonction.

4. Le cytosquelette d’actine, comme cible émergente des toxines :
exemple de Bacillus anthracis

A la vue des ¢éléments décrits précédemment, il n’est pas étonnant de comprendre que
le cytosquelette d’actine est une cible principale des agents pathogeénes bactériens ou viraux,
et des toxines des bactéries. Les études d’interaction entre les agents pathogenes, leurs
facteurs de virulence et le cytosquelette d’actine se sont considérablement multipliées ces
dernieres années et de nombreuses revues permettent régulierement de faire une synthése des
dernieres avancées dans ce vaste domaine qu’est I’interaction hote-agents pathogenes. Cette
partie n’a pas pour vocation de reprendre ces éléments. Certains aspects généraux sont donnés
ci-dessous pour introduire 1’intérét de I’étude du cytosquelette d’actine dans les interactions

entre les toxines de Bacillus anthracis et les cellules immunitaires. Nous terminerons cette
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partie par la revue que nous avons écrite pour mettre en évidence le cytosquelette comme

cible émergente des toxines de Bacillus anthracis.

Le cytosquelette d’actine est hautement concerné dans les infections microbiennes :
ainsi, le réseau d’actine cortical représente une barriére physique a 1’invasion des pathogenes
et peut étre détourné par les pathogeénes pour pénétrer les cellules; certains pathogenes
utilisent le cytosquelette d’actine pour se déplacer, croitre et se diviser a I’intérieur de la
cellule ou encore pour contourner les réponses immunes déclenchées par les cellules hotes
[141, 186]. D’autres pathogenes sécrétent des facteurs de virulence ou ont développé des
mécanismes permettant d’utiliser la machinerie de polymérisation/dépolymérisation de
I’actine pour créer un environnement propice a leur développement. Certaines toxines
bactériennes modifient directement les molécules d’actine et sont réparties en 3 groupes : les
toxines conduisant a une ADP-ribosylation des molécules d’actine sur 1’arginine 177,
provoquant une dépolymérisation des filaments d’actine ou une absence de polymérisation,
les toxines induisant une polymérisation de I’actine ou encore les toxines favorisant la
réticulation des filaments d’actine (revue référence [187]).

Les ABP sont aussi des cibles privilégiées des pathogenes. Les virus et les bactéries
peuvent interagir et moduler I’activité de la cofiline pour faciliter leur entrée, leur réplication,
leur mobilité a 'intérieur de la cellule et I’évasion du systéme immunitaire (revue référence
[141]). Les facteurs de virulence sécrétés par les bactéries et les toxines peuvent également
exploiter les GTPases de la famille Rho pour faciliter I’invasion cellulaire et la prolifération a
I’intérieur de la cellule hote (revue référence [188-190]. Ces toxines peuvent modifier
I’activité¢ des GTPases par des séries de glucosylation, d’adénylation ou de protéolyse par

exemple, ou par des modulations des effecteurs GAP et GEF des GTPases.
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Abstract: Bacillus anthracis, the agent of anthrax, has gained virulence through its
exotoxins produced by vegetative bacilli and is composed of three components forming
lethal toxin (LT) and edema toxin (ET). So far, little is known about the effects of these
toxins on the eukaryotic cytoskeleton. Here, we provide an overview on the general effects
of toxin upon the cytoskeleton architecture. Thus, we shall discuss how anthrax toxins
interact with their receptors and may disrupt the interface between extracellular matrix and
the cytoskeleton. We then analyze what toxin molecular effects on cytoskeleton have been
described, before discussing how the cytoskeleton may help the pathogen to corrupt general
cell processes such as phagocytosis or vascular integrity.

Keywords: anthrax toxins; cytoskeleton; actin; phagocytosis; vascular integrity

1. Introduction

Bacillus anthracis, the agent of anthrax, is a common veterinary disease and major agent of
biological warfare important for biodefense [1]. The attacks in 2001, consisting of letters contaminated
with anthrax spores in the United States, have confirmed its potential use as a weapon of bioterrorism
and justify the growing need to understand the pathophysiology of this dreadful pathogen [2].
B. anthracis is a gram-positive, aerobic bacterium that can form very resistant spores in poor
environments. Its virulence is linked to two main factors: the capsule formed by poly y-D-glutam6i8
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acid, whose operon is encoded by the plasmid pX0O2, and the two toxins (edema toxin (ET) and lethal
toxin (LT)) encoded on the other virulence plasmid named pXO1 [3,4]. By pulmonary route of infection,
B. anthracis induces a toxemia associated with sepsis and respiratory distress within a few days,
rapidly progressing to death without treatment [5,6]. Anthrax toxins play a central role in pathogenesis
and deregulation of the immune system (review in [7,8]). At the cellular level, many toxin effects have
been described (review in [4,9]). Some studies have suggested that the toxins also target the
cytoskeleton [10-15]. We attempt here to review how the anthrax toxins may interact with the
cytoskeleton, a crucial component of eukaryote cells crucially involved in homeostasis.

2. General Overview on Bacillus anthracis Toxins and the Cytoskeleton
2.1. Bacillus anthracis Toxins

The toxins are A/B type, formed by the association of three components. Components A bear the
enzymatic activity. Edema factor (EF, 89 kDa) for ET is a calmodulin-dependent adenylate cyclase,
that increases intracellular cAMP concentrations [4,16], while lethal factor (LF, 90 kDa) for LT is a
zinc-dependent metalloprotease cleaving specifically the N-terminus of most mitogen-activated protein
kinase kinases (MAPKK or MEK) [4,17]. This MEK cleavage disrupts signaling cascades essential in
cell proliferation, cell cycle regulation and immune function, such as ERK 1/2, INK/SAPK and p38,
signaling pathways (review in [4,7]). The B component, involved in binding cell receptor, is common
for both toxins: it is named protective antigen (PA, 83 kDa), after its immunogenic properties (review
in [9,18]). The mechanisms of cell penetration by toxins have been thoroughly deciphered over the
past twenty years and can be separated into three major steps: receptor binding, internalization,
membrane translocation (reviewed in [9,18]). PAgs binding to specific cell receptors (ANTXR1 or
TEM-8 for Tumor Endothelial Marker-8 and ANTXR2 or CMG-2 for Capillary Morphogenesis
Protein-2) [19] allows its cleavage by a furin-like protein into two subunits of 63 and 20 kDa, the latter
being released (Figure 1). A third co-receptor named LDL receptor protein (LRP)-6 has been
proposed [20], while its effective role has been discussed and may be cell-type specific [21,22].
Interestingly, a group has demonstrated that anthrax toxin receptors interact with LRP6 to control Wnt
signaling [23].

PAg; subunits associate in heptamers to form a pre-pore, redistributed to the cell surface in lipid
rafts. This allows the binding of EF or LF components in a stoichiometric ratio of 3 LF/EF to 7 PA.
The toxin-receptor complex is then internalized by clathrin-dependent endocytosis [9,24,25]. A pH
decrease within early endosomes results in the translocation of these factors in multivesicular bodies
(MVB), finally merging with the intracellular membrane of late endosomes. This last step facilitates
the translocation of LF into the cytoplasm, while EF stays associated to the membrane of the late
endosome [26]. Its perinuclear localization generates intracellular cAMP gradients from the cell
nucleus to the periphery. Interestingly, mouse mutants for each toxin receptor have been produced,
showing that CMG-2 plays a unique role as a major receptor of anthrax toxin in vivo [27].
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Figure 1. Interactions between anthrax toxin receptors and cytoskeleton. This figure
highlights the links between cytoskeleton, anthrax toxin receptor (ANTXR) and the
extracellular matrix. The physiological roles of ANTXR are not well known so far, unless
they interact with extracellular matrix fibers. Their intracellular tail interacts with actin,
and there is an inverse correlation between the binding of TEMS to actin and the amount of
protective antigen (PA) bound to receptors. After PA-ANTXR interaction, at least several
signals can be sent to trigger PA endocytosis: (i) PA-ANTXR interactions trigger src-like
kinase which in turn phosphorylates CMG-2 and TEM-8 intracellular tail favoring the
toxin intracellular entry; (ii) a second target for anthrax receptor signaling may be ARAP3
(Arf GAP and Rho GAP with ankyrin repeat and pleckstrin homology domains); (iii) LRP6
coreceptor control Wnt signaling.
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2.2. The Cytoskeleton

The cytoskeleton is a cellular scaffolding system whose functions include broad fundamental cell
processes such as morphology and plasticity maintenance, movement, signal transduction, membrane
and organelle trafficking. The cytoskeleton consists of three filament systems integrated into a
complex network regulated by associated proteins: (i) actin microfilaments; (ii) microtubules; and
(iii) intermediate filaments. As anthrax toxin effects have been described only on actin filaments and
microtubules, we will restrict our description on these two systems.

Microfilaments are formed by a globular protein called actin, which exists in unpolymerized
(G-actin) and polymerized (F-actin) forms. F-actin is composed of two parallels strands of actin
monomers. The dynamic and spatial organization of the actin cytoskeleton is regulated at multiple
levels by a variety of proteins that control numerous processes such as nucleation, polymerization,
stabilization, branching and cross-linking of actin filaments [28—30]. Moreover, these regulatory and
structural proteins enable cells to form and remodel functional structures like stress fibers,
lamellipodia, filopodia, phagosomes and endocytic vesicles [30-32]. These macromolecular scaffolding
structures are regulated by a complex interplay of Rho GTPases, kinases and phosphatases, which are
again affected by bacterial pathogens or toxins [33,34]. The Rho GTPases are master regulators ng
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cytoskeletal dynamics and cell shape [35], immune responses [36,37] and phagocytosis [38]. The three
best-known members of the Rho GTPases family include RhoA, Cdc42 (Cell division Cycle 42) and
Racl, all of which can act as actin regulator switches by cycling between an inactive GDP- and active
GTP-bound states [28,34]. In their active GTP-bound state, Rho GTPases interact with downstream
effectors involved in the dynamic rearrangement of actin and microtubule filaments. Activation of
RhoA induces the formation of stress fibers that are contractile bundles of polymerized actin containing
myosin motor proteins. Racl regulates the formation of membrane ruffles or lamellipodia and Cdc42
controls the formation of filopodia or finger-like cell protrusions at the cell periphery [31,34,35].

Microtubules form well-organized hollow tubes composed of covalent association of alpha/beta
tubulin heterodimers. These protofilaments radiate from the microtubule-organizing center (MTOC)
located at the centrosome in the cytoplasm, in order to allow directional flow of proteins and
organelles to a specific location [39,40]. The complex organization of microtubules is responsible for
cell polarity, leading to MTOC’s movement toward the site of phagocytosis [41]. The Rho GTPases
and many microtubule-associated proteins (MAPs), motor proteins like dyneins, and kinesins also
interact with microtubules [37,40].

As the cytoskeleton intervenes in many dynamic cell processes, it has to be controlled by many
regulatory proteins and is the target of multiple signaling pathways. As a result, the cytoskeleton
network is a prime target for pathogens and their virulence factors.

3. Association between Anthrax Receptor, Extra-Cellular Matrix and the Cytoskeleton

It is interesting to note that the precise physiologic role of TEM-8 and CMG-2 is currently
unknown, although mutations of TEM-8 and CMG-2 in humans strongly suggest their role is very
different from toxin endocytosis (review in [42]). Mutation in the cmg-2 gene is linked to juvenile
hyaline fibromatosis (JHF) and infantile systemic hyalinosis (ISH) [43,44]. Clinically, the patients
suffer from generalized fibromatosis resulting by deposition of hyaline in the dermis. Mutation in the
extracellular domain of fem-§ has been described in a patient with infantile hemangioma, characterized
by a rapidly growing area of angiogenesis [45]. Intriguingly, TEM-8 mutation disrupted the expression
of VEGFR1 and VEGFR?2 signaling. Taken together these data strongly suggests that TEM-8 and
CMG-2 have very specialized functions hijacked by anthrax toxins. Along those lines the anthrax toxin
triggers src-like kinase which in turn phosphorylates CMG-2 and TEM-8 intracellular domain favoring
toxin entry [46]. A second target for anthrax receptor signaling may be ARAP3 (Arf GAP and Rho
GAP with ankyrin repeat and pleckstrin homology domains) [47].

Extracellular domain of CMG-2 is known to interact with collagen IV and laminin [48].
Extracellular domain of TEM-8 interacts with collagen I and VI, and gelatin [15,49,50]. The cytosolic
tail of TEMS directly docks the actin cytoskeleton, helping cell spread by coupling matrix ligand to
intracellular cytoskeleton [15]. TEM-8 seems to organize actin filaments into bundles [51], suggesting
that potential actin reorganization drives cell shape changes and spreading after PA attachment.
In addition, TEMS8-1, but not TEM8-2 interacts with the actin network which modulates affinity for PA
and promotes its heptamerization [25,51,52]. An inverse correlation exists between TEMS binding to
actin and the amount of PA bound to receptors [51]. Cortical actin cytoskeleton seems to be required

for heptamerization of PA when bound to TEMS-1 that is organized in an actin dependent manner, but
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not when bound to CMG2. Upon toxin binding, actin-TEMS interaction is released, but actin remains
essential for heptamerization and endocytosis of heptameric PA [25]. However, future studies are
required to better understand the role of the cytoskeleton in toxin uptake and intoxication.

4. Anthrax Toxins and Disruption of the Cytoskeleton Network
4.1. LT Effects

The effects of LT on the cytoskeleton have been relatively recent discoveries. Most of the studies
have focused upon actin in endothelial and epithelial cells, as well as immune cells like macrophage or
neutrophils (Figure 2).

Figure 2. Effects of anthrax lethal and edema factors on cytoskeleton regulatory pathways.
This hypothetical figure describes anthrax lethal factor (LF, red) and edema factor
(EF, green) main targets along the regulatory pathways of cytoskeleton. On the one
hand, LF probably activates Cdc42 and/or ROCK. ROCK activation could increase
Myosin Light Chain (MLC) phosphorylation, leading to cell contractility. In parallel,
LF-Mitogen-Activated Protein Kinase (MEK) cleavage blocks the Hsp27 phosphorylation
cycle, impairing actin monomer transport to an area of new actin filament assembly. On
the other hand, EF increases the cAMP level which signals via PKA and/or Epac/Rapl,
potentially leading to the activation of Racl and inducing protrusions and retraction of the
membrane. In parallel, EF could inhibit RhoA, leading to a reduction of F-actin via
cofilin activation.
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4.1.1. Actin Network

One major issue when considering the effects of LT on various cells is its diverse effects. On one
hand, after exposure to LT, human endothelium and lung epithelial cells progressively show mechanical
stiffness [11], blebbing, and elongation [53,54]. These morphological changes correlate with
re-organization of the actin cytoskeleton characterized by thick actin cables or actin stress fibers [53-56]
parallel to each other, with loss of cortical F-actin [53,54] but increased central F-actin content [11,54]
or increased actin filament assembly [11]. For many authors, unconventional formation and
stabilization of stress fibers occurred in the presence of LT over a course of 6-24 h, i.e. (i) in the
absence of direct activation of RhoA/ROCK pathway or Racl by LT [11,53]; (ii) with equivalent
phosphorylation of both cofilin [11,53] and myosin light chain (MLC) [53]; (iii) requires host gene
transcription modifications by LT to participate in the thick actin cable formation [11,53]. For Cdc42
activity, results are more divergent: Lehmann et al. observe an increase in active GTP-bound Cdc42 in
LT-treated epithelial cells [11] while Rolando et al. show equivalent activity of Cdc42 in
LT-intoxicated human endothelial cells [53].

In contrast to the previous studies, a recent study of Warfel et al. on lung microvascular endothelial
cells shows actin stress fibers accompanied by increased MLC phosphorylation and cleavage of
ROCK-1, leading to the activation of ROCK-1 after 72 h of LT exposure. ROCK-inhibitors seem to
block LT-induced stress fiber formation and phosphorylation of MLC, suggesting an involvement of
ROCK pathways in maintaining LT-induced stress fibers [56]. Consequently, RhoA/ROCK pathway is
most likely not directly modulated by LT but may control the stability of these actin cables.

On the other hand, after 2 h, LT reduces the ability of neutrophils to spread and actin filament
assembly at the leading edge [13,57]. Actin-based motility of the intracellular pathogen Listeria
monocytogenes in HeLa cells is also affected by LT [14]. In proteomics studies on mouse macrophage,
the beta isoform of actin is upregulated [58], but gamma actin is decreased [59]. The study by
Nour et al. also describes LT-treated murine macrophages lacking actin cytoskeleton after 90 min [60].

All these studies may also implicate one or all of the three major MAPK pathways altered in
LT intoxication [61]. The effect of LT on neutrophil actin assembly is independent of MEKI
inhibition [14], while inhibition of the p38-MAPK pathway by LT blocks the Hsp27 phosphorylation
cycle, impairing actin assembly and chemotaxis [13].

Taken together, these opposite results suggest that p38 MAPK signaling and other pathways like
Cdc42 or actin regulators, such as MLC or ROCK, may mediate LT effects on actin dynamics. Yet, the
mechanism by which LT leads to this reorganization of the actin cytoskeleton remains unclear.

4.1.2. Microtubule Network

While LT induces stress fiber formation in lung epithelial cells, it stabilizes microtubules, with
multiple, highly active protrusions without formation of a leading edge and MTOC polarization [11].
However, proteome and DNA array analysis of mouse macrophages treated with LT induce a notable
decrease of cellular tubulin [59,62], while LF alone does not appear to directly cleave tubulin [62].
DNA array analysis also indicates that microtubule-associating proteins expression (i.e., kinesin
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motor-protein) is altered in LT-treated macrophages [62], suggesting an altered stability of the
microtubule network in macrophages.

4.2. ET Effects

ET induces significant morphological and cytoskeletal changes in different mammalian cells [63],
including macrophages [10,64,65], primary human microvascular endothelial cells (HMVEC) [12] and
neutrophils [57] (Figure 2). Some morphological differences have been observed between cells after
ET treatment: (i) formation of filopodial protrusions in mammalian cells [63,64] versus reduction in
macrophage [10]; (ii) rounded morphology in macrophages and mammalian cells [10,63,64] versus
flattened morphology in human microvascular endothelial cells (HMVEC) [12]. In any case, every cell
type had reduced spread morphology, a lowered F-actin content and actin redistribution to the cell
margin in a time-dependent manner [10,57,63,64].

Some results support a role for the cAMP-dependent Protein Kinase A (PKA) pathway in the
reorganization of actin network [10,57,63,64]. PKA is a serine-threonine kinase that phosphorylates
many cytoskeletal proteins, including actin, microtubules and intermediate filaments. The role of
Exchange Protein Activated by cAMP (Epac) is less clear, as one study on mammalian cells suggest a
lack of Epac activation [63], while another suggests an activation of Epac and Ras-proximate-1 (Rap1)
pathway alone [12], or associated with PKA signaling [10]. The disruption in the balance of Epac/PKA
activity seems to be responsible for these cytoskeleton’s effects. As for LT effects, it clearly appears
that ET-related cytoskeleton disruption and intracellular signaling are cell type-dependent. So far, no
studies have explored the potential effect of ET on microtubules.

Because of its biochemical adenylate cyclase activity, ET may be compared to toxins with
identical functions: ExoY of Pseudomonas aeruginosa [66] or adenylate cyclase toxin of
Bordetella pertussis [67]. B. pertussis, the causative agent of whooping cough, produces toxins
including an adenylate cyclase (CyaA) which also possesses hemolytic activity. It appears clearly that
CyaA causes morphological changes [68—70], including membrane blebbing in erythrocytes [70].
Recent work by Kamanova ef al. demonstrated that the adenylate cyclase activity of CyaA causes
transient and selective inactivation of the GTPase RhoA in mouse macrophages and activation
of cofilin, leading to massive actin rearrangements. These latter effects wane faster at high
toxin concentration and are accompanied by a formation of membrane extensions referred as
lamellipodia or membrane ruffling [71]. Consequently, cAMP signaling of CyaA toxin rapidly halts
complement-mediated phagocytosis of macrophages [71] and human neutrophils [69,72,73].

Soluble adenylate cyclase ExoY of P. aeruginosa, injected by a type III secretion system in a host
also generates a cCAMP pool in the cytosol and mimicked using a forskolin activated soluble adenylyl
cyclase I/II (sACI/IT) by several authors ([74] and reviewed in [75]). Activation of SACI/II or directly
ExoY generates a large cAMP increase that induces endothelial cell retraction [74,75], with an intact
cortical F-actin network and a decrease of MLC phosphorylation [74] and probably a role in bleb-niche
formation in epithelial cells [76].

66



Introduction générale : Cytosquelette et toxines

Toxins 2012, 4 920

5. From the Cytoskeleton up to Cellular and Organ Disruption

Anthrax toxins have many effects on the cytoskeleton. We will examine here the consequences of
cytoskeleton disruption on some key cell functions and at the organ level. We focus our analysis here
on two paradigms of cell function and organ disruption: cell phagocytosis and vascular integrity.

5.1. B. anthracis Toxins, Cytoskeleton and Phagocytosis Disruption

Phagocytosis is one of the first innate defense mechanisms involved for pathogen scavenging.
Moreover, phagocytosis activates the adaptive immune system by antigen presentation. As B. anthracis
escapes so efficiently from the innate and adaptive immune response, phagocytosis disruption by
anthrax toxins does not come as a surprise.

In vivo, LT inhibits primary peritoneal macrophages fluorescent microspheres phagocytosis after
LT-intraperitoneal injection [77], even though cultured nonhuman primate alveolar macrophages are
still capable of spore phagocytosis after LT treatment [78]. Recently, Kau et al. demonstrate that LT
suppresses the phagocytosis of J774 macrophage cells at low doses without influencing the MAPK
pathways during early infection [79], implicating another pathway. Nevertheless, these effects are
unclear and do not affirm that phagocytosis is inhibited by LT.

The effect of ET on human neutrophils [80] or human macrophages [10] shows a reduction, even an
inhibition, of the phagocytic capacity of these cells. This is largely due to an inability to undergo actin
remodeling, required for phagocytic activities. However, it clearly appears that aspects of ET-related
actin cytoskeleton on phagocytic capacities of B. anthracis Ames spores depend on the cell type [10].

The cytoskeleton disruption by anthrax toxins and potential consequences on phagocytosis is likely
important during later stages of infection and would benefit pathogen survival. The ability of these
toxins to reduce or inhibit phagocyte functions represents a dangerous immuno-evasive mechanism
where the extracellular vegetative cells can rapidly multiply and be eliminated with difficulty.

5.2. Anthrax Toxins and Vascular Disruption

Corruption of vascular integrity by ET has been known since its discovery in the mid 1960s, as it
was named after its effects observed following subcutaneous injection [81]. These observations could
be related to clinical records in oro-pharyngeal anthrax, an uncommon form of the disease characterized
by impressive neck swelling [82]. Interestingly, subcutaneous versus intravascular injection of ET are
not symmetrical, as they do not lead to the same outcome. On one hand a local reversible edema is
only observed, while on the other hand the toxin is lethal [83]. This observation has one corollary:
toxins act differentially when in the blood lumen or out of the vessel. When both anthrax toxins enter
the bloodstream, they corrupt vascular homeostasis leading to a cardio-vascular collapse (review
in [8,84]). From a pathogen’s standpoint both toxins facilitate pathogen spread, as they breach the
vascular barrier between the blood and tissues leading to bacilli proliferation in multiple organs
(review in [84]). These results suggest that ET may have been selected throughout evolution for its
effects at the last stage of the disease when it is released into the bloodstream. Recent studies have
confirmed that LT opens the blood-brain barrier favoring meningitis, one of the most frequent
complications of systemic anthrax [85,86].
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Surprisingly, anthrax toxins target the vascular endothelial system but are still poorly described
mechanistically (let alone the cardiac effects). LT disrupts in vitro vascular endothelial cells by
increasing actin stress fibers and disorganizing VE-cadherin at the adherents junctions (AJ) gasket [87]
and protein zona occludens-1 at tight junctions (TJ) [85]. In vivo LT increases vascular permeability
in zebrafish [88]. ET has also significant disrupting effects on cadherin in AJ [89]. Strikingly,
mechanistic insights have been brought by a group using Drosophila as a model to deconstruct
host-pathogen interactions [90,91]. They have very elegantly shown that ET and LT vascular effects
are caused through a coordinate disruption of Rab11/sec15 exocyst [89]. The exocyst complex regulates
docking of specific cargo vesicles to AJ. By deregulating AJ, both toxins corrupt cytoskeleton
organization and vascular permeability. Another effect of toxin on vascular permeability is the
formation of transendothelial macro-aperture (TEM) [92]. Very recently ET has been shown to induce
TEMs, thus increasing peripheral vascular permeability [93]. More interestingly, the cytoskeleton
senses the formation of TEM through a protein called Missing in Metastasis (MIM) that senses
de novo membrane curvature, ultimately driving Arp2/3-dependent actin polymerization [93]. These
very well designed studies clearly demonstrate the role of cytoskeleton in maintaining vascular
integrity that is challenged by ET.

6. Conclusions-Perspectives

As we have shown here, the cytoskeleton emerges as the central target of anthrax toxin effects. As
the cytoskeleton plays a crucial role in eukaryote cell biology, it is not surprising that toxins act on the
central coordinator of cell life. New tools are emerging as the cytoskeleton is studied for its central role
in cancer and development biology. Moreover, whereas ET and LT synergize their action against host
innate immunity [94], the simultaneous effects of these two toxins on the cytoskeleton have only been
examined by Szarowicz et al. [57]. This latter study suggests that the combination of ET and LT
results in additive reduction in F-actin content, suggesting that these toxins impair actin assembly by
different signaling pathways. So, it appears necessary to better understand the simultaneous effects of
the two toxins on the cytoskeleton and the functional consequences for phagocytes. Thus, these
elements would address the issue of whether ET and LT act in synergy or opposition to the
cytoskeleton of phagocytes. A better understanding of B. anthracis toxin effects may allow the
discovery of new inhibitors and better ways to treat anthrax. Outlined here are new avenues for
researchers covering central questions that remain to be answered, such as the description of toxin
effects as well as their potential synergistic effects upon the actin cytoskeleton.
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Travaux de thése : problématique et objectifs

CHAPITRE I1.1 : Problématique et objectifs de la thése

Les toxines jouent un role central dans la pathogénie de la maladie et dans la
dérégulation du systéme immunitaire, comme 1’ont montré les travaux de notre équipe sur les
effets dérégulateurs de ces deux toxines sur les fonctions des cellules dendritiques my¢loides
murines [89]. Ces derniéres semblent jouer un role prépondérant dans la physiopathologie du
charbon. D’autres équipes internationales ont pu montrer une désorganisation-type cellulaire
dépendant du cytosquelette d’actine (cellules endothéliales, macrophages, polynucléaires
neutrophiles), accompagnée d’une potentielle réduction de la phagocytose des cellules
phagocytaires. Cependant, a ce jour, peu d’études analysent en profondeur la dérégulation du
cytosquelette d’actine. La compréhension de ces altérations permettra de mieux comprendre
les résultats divergents sur la phagocytose et la migration des cellules immunitaires, en
utilisant comme modele les macrophages et les cellules dendritiques murines. L’ensemble de
ces analyses a permis d’émettre I’hypotheése d’une altération du cytosquelette des cellules

dendritiques et macrophages par les toxines de Bacillus anthracis.

Ainsi, mon travail de thése a fait suite au stage de master 2 recherche, effectué¢ dans
I’unité Interaction hote — agents de pathogénes de I’Institut de Recherche Biomédicale des
Armées. Ce stage consistait a mettre en évidence les effets potentiels des toxines de Bacillus

anthracis sur le cytosquelette d’actine des cellules dendritiques.

Lors de mon stage de master, afin de visualiser les effets des toxines sur le
cytosquelette, des cellules dendritiques immatures générées a partir de moelle osseuse de
souris ont ét¢ intoxinées pendant 16 heures sur des lames coatées a la fibronectine (Figure
20). Les cellules dendritiques immatures du groupe contréle (Figure 20 panel A) ou
intoxinées avec PA (Figure 20 panel B) ont un aspect plus ou moins sphérique et allongé avec
une répartition homogeéne de D’intensit¢ de fluorescence du marquage de 1’actine. En
revanche, I’ajout d’ET modifie clairement 1’architecture des cellules avec une déformation du
réseau d’actine et des protrusions tout autour des cellules (Figure 20 panel C). A I’opposé, la
présence de LT induit un étalement circulaire des cellules avec une concentration d’actine
plus importante autour du noyau en forme de cercle trés concentré en actine F (Figure 20

panel D).
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CONTROLE

PA

ET16 H

LT16 H

Figure 20 : Effets des toxines sur le cytosquelette de cellules dendritiques immatures non
normalisées

Les cellules dendritiques immatures en culture dans des puits coatés a la fibronectine ont été
intoxinées par ET et LT pendant 16 heures avant une fixation et un marquage de I’actine F par
la Phalloidine AlexaFluor 488 (vert) et le noyau au DAPI (bleu). Grossissement X63 huile. La
barre représente 20 um.

Cependant, la forme et la taille aléatoire des cellules dendritiques ne permettent pas
d’analyser et quantifier ces effets sur le cytosquelette d’actine. Un modéle d’adhérence
normalisée de cellules doit étre recherché afin de quantifier les effets observés. Plusieurs
méthodes ont été utilisées pour résoudre cette problématique avant de se tourner vers les
micropatterns commercialisés par la société Cytoo® et congus initialement pour des cellules
transformées trés adhérentes (cf. I’introduction du deuxiéme article). Devant la difficulté de
transposition de ces systémes pour nos cellules d’intérét peu adhérentes, mon stage de master
ne m’a permis que de valider le mod¢le d’étude par le choix de la forme, la taille et le coating
adaptés aux macrophages et aux cellules dendritiques murines. Une seule expérience preuve
de concept a été effectuée et analysée pour la validation du stage. Ces résultats tres

préliminaires montraient qu’ET semblerait entrainer une rétraction temps-dépendant du
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cytosquelette d’actine avec la naissance de protrusions membranaires alors que LT semblerait

conduire a un étalement cellulaire sur les micropatterns.

Ces effets obtenus avec les toxines m’ont encouragé a persévérer sur cette thématique
et il a été décidé de mettre tout en ceuvre pour répondre a notre problématique d’altération du
cytosquelette d’actine des cellules immunes par les toxines de Bacillus anthracis, en les
complétant par les études de grandes fonctions immunes impliquant le cytosquelette, comme

la phagocytose et la migration.

Ainsi, il a été décidé d’intituler mon travail de thése : effets des toxines de Bacillus
anthracis sur le cytosquelette des cellules immunitaires : implication sur la phagocytose et les
fonctions immunitaires. Les grands axes et objectifs du travail de thése sont de :

1/ qualifier et quantifier les effets des 2 toxines sur le cytosquelette d’actine des macrophages
et des cellules dendritiques a partir du modele d’étude des cellules dendritiques et des

macrophages sur des lames micropatternées.

2/ identifier les protéines du cytosquelette impliquées dans ces altérations tout en essayant

d’établir le lien avec les fonctions enzymatiques des toxines de Bacillus anthracis.

3/ montrer I’éventuelle altération de la phagocytose par les toxines (effet indirect sur le

cytosquelette ?) et visualiser les conséquences sur la maturation des phagosomes.

3/ explorer les capacités migratoires des cellules dendritiques intoxinées par ET et LT.
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CHAPITRE 11.2 : Effets de ET sur le cytosquelette d’actine
des macrophages

L’analyse de macrophage « micropatterné» démontre des contraintes globales sur le

cytosquelette induites par la toxine oedémateuse de Bacillus anthracis

Yannick Trescos, Emilie Tessier, Clémence Rougeaux, Pierre-Louis Goossens and Jean-

Nicolas Tournier.

Infection and Immunity, 2015.

1. Introduction

1.1 Contexte scientifique

Des études préliminaires relatées dans la revue bibliographique [79] avaient montré que
les toxines de Bacillus anthracis modifiaient 1’organisation du cytosquelette. Ces travaux
étaient principalement basés sur I’étude des cellules endothéliales sur lesquelles étaient
administrées ET [191, 192] ou LT [109, 121, 122, 193, 194]. Par ailleurs, deux articles
notaient que LT pouvait aussi avoir des effets dérégulateurs sur le cytosquelette d’actine avec
des répercussions sur la motilité des polynucléaires neutrophiles [92, 93] et un article centré
sur ET montrait que cette toxine dérégulait le cytosquelette des macrophages [195].
L’ensemble de ces résultats suggérait que les toxines de B. anthracis dérégulaient finement le
cytosquelette, mais que ces effets étaient difficilement quantifiables sur des cellules en culture
dans des boites de Pétri.

A la méme période, des applications issues des nanotechnologies se sont propagées a
la biologie cellulaire avec la technique de micropatterning [196, 197]. Ces techniques étaient
héritiéres de travaux pionniers initiés il y a plus de quarante ans, a la fois sur 1’adhérence des
cellules [198, 199], sur la relation entre la forme des cellules et les grandes fonctions
cellulaires [200]. Elles commencerent grace a des techniques physico-chimiques de finger-
printing de formes, grace a un « tampon encreur » en ¢lastomere de polydiméthylsiloxane
(PDMS) permettant de dessiner des carrés de laminine [201] (Figure 21). Ces méthodes
restérent confidentielles mais permettaient d’apporter la preuve de concept de I’intérét du

micropatterning en biologie cellulaire. Ces développements furent portés par le groupe de
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Donald Ingber and Georges Whitesides a I'université d’Harvard [202, 203]. Ces méthodes
basées sur la construction d’un « tampon » en PDMS avaient de nombreux inconvénients au
nombre desquels les difficultés de I’étape de gravure et la faible reproductibilité des transferts

de protéine de la matrice.

Le réel essor de cette technologie survint plus tard avec le développement de la soft-
lithographie [204]. Son principe réside dans 1’utilisation de photo-sensibilisateurs qui
produisent des radicaux libres et permettent la greffe de protéines de la matrice extracellulaire
(ECM) sur des surfaces de poly-ethyleéne glycol (PEG). L utilisation des rayons UV a travers
un photomasque permet une bonne reproductibilit¢é des formes, un controle de la
concentration en substrat protéique et de I’exposition aux rayons UV. Une alternative consiste

en ['utilisation de laser (revue référence [205]).

A Microcontact printing B Photo-patterning C Laser-patterning

“Siamp ‘ ' . ' ' "Photomask

ECM PEG PVA

I Class S~ o Glass
]

ECM

Figure 21 : Différentes méthodes de fabrication des micropatterns.

Trois grandes techniques permettent de confectionner des micropatterns : 1’impression par
microcontact (panel A), consistant en I’impression de protéines de la matrice extracellulaire
de forme désirée sur un substrat a partir d’'un tampon ; le photo-patterning par passage de
rayons d’une source lumineuse, comme les UV a travers un masque (panel B) et le laser
patterning agissant en direct sur le substrat pour créer les formes désirées. Adaptée de la
référence [205].

Ses applications en biologie cellulaire seront popularisées par le groupe de Michel
Bornens a I’Institut Curie [206, 207]. Ils démontreront que I’anisotropie de la forme donne a

la cellule des informations et une contrainte spatiale. Cette derniére impose une organisation
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propre de la cellule et ouvre la voie a des études statistiques et quantitatives de 1’organisation

du cytosquelette.

A

Axe:
Golgi
Centrosome
v Noyau
; olarisation of asymmetric distribution larisation of the
adir:;?/:(;?vﬁgﬁi;m :ﬁﬂegﬁ,’;ﬁggg microﬂbﬁfei ;ruds ends nuclgﬁs—cer:;?ssome—eolgi

Figure 22 : Impact de la forme du micropattern sur I’organisation interne de la
cellule normalisée.

Le panel A montre I’organisation interne de la cellule sur un micropattern en forme
d’arbalete. La cellule de référence, obtenue aprés moyenne des distributions des
organelles démontre un organisation reproductible selon un axe golgi — centrosome —
noyau. Le panel B illustre la polarisation interne de la cellule en réponse a I’anisotropie de
la forme coatée a la fibronectine (gris) toujours sur un axe golgi-centrosome-noyau
(réseau d’actine en rouge, fibres de stress en vert clair, adhésions focales en vert foncé,
microtubules en bleu clair et connecteurs actine-microtubules (APC) en bleu foncé).
Adaptée de la référence [207].

Les micropatterns utilisables en culture cellulaire ont ensuite bénéficié du
développement et de la diffusion commerciale par la société Cytoo ®.
Un intérét notable de cette technique est de maintenir la cellule dans un état orienté : par
exemple, les micropatterns de type arbaléte engendrent la polarisation de la cellules selon un
axe passant par ’appareil de Golgi, le centrosome et le noyau (Figure 22). In vivo, dans la
plupart des tissus organisés des eucaryotes pluricellulaires, les cellules sont polarisées et
orientées par les informations architecturales données par la matrice extracellulaire et les
cellules adjacentes. Des cellules placées en culture cellulaire en boite de Pétri perdent toutes

ces informations.
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Enfin, P’analyse du cytosquelette de cellules polarisées a bénéficié de I’application de
nouveaux outils mathématiques pour analyser plus finement les modifications du

cytosquelette pour les cellules micropatternées avec notamment des cartes de densité

probabilistes [208-210].

1.2 Problématique

Lors de mon arrivée au laboratoire, ’une des premiéres problématiques était de
caractériser les effets des toxines de Bacillus anthracis sur le cytosquelette d’actine de
cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques murines dont il avait été montré dans
le groupe qu’elles étaient sensibles aux effets des toxines [89]. En parallele, la
commercialisation récente de la technologie de micropatterning, qui n’avait jamais été utilisée
pour explorer les effets des toxines sur des cellules immunitaires pouvait étre un outil idéal
pour visualiser les potentiels effets des toxines sur le cytosquelette.

La premicre approche a été de mettre au point la normalisation de cellules immunitaires
(BMDMs Bone-Marrow Derived Macrophages dans un premier temps puis les BMDCs
Bone-Marrow Dendritic Cells) sur des puces commerciales de la sociét¢ Cytoo®. Ce qui
pouvait paraitre simple sur le papier ne le fut pas a 1’'usage. Les micropatterns ont été
développés avec des cellules transformées trés adhérentes comme les cellules Hela, capable
de s’étirer sur les micropatterns et de réorganiser les filaments d’actine sous forme de fibre de
stress. L’adhérence des cellules immunes primaires ou générées a partir de moelle osseuse fut
un probléme et un obstacle important dans la mise au point du mod¢le initial : ces derniéres

ne semblent pas capable de réorganiser leur filament d’actine en fibre de stress.

1.3 Résultats

L’article présente a la fois un modele possible de micropatterns par 1’utilisation de 2
formes (L et arbalcte) et les conséquences de I’intoxination par ET sur 1’organisation du
cytosquelette d’actine des BMDMs et de macrophages péritonéaux.

Ainsi, ET induit une modification de la morphologie des BMDMs et des macrophages
péritonéaux normalisés sur les micropatterns. Cette modification se déroule en 2 phases : une
phase de concentration de 1’actine F au centre de la cellule sans perte de taille puis une phase
de rétraction cellulaire, par perte de I’adhérence au niveau des adhésions périphériques. Cette

altération de la forme s’accompagne d’une réorganisation du cytosquelette d’actine qui a pour
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conséquence un déplacement et une déformation transitoire du noyau. Ces résultats ont
permis de développer toute la méthodologie et les outils d’analyse pour les macrophages
normalisés mais aussi pour les cellules dendritiques qui seront plus longuement développées

dans le chapitre 3.

2. Atrticle

Contient I’article et les figures supplémentaires S1 et S2.
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Micropatterned Macrophage Analysis Reveals Global Cytoskeleton
Constraints Induced by Bacillus anthracis Edema Toxin

Yannick Trescos,®"® Emilie Tessier,® Clémence Rougeaux,® Pierre L. Goossens,” Jean-Nicolas Tournier®®:°

Unité Interactions Hote-Agents pathogénes, Institut de Recherche Biomédicale des Armées, Brétigny-sur-Orge, France?; Laboratoire Pathogénie des Toxi-Infections
Bactériennes, Institut Pasteur, Paris, France®; Ecole du Val-de-Gréce, Paris, France®

Bacillus anthracis secretes the edema toxin (ET) that disrupts the cellular physiology of endothelial and immune cells, ultimately
affecting the adherens junction integrity of blood vessels that in turn leads to edema. The effects of ET on the cytoskeleton, which
is critical in cell physiology, have not been described thus far on macrophages. In this study, we have developed different adhe-
sive micropatterned surfaces (L and crossbow) to control the shape of bone marrow-derived macrophages (BMDMs) and pri-
mary peritoneal macrophages. We found that macrophage F-actin cytoskeleton adopts a specific polar organization slightly dif-
ferent from classical human HeLa cells on the micropatterns. Moreover, ET induced a major quantitative reorganization of
F-actin within 16 h with a collapse at the nonadhesive side of BMDMs along the nucleus. There was an increase in size and defor-
mation into a kidney-like shape, followed by a decrease in size that correlates with a global cellular collapse. The collapse of F-ac-
tin was correlated with a release of focal adhesion on the patterns and decreased cell size. Finally, the cell nucleus was affected by
actin reorganization. By using this technology, we could describe many previously unknown macrophage cellular dysfunctions
induced by ET. This novel tool could be used to analyze more broadly the effects of toxins and other virulence factors that target

the cytoskeleton.

Anthrax is a disease caused by Bacillus anthracis, a Gram-posi-
tive, rod-shaped, spore-forming bacterium whose spores are
considered a serious bioterrorism agent (1). The major known
virulence factors of B. anthracis include edema toxin (ET), formed
by the association of the protective antigen (PA) component with
edema factor (EF). Once in the cytosol, EF acts as a calmodulin
(CaM)-dependent adenylate cyclase that increases intracellular
cyclic AMP (cAMP) concentrations (2, 3).

At the cellular level, ET effects have been more precisely de-
scribed over the last decade. PA binds to at least two independent
receptors (ANTXR1 or TEM-8 [tumor endothelial marker 8] and
ANTXR2 or CMG-2 [capillary morphogenesis protein 2]) on tar-
get cells (4). ANTXR2 plays the major role in vivo for toxin entry.
A third coreceptor, named low-density lipoprotein (LDL) recep-
tor protein 6 (LRP-6), has also been proposed (5-7). PA subunits
associate into heptamers to form a prepore throughout the cell
surface via lipid rafts. This PA heptamer enables the binding of EF
components to the cell surface in a stoichiometric ratio of 7/3. The
toxin-receptor complex is then internalized by clathrin-depen-
dent endocytosis (8, 9). The pH decrease of early endosomes re-
sults in the translocation of these factors in multivesicular bodies
(MVB), finally merging with the intracellular membrane of late
endosomes. This last step is responsible for translocating EF into
the cytoplasm, where it stays associated with the membrane of the
late endosome (10). Its perinuclear localization generates intracel-
lular cAMP gradients from the cell nucleus to the periphery. In
turn, cAMP activates at least the transcription factor CREB in
macrophages (11) and EPAC plus Rap-1 in endothelial cells (12).

At the organ level, ET disrupts endothelial homeostasis by
playing upon multiple factors, although its role in edema is still
being discussed (3, 13). First, ET affects directly the cytoskeleton
of endothelial cells by inducing transendothelial macroaperture
tunnels (14). Interestingly, the cytoskeleton can sense curvature
induced by transendothelial macroaperture through an I-BAR
domain protein, missing in metastasis (MIM). A delicate balance
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exists between the ET-induced macroaperture and resealing by
the cytoskeleton through recruitment of Arp2/3 actin polymeriza-
tion, which induces actin waves that close the macroaperture (14).
Second, ET also disrupts Rab11/Sec15 traffic at the exocyst, induc-
ing reduced cadherin expression at the tight junctions (15). Third,
ET induces cytoskeletal changes and inhibits chemotaxis through
the action of downstream cAMP effectors EPAC and EPAC-re-
lated activators Rap-1, Epac, and MR-GEF/rapGEF5 (12).

ET has major disruptive effects on most immune cells (16), in-
cluding macrophages (11, 17), which represent the first target of the
pathogen following inhalation of spores. ET has also profound anti-
inflammatory effects on dendritic cells (18) and lymphocytes (19).
Finally, the most critical immune effects are mediated through poly-
morphonuclear cells (PMNs) (20). PMNs were one of the first cellu-
lar targets described during anthrax (21) and then abandoned before
being put into the limelight again by using myeloid-specific, CMG-
2-deficient mice (20).

Taken together, these studies are consistent with what is ob-
served at the animal level, showing in infection models that ET is a
critical virulence factor through intranasal infection that facili-
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FIG 1 Micropatterned BMDMs as a model for studying host-pathogen interactions. HeLa cells and BMDMs were grown on classical fibronectin-coated
coverslips or on micropatterned coverslips. Alexa Fluor 488-phalloidin-stained F-actin is depicted in green, Hoechst 33248-stained nucleus is shown in blue, and
Alexa Fluor 650-stained fibronectin is shown in red. (A) Nonconstrained HeLa cells and BMDMs are shown in the left panels, while HeLa cells and BMDMs
patterned on the L are shown in the middle panels and those patterned on the crossbow are shown in the right panels. For L- and crossbow-patterned cells, the
design of the pattern is depicted in the white square, while one significant cell (red square) is enlarged in the large red square on the right. (B) Empty patterns are
shown in the left panels. Reference cells (the median intensity of fluorescence of 1 cells) of HeLa cells (middle panels) and BMDMs (right panels) are depicted with
the median intensity projection (MIP) representation or fire lookup table (LUT) representation. The number of cells used is shown at the bottom of each panel.
On L patterns, the hypotenuse of the triangle is referred to as the “nonadhesive” side, and on the crossbow pattern, the adhesive side is the “extrados,” while the

nonadhesive sides are called the “bowstrings.” Bars, 10 pm.

tates pathogen penetration (22). At the animal level, it has also
been elegantly shown in an intoxication model that ET-induced
lethality occurs mainly through hepatocytes (13).

As ET effects are critical on myeloid cells such as macrophages
during an infection and as ET also impairs cytoskeleton organiza-
tion (23), we wanted to dissect cellular effects of anthrax ET upon
the macrophage cytoskeleton. Indeed, previous reports already
describe some effects of ET on macrophage functions such as che-
motaxis (12) or phagocytosis (24), through cytoskeleton disrup-
tion (11).

Classical cell cultures grown on a flat adhesive microenviron-
ment already provide some clues to ET’s disruptive effects upon
the cytoskeleton (11). However, this loose-constraint environ-
ment is far from reproducing in vivo the highly structured mi-
croenvironment and induces a high variability in size, shape, and
morphology that impairs any quantitative analysis of the actin
cytoskeleton, leaving many questions unanswered. Cell micropat-
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terning methods have been recently developed, based on the use of
a culture substrate with microscopic features that imposes a de-
fined cell adhesion pattern (25). Cell micropatterning imposes a
stable cellular form, which induces through geometrical con-
straint a reproducible internal organization of the actin and mi-
crotubule cytoskeleton. Cell micropatterning has recently proven
to be useful in analyzing subtle changes in cell morphology trig-
gered by drug treatment or Salmonella infection (26). Cell mi-
cropatterning has been developed using a highly adhesive trans-
formed cell line, such as HeLa cells.

Here, we report the adaptation of cell micropatterning to both
loosely adhesive bone marrow-derived macrophages (BMDMs)
and primary peritoneal macrophages. We show that ET induces a
dynamic disruption of the actin cytoskeleton and subsequent con-
centration around the nucleus, which then cause shrinking of the
cell. Finally, the cell architecture is completely disrupted, as the
cell nucleus is displaced and modified in shape. Cell micropattern-
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ing reveals a potent model for studying the multiple implications
of cytoskeletal disruption on immune cell functions.

MATERIALS AND METHODS

Mice and ethics statement. Female C57BL/6 mice, aged 6 to 12 weeks,
were obtained from Charles River and were used for the isolation of peri-
toneal macrophages and the generation of bone marrow-derived macro-
phages (BMDMs). Mouse handling and the experimental procedures
were performed in accordance with the French Government guidelines
for the care and use of laboratory animals and were approved by the
Institut de Recherche Biomédicale des Armées ethics committee (ap-
proval number 2012/34.0).

Recombinant proteins and reagents. Protective antigen (PA) and
edema factor (EF) were purchased from List Biological. A selective inhib-
itor of phosphodiesterase-4, Rolipram, was obtained from Enzo Life Sci-
ences. Forskolin (catalog no. F6886) was purchased from Sigma-Aldrich.

Cell culture of HeLa cells and peritoneal macrophages and genera-
tion of BMDMs. A human cervical adenocarcinoma line (HeLa) was cul-
tured in RPMI 1640 (Pan Biotech GmbH) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum (Gibco Life Technologies)-100 U/ml
penicillin—0.1 mg/ml streptomycin—2 mM 1-glutamine (Gibco Life Tech-
nologies) and maintained at 37°C under a humidified atmosphere with
5% CO.,.

Primary peritoneal macrophages were collected by peritoneal
washing with 5 ml RPMI 1640. The cells were pelleted by centrifuga-
tion (1,500 rpm, 5 min, 4°C) and then suspended at 2.5 X 10° cells/ml
in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf se-
rum-100 U/ml penicillin-0.1 mg/ml streptomycin-2 mM L-glu-
tamine in 6-well plates. After 2 h at 37°Cin a 5% CO, atmosphere, cells
were washed 3 times with RPMI 1640 to remove nonadherent cells and
adherent cells (peritoneal macrophages) were subsequently cultured
in RPMI 1640-10% heat-inactivated fetal calf serum for 1 day. At day
2, peritoneal macrophages were collected, washed, and resuspended in
fresh medium at 5 X 10° cells/ml for further use.

BMDMs were generated from proliferating mouse bone marrow pro-
genitors. Briefly, bone marrow cells were isolated by flushing the bone
marrow shafts of femurs and tibias from mice. Red blood cells were lysed
with ACK lysis buffer (Gibco Life Technologies). After washing, bone
marrow cells were seeded in 6-well flat-bottom plates (Costar-Corning) at
10° cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum—100 U/ml penicillin—0.1 mg/ml streptomycin—2 mM 1-glu-
tamine (Gibco Life Technologies), henceforth referred to as complete
medium (CM). Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF; Pepro-
tech) was added to each well at 20 ng/ml. Cells were maintained at 37°C in
a humidified atmosphere with 5% CO,. On days 3 and 5, 70% of the
medium was replaced by fresh CM containing M-CSF at 10 ng/ml. At day
7, the nonadherent cells were purged and the macrophages (adherent
cells) were collected, washed, and resuspended in fresh medium at 5 X 10°
cells/ml for further use.

Cell seeding and incubation with toxins. For cell patterning, HeLa
cells, peritoneal macrophages, and BMDMs were deposited on adhesive
micropatterned coverslips coated with fibronectin FN650 (CytooChips;
Cytoo Inc.), according to the manufacturer’s instructions, with few mod-
ifications for peritoneal macrophages and BMDMs. Briefly, peritoneal

Macrophage Cytoskeleton Disruption Analyzed by Pattern

TABLE 1 Statistical significance of the density map of F-actin analysis

Sample 1 Sample 2 P value Significance
ET6h Control >34E—38 x
ET 16 h Control >3.4E—38 x
ET16h ET6h 6.46880757627423E—33 b

macrophages and BMDMs were plated at a density of 50,000 cells/ml.
After 60 min, nonadherent cells were removed by gentle flushing with
fresh medium and were incubated for full spreading for an additional 4 to
6hat 37°Cin a humidified atmosphere of 5% CO, prior to treatment. For
nonpatterned cells, HeLa cells and BMDMs were seeded on 8-well BD
BioCoat Fibronectin Cellware plates (BD Biosciences) 1 day before treat-
ment in the same way as micropatterned BMDMs.

For toxin treatment, patterned and nonpatterned peritoneal macro-
phages and BMDMs were incubated with PA at 1 pg/ml and EF at 100
ng/ml for 6 or 16 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. For some experi-
ments, cells were incubated with PA alone at 1 pg/ml.

Immunostaining and image acquisition. After treatment, cells were
washed with phosphate-buffered saline (PBS), fixed with 4% formaldehyde
(Sigma-Aldrich) in cytoskeletal buffer (CB) [10 mM 2-(N-morpholino)-
ethanesulfonic acid sodium salt (MES), 3 mM MgCl,, 138 mM KCl, 2 mM
EGTA, and 0.32 M sucrose] for 30 min, and permeabilized in 0.25% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) for 5 min. Cells were blocked with 2% bovine serum
albumin (BSA) in CB for 30 min. For actin staining, cells were incubated with
Alexa Fluor 488-phalloidin (Life Technologies) in staining solution for 30
min. Cells were incubated in 0.2 pg/ml Hoechst 33248 (Sigma-Aldrich) for 5
min in PBS for nucleus staining before mounting in Prolong Gold antifade
reagent (Life Technologies).

Microscopic image acquisitions were performed with an Olympus
IX-81 inverted microscope equipped with an MT20 illumination system
(Olympus). Images were captured using an Orca-ER charge-coupled de-
vice (CCD) camera (Hamamatsu Photonics), controlled by Cell software
(Olympus) using a 40X objective (UPlan FLN; numerical aperture [NA],
0.75).

Image processing. All images were processed using Image] (National
Institutes of Health). For analysis, all images from single cells per condi-
tion were assembled into one stack and aligned using the stained fibronec-
tin micropattern and a strategy developed earlier (25). The median spatial
distribution of actin or nuclei was measured by calculating the median
intensity of each pixel over the stack. The median of F-actin and nuclei
intensity distribution was named the “reference cell,” as coined by Théry
etal. (25), with a difference being that the calculation was based not on the
mean intensity but on the median intensity of each pixel. The reference
cells were represented with an intensity gradient of a fire lookup table
(LUT) to facilitate the interpretation of actin distribution and with a me-
dian intensity projection (MIP). The reference cells resulted from the
assembly of Z-projected images of actin (green) and nuclei (blue).

Plot profile intensity and morphological parameters of shaped cells
were measured by Image] on the stack of aligned cells. For morphological
analysis, 3 parameters were calculated for each cell: the area; the circularity
index (4 X area/ perimeter2), which assumes values between 1 for circu-

FIG 2 B. anthracis ET induces a global actin cytoskeleton rearrangement. BMDMs were treated with 100 ng/ml of ET (e.g., PA at 1 pg/ml and EF at 100 ng/ml)
for 6 or 16 h. F-actin is stained in green with Alexa Fluor 488-phalloidin. (A) The effects of ET on BMDM actin are shown on nonconstrained cells versus
L-patterned cells 6 h after intoxication. Individual patterned cells are shown in the middle panel (enlarged for one representative in the red square), and the
reference cells are shown in the right panels. Bars, 10 wm. (B) The effects of ET on L-patterned cells are shown for cell areas in the left panel, for circularity in the
middle panel, and for aspect ratio in the right panel. Each dot represents one cell. (C) The effects of ET on BMDM actin are shown on nonconstrained cells versus
crossbow-patterned cells 6 and 16 h after intoxication. Individual patterned cells are shown in the middle panel (enlarged for one representative in the red
square), and the reference cells are shown in the right panels. Bars, 10 pm. (D) The effects of ET on crossbow-patterned cells are shown for cell area in the left
panel, for circularity in the middle panel, and for aspect ratio in the right panel. Each dot represents one cell. (E) The density maps of F-actin are shown for control
cells and after 6 and 16 h of intoxication. The colors represent the smallest regions that contain the percentages of analyzed structures from 10% (red) to 90%

(yellow). ***, P < 0.001; ns, nonsignificant.
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FIG 3 Analysis of actin distribution along different axes on patterned cells. (A) The reference cells (MIP) for F-actin on crossbow patterns have been overlaid for
control cells (green) and for ET at 6 h (red) and 16 h (blue). The MIPs for pixels on each axis (x axis and y axis) are represented in the histograms with an overlay
of control cell (green line), ET at 6 h (red line), and ET at 16 h (blue line). Bars, 10 m. (B) The reference cells (MIP) for F-actin on L patterns have been overlaid

for control cells (green) and ET at 6 h (red). The MIPs for pixels on each axis (x axis, y axis, and diagonal axis) are represented in the histograms with an overlay
of control cell (green line) and ET at 6 h (red line). Bars, 10 pm.

lar shape and 0 for elongated morphology; and the aspect ratio (length of cAMP and EF measurement. BMDMs were seeded on 96-well plates
major axis/length of minor axis). at 200,000 cells per well and cultivated for 24 h before intoxication. After

Density map analysis of F-actin structures and P value calculations  subjecting cells to experimental conditions (PA, ET, forskolin, Rolipram,
were performed by Cytoo Cell Architects (Cytoo Inc.), according to the  and ET plus Rolipram), total proteins were extracted by removing BMDM
protocol developed by Schauer et al. (27). culture medium (as supernatant) and then adding lysis buffer chilled to

A REFERENCE CELL
Fire LUT

CTRL

ET 6H

FIG 4 B. anthracis ET induces an actin cytoskeleton rearrangement on micropatterned peritoneal macrophages. Peritoneal macrophages were grown on
crossbow-micropatterned coverslips. Alexa Fluor 488-phalloidin-stained F-actin is depicted in green, and Alexa Fluor 650-stained fibronectin is shown in red.
(A) Peritoneal macrophages patterned on a crossbow shape are shown in the left panels. The design of the pattern is depicted in the white square, while one
significant cell (red square) is enlarged in the large red square on the right. Reference cells of peritoneal macrophages (right panels) are depicted with the median
intensity projection (MIP) representation or fire lookup table (LUT) representation. The number of cells used is shown at the bottom of each panel. Bars, 10 pm.
(B) Peritoneal macrophages were treated with 100 ng/ml of ET (e.g., 1 pg/ml PA and 100 ng/ml EF) for 6 h. F-actin is stained in green with Alexa Fluor
488-phalloidin. Individual patterned cells are shown in the left panel (enlarged for one representative in the red square), and the reference cells are shown in the
right panels. The number of cells used is shown at the bottom of each panel. Bars, 10 wm.
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4°C (radioimmunoprecipitation assay [RIPA] buffer; Cell Signaling Tech-
nology), supplemented with a protease-phosphatase inhibitor cocktail
(Cell Signaling Technology). The cells were incubated in lysis buffer on ice
for 10 min and centrifuged at 13,000 rpm for 10 min, and cell lysates were
collected for protein dosage (Bradford assay) and cAMP/EF measure-
ment.

The adenylyl cyclase EF activity measured by assessing the production
of cAMP used a competitive enzyme immunoassay (EIA) as described
previously (28). Briefly, the assay consisted of three steps. (i) The enzy-
matic reaction assay for EF was carried out as follows: each sample was
diluted in 20 mM HEPES buffer (pH 7.2) with 0.5 mg/ml bovine serum
albumin, 10 mM MgCl,, 10 uM CaCl,, 1 mM ATP, and 10 pM CaM. The
standard curve of EF was performed with serial dilutions of EF in un-
treated cell lysates. The adenylyl cyclase activities were then assayed for 30
min at 30°C. (ii) The second step was elimination of ATP interference and
increase of cAMP sensitivity by chemical transformations (production of
acetylated cAMP). (iii) The third step was the EIA: acetylated cAMP was
placed in competition with a cAMP enzymatic tracer, cAMP coupled to
acetylcholinesterase (AChE), for binding to anti-cAMP polyclonal anti-
bodies, for 90 min at room temperature. The amount of tracer bound to
the anti-cAMP antibody site was then measured by incubation with AChE
substrate (Ellman’s reagent) at room temperature overnight. The absor-
bance was recorded at 405 nm using a spectrophotometer microplate
reader (Multiskan Ascent; Labsystems). EF activity was expressed as pico-
grams per milligram of protein for cell lysate and as picograms per milli-
liter for supernatant.

To detect cAMP, samples were treated without dilution or with dilu-
tion in EIA buffer (0.1 M phosphate buffer [pH 7.4], 0.15 M NaCl, 0.1%
BSA, 10 pM CaCl,, 1 mM EDTA, 0.01% sodium azide). A standard curve
of cAMP was performed with serial dilutions of 7,500 pmol/ml of cAMP
in untreated cell lysates, diluted in agreement with the dilution of the
sample. To increase the sensitivity of the detection, the assay consisted of
steps 2 and 3 described above. cAMP content was expressed as picomoles
per milligram of protein.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using Graph-
Pad Prism software (GraphPad Software, Inc.). Comparisons between
groups were performed using a Mann-Whitney test to determine statisti-
cal significance (P < 0.001).

RESULTS

Micropatterning model for BMDMs. In a structured tissue, cells
integrate constant information from their microenvironment as
previously shown by micropatterned cell strategy (29). Micropat-
terning has been developed by using mainly highly adherent cells,
such as transformed human HeLa cells. However, those cells are
transformed and do not reproduce the phenotype of differenti-
ated immune cells such as macrophages. We have thus established
an adaptation of the general micropatterning protocol using com-
mercial crossbow and L micropatterns to culture BMDMs, as
these shapes induce “polar” organization of the cell in contrast to
nonconstrained cells (Fig. 1A). The nucleus-centrosome-Golgi
axis that forms the global orientation of cell polarity is oriented
from regions that lack extracellular matrix toward those that are
abundant (25). In accordance with previous reports, we have ob-
served a polar organization in BMDMs similar to what has been
previously described with HeLa cells, compared to noncon-
strained cells (Fig. 1A). Interestingly, the global aspects of the cells
on the pattern and organization of actin fibers were very different
in highly adherent HeLa cells versus loosely adherent BMDMs.
Such results suggest that cell adhesion is due to cytoskeletal orga-
nization, cellular tension, and contraction that may provide spa-
tial cues for the establishment of cell shape and actin cytoskeleton
organization. With the tightly adherent HeLa cells, the cytoskele-
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FIG 5 Effects of ET on intracellular cAMP. BMDMs were treated with PA (1
pg/ml), ET (1 pg/ml PA plus 100 ng/ml EF), forskolin (100 uM), Rolipram (10
M), and ET plus Rolipram. After 6 or 16 h of incubation, supernatant and cell
lysates were collected to measure cAMP concentration in cell lysate and EF
adenylate cyclase activity in cell lysate and supernatant. The data are the most
representative of 3 experiments. (A) Quantification of intracellular cAMP un-
der indicated conditions and periods of time following intoxication. Data are
presented as picomoles of CAMP per milligram of protein lysate. (B) Quanti-
fication of the EF adenylate cyclase activity in cell lysates under indicated
conditions and periods of time following intoxication. Data are presented as
picograms of EF per milligram of protein lysate. (C) Quantification of the EF
adenylate cyclase activity in supernatant under indicated conditions and peri-
ods of time following intoxication. Data are presented as picograms of EF per
milliliter of supernatant.
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ton was more spread out, filling up the concavity of the patterns
(Fig. 1B). On the L patterns, HeLa cells formed triangles filling up
the nonadhesive side, and on the crossbow, the bowstrings were
tensed by stress fibers. In sharp contrast, we did not see any sig-
nificant bundles of actin stress fibers on the bowstrings or cortical
actin along the “extrados” (26), suggesting a specific cytoskeleton
architecture in these highly adherent cells (Fig. 1B). The median
intensity of F-actin staining from >60 cells, by projecting the me-
dian intensity projection (MIP) of each aligned cell into a median
intensity map for the reference cell, allowed quantitative measure-
ments of actin rearrangements induced in micropatterned cells
(Fig. 1B). The F-actin distribution is represented with a heat map
for the “median cell.” BMDM global shapes on crossbow and L
micropatterns were significantly different from what was previ-
ously described with HeLa cells. For the rest of the experiments,
we focused on BMDMs, which represent a better cellular model
for anthrax infection.

ET triggers a global actin cytoskeleton rearrangement in
BMDMs. Micropatterned BMDMs were intoxicated with 100
ng/ml of ET and further analyzed at different time points. We
observed a progressive actin rearrangement with time after ET
exposure. ET induced a persistent actin meshwork collapse into a
dense F-actin centroid starting at 6 h for L patterns (Fig. 2A).
BMDMs incubated with PA only did not show any modification of
actin organization versus control BMDMs (see Fig. S1A in the
supplemental material). Quantitative analysis of the cell area, cir-
cularity index (41 X area/perimeter®), and aspect ratio (length of
major axis/length of minor axis) showed a significant decrease of
each parameter (Fig. 2B). On crossbow patterns, we also observed
aprogressive actin cytoskeleton concentration around the nucleus
at 6 and 16 h (Fig. 2C). At 16 h, cells were shrunk with numerous
holes in the actin staining on the fibronectin patterns (Fig. 2C). In
accordance with the L pattern, quantitative measurements of cell
shape were significantly affected. Cell area decreased very signifi-
cantly along time, as well as the circularity index, while the aspect
ratio increased after 16 h (Fig. 2D). The aspect ratio is a ratio
between the longest and largest dimension of the cell, and focal
adhesion loss seems to affect the bow more than the stalk in the
pattern.

Next, we tried to statistically compare the actin cytoskeleton
rearrangements induced by ET. The average intensity maps were
transformed into density maps by using software developed by K.
Schauer’s laboratory at the Institut Curie and licensed by Cytoo
Cell Architects (27, 30). Fluorescence signal is transformed into a
cloud of coordinate points by segmentation. Coordinates were
replaced by Gaussian functions (kernels) that were summed, re-
vealing the underlying density of F-actin throughout the cell. Red
colors represent areas with highest probabilities of F-actin, while
yellow colors represent areas with less F-actin (Fig. 2E). Density
maps allowed statistical comparisons between actin organizations
(Table 1). These data clearly confirmed the high statistical signif-

Macrophage Cytoskeleton Disruption Analyzed by Pattern

icance (P < 0.001) of the actin organization by comparing the
control BMDMs with those cells treated with ET for 6 h and 16 h,
or the 6-h representations were compared with the 16-h-treat-
ment group.

We also illustrated how ET induced different contractions of
actin depending on the cell axis and pattern shape. On the cross-
bow, contraction of the actin cytoskeleton was more pronounced
on the x than on the y axis, with a concentration of intense pixels
in the center (Fig. 3A). On the L pattern, we saw mainly a loss of
adhesion at the cell edge (on x and y axis) and contraction on the
diagonal at the nonadhesive side (Fig. 3B).

ET also alters actin organization of primary peritoneal mac-
rophages. Our first results, although interesting, were limited to
BMDMs that may harbor specific features. To demonstrate that
the actin global cytoskeleton rearrangement induced by ET could
also affect primary macrophages, we performed experiments on
primary peritoneal macrophages (Fig. 4). We observed a similar
pattern of actin retraction on crossbow with ET at 6 h. Peritoneal
macrophages incubated with PA only did not show any modifica-
tion of actin organization versus control peritoneal macrophages
(see Fig. S1B in the supplemental material).

ET enters the cells and modulates intracellular cAMP levels.
Next, we correlated the effects of ET incubation with intracellular
cAMP levels, as ET is known to be a calcium and calmodulin-
dependent adenylate cyclase. We did not observe a significant in-
crease of (AMP in the BMDMs at 6 and 16 h after incubation with
ET, in contrast to the high increase induced by forskolin (Fig. 5A).
This could be due to the kinetics of cAMP production that de-
creases over time as previously shown on alveolar macrophages
and a very high phosphodiesterase activity in macrophages, as
suggested by the fact that the addition of Rolipram, a specific
phosphodiesterase-4 inhibitor (31), very significantly increased
the cAMP levels. Another option would be that a very low thresh-
old of cAMP would trigger actin remodeling. To rule out a poten-
tial biochemical inhibition of EF activity after its entry in the cell,
or a blockage of its entry, we also measured adenylate cyclase ac-
tivity of EF in the supernatant and in the cell (Fig. 5B and C). We
observed a significant calcium-calmodulin-dependent adenylate
cyclase activity in the cells, demonstrating that EF had entered the
cells after 6 and 16 h at a very significant level and was biochemi-
cally active.

ET induces a nuclear shape deformation and a nucleus dis-
placement. We also analyzed the shape of the BMDM nucleus, as
the nuclear shape can be affected by cytosolic constraints, and its
shape and size are associated with differentiation and several dis-
eases (32). On the crossbow, the nucleus increased in size with a
loss of circularity and a kidney-like shape at 6 h, before returning
to a normal size that was still deformed and elongated at 16 h (Fig.
6A and B). We saw the same for BMDM nucleus on the L pattern
at 6 h (Fig. 6C and D).

We further calculated whether the nucleus was also displaced

FIG 6 Analysis of nuclear shape deformation. BMDMs were treated with 100 ng/ml of ET (e.g., 1 ng/ml PA and 100 ng/ml EF) for 6 or 16 h. The nuclei are stained
in blue with Hoechst 33248, and the fibronectin patterns are shown in red with Alexa Fluor 650. (A) The effects of ET on BMDM median intensity projection
(MIP) of nucleus are shown on crossbow-patterned cells 6 and 16 h after intoxication. Empty patterns are on the left, MIPs of nuclei are in the middle panels, and
the merged images are in the right panels. Bars, 10 wm. (B) The effects of ET on nuclei of crossbow-patterned cells are plotted for nucleus area (top panel),
circularity (middle panel), and aspect ratio (bottom panel) for control cells and at 6 and 16 h. Each dot represents one cell. (C) The effects of ET on BMDM MIP
of nucleus are shown on L-patterned cells 6 h after intoxication. Empty patterns are on the left, MIPs of nuclei are in the middle panels, and merged images are
in the right panels. Bars, 10 pm. (D) The effects of ET on nuclei of L-patterned cells are plotted for nucleus area (top panel), circularity (middle panel) and aspect
ratio (bottom panel) for control cells and at 6 h. Each dot represents one cell. ***, P < 0.001; ns, nonsignificant.
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TABLE 2 Statistical significance of the density map of Hoechst 33248
staining analysis

Sample 1 Sample 2 P value Significance
ET6h Control >3.4E—38 o
ET 16 h Control >3.4E—38 e
ET16h ET6h 2.62398991424106E—11 b

in the cell. We calculated the centroid of the nucleus coordinate on
the x and y axes, as shown in Fig. 7A. We observed that the nucleus
was significantly displaced, as the distance between the axis origin
and the centroid was significantly shorter in the x and y axis on the
L pattern (Fig. 7B and C). In accordance with our observation on
the L pattern, we also used the density map to analyze nuclear
displacement on the crossbow (Fig. 7D). We effectively observed a
displacement of the nucleus that is significantly going toward the
extrados of the crossbow (Fig. 7E and Table 2). In both models (L
and crossbow), the nucleus tended to be displaced toward the
more adhesive edge of the cell.

To correlate the nuclear displacement with reorganization of
the actin cytoskeleton, we compared the median intensity value of
each pixel on an axis starting from the bottom left corner of the L
micropattern and extending to the external edge of the cell on the
concavity side (Fig. 7E). The maximum of the median intensity of
each pixel for the nucleus was at 109 pixels on the diagonal from
the edge of the cell in controls, whereas it moved to 62 pixels after
6 h of ET incubation. In the meantime, for actin the maximum of
the median intensity moved from 151 pixels to 89 pixels from the
edge of the pattern. This clearly shows that the nucleus displace-
ment is correlated with a displacement of actin at the center of the
cell. Interestingly, the value of maximum of the median intensity
increased for the nucleus staining (190.70 * 6.3 [arbitrary units
{AU}] for control versus 235.0 = 6.4 for ET treatment for 6 h) and
for the actin staining (122.2 = 7.4 [AU] for control versus 220.2 +
8.9 for ET treatment for 6 h), indicating that both structures were
squeezed. This observation indicates that the nucleus was progres-
sively displaced toward the adhesive edge in a close correlation
with a concentration of actin on its nonadhesive edge.

DISCUSSION

For the first time, we have set up a protocol for patterning loosely
adherent immune cells and used it to analyze the effect of a bac-
terial toxin on the actin cytoskeleton. We have quantified unex-
pected disruptive effects of B. anthracis ET on the actin cytoskel-
eton of BMDMs.

The host cytoskeleton is a common target of many bacterial
pathogens through exotoxin secretion. C2 toxin of Clostridium
botulinum was the first to be described to ADP-ribosylate actin
(33). ADP-ribosylating activity has been extended for the iota
family, which includes Clostridium perfringens iota toxin, Clostrid-
ium spiroforme CST, and Clostridium difficile CDT, and for Bacil-
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lus cereus vegetative insecticidal protein (VIP) (review in refer-
ences 34 and 35). C3 of C. botulinum was the first toxin to be
shown to act as a Rho GTPase ADP-ribosylating toxin (36), but
numerous other protein toxins produced by bacteria have been
since shown to deregulate Rho family GTPases through either
mimicking or covalently affecting GTPases, mainly by ADP-ribo-
sylation (37, 38). Those alterations of the Rho GTPases induce a
massive disruption of actin that is used by enteric pathogens to
cross the epithelial barrier. Interestingly, Rho GTPase alterations
are so common that they constitute a danger signal sensed by
NODI activation (39). EF has never been shown to have ADP-
ribosylating activity (for a review, see reference 23), and has never
been suggested to have any direct effect on actin, although a close
evolutionary path between Clostridium and Bacillus toxin families
is suggested by sequence analysis (34). At the amino acid sequence
level, Clostridium and Bacillus toxins share 80 to 85% identity
within the iota family (which includes iota toxin, CST, and CDT),
31 to 40% identity between C2 and iota family toxins, and 26 to
30% identity between PA and clostridial binding components
(34). Furthermore, these bacteria are Gram-positive, spore-form-
ing bacilli commonly found in soil.

ET induces significant morphological and cytoskeletal changes
in macrophages (11, 24), primary human microvascular endothe-
lial cells (HMVEC) (12), and neutrophils (40). Some morpholog-
ical differences have been observed between cells after ET treat-
ment, such as formation of filopodial protrusions in mammalian
cells (41) versus reduction in macrophages (24), or cell rounding
(24, 41). Flattened cell morphology was observed in HMVEC after
incubation with ET (12). In any case, every cell type had reduced
spread morphology, a lowered F-actin content, and actin redistri-
bution to the cell margin in a time-dependent manner (11, 24,
40, 41).

Itisalso interesting that EF also affects RAB11, another GTPase
that controls intracellular vesicular trafficking, and disrupts
Notch/DLL4 signaling at the adherens junctions (15). EF acts on
RABI1 through the increase of cAMP and protein kinase A (PKA)
and EPAC-RAP-1 activation. It is also interesting that the cholera
toxin ADP-ribosylates the stimulatory G protein (G,,), which
causes a pathological intracellular increase of cAMP, and RAB11
disruption through PKA and EPAC-RAP-1 (42). How cAMP in-
crease affects RABI1 regulation is still unknown, but this may
explain some effects observed on the cytoskeleton organization
(43).

So far, the slight but consistent effects of ET on various cyto-
skeleton cell types could not be quantified, because no technology
was developed to address this question. We have used the cell
micropatterning technique developed in the field of cell biology to
quantify the effects of ET. The idea of exploring cytoskeleton-
pathogen interactions by micropatterning is not completely new,
as it has been previously used to address host cell-Salmonella in-
teractions (26). However, these studies were performed on HeLa

FIG 7 Nucleus displacement is correlated with actin reorganization. (A) The diagram shows how the coordinates of the nucleus centroid (in red) are calculated
along the axes (xand y) drawn along the pattern (in blue). (B) The picture highlights displacement of the nucleus induced by ET by the overlay of the nucleus of
a control (green) and cells treated with ET for 6 h (red). Bar, 10 pm. (C) Coordinates of the nucleus centroid on the x (left panel) and y (right panel) axes are
plotted for control and cells treated with ET for 6 h. Each dot represents one cell. ***, P < 0.001. (D) The density maps of the nucleus are shown for control cells
and after 6 and 16 h of treatment with ET. Colors represent the smallest regions that contain the percentages of analyzed structures from 10% (red) to 90%
(yellow). (E) The median intensity value ( *standard error of the mean) of each pixel (blue, nucleus; green, actin) is calculated on a diagonal starting at the bottom
left corner of the L micropattern and going up to the nonadhesive edge of the cell. Bars, 10 wm.
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cells, which are human transformed cells. Even if HeLa cells are
easy to pattern and have some value in the field of cell biology, they
are far from being relevant for studying host-pathogen interac-
tions in anthrax. Moreover, transformed cell lines behave differ-
ently from BMDMs for amoeboid migration, suggesting that
HeLa and BMDM cytoskeletons bear significant differences in
terms of organization (44). We have then extended the technique
of patterns on BMDMs by adapting a protocol on commercial
micropatterns.

Here, we show that ET induces a collapse of F-actin, packed in
the center of the BMDMs. This actin disruption induces a loss of
adherence, decrease of cell surface, and blebs in the cell center (see
Fig. S2 in the supplemental material).

It is not clear if the changes of nuclear shape are due only to
cytosolic actin reorganization and the disruption of F-actin cables,
followed by the pressure of actin in the cell center, or if they also
involve the nucleoskeleton. It has already been shown that cyto-
solic constraints affect nuclear shape and finally chromatin orga-
nization and cell cycle (45). More interestingly, cell geometry and
nuclear shape can modulate gene expression (46). The effects of
ET on BMDM nuclear shape may also participate in the broad
transcription alterations induced by ET (11).

A close look at the effects that we show here may explain nu-
merous alterations previously described in phagocytosis (24) or
cytokine production after intoxication by ET (18). Actin disorga-
nization may also affect other general cellular functions, such as
protein synthesis and sorting, compartment organization, and cell
cycling. Macrophages play a crucial role in the immune system of
scavenging pathogens and pollutants, presenting antigen to lym-
phocytes, and regulating the immune system by producing cyto-
kines.

From a therapeutic perspective, it would also be of great inter-
est to decipher how ET alters cytoskeleton organization.

Eventually, our technique can prove powerfully effective to
analyze and quantify slight cytoskeleton alterations induced by
bacterial toxins or other virulence factors. As micropatterned BM-
DMs can be affected by many different virulence factors, they
represent a valuable new tool for quantitative analysis of host-
pathogen interactions.
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Supplementary Figure 1

A BMDM

ACTIN

PA GH

Supplementary Figure 1: PA alone does not affect BMDM and peritoneal macrophages

actin cytoskeleton.

BMDMs and peritoneal macrophages were grown on micropatterned coverslips and incubated
with 1 ug/mL of PA. Alexa Fluor 488 Phalloidin stained F-actin i1s depicted in green. (A)
Representative BMDMSs are shown on the left panels. Reference cells (the median intensity of
fluorescence of n cells) are depicted with the Median Intensity Projection (MIP)
representation or fire Look Up Table (LUT) representation on the right panels. (B)
Representative peritoneal macrophages are shown on the left panels. Reference cells (the
median intensity of fluorescence of n cells) are depicted with the Median Intensity Projection
(MIP) representation or fire Look Up Table (LUT) representation on the right panels. Bars, 10

LI
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Supplementary Figure 2

Control ET6h ET 16 h

Supplementary Figure 2: Diagram of global ET effects on actin cytoskeleton and
nucleus.

The effects of ET on the cytoskeleton and the nucleus are summarized. The actin fibers are
depicted in green, the nucleus in blue and the pattern in red.

After 6 h the F-actin collapses at the center of the cell, mainly by the release of podosomes.
The nucleus increases in size, probably by an indirect release of tension on the
nucleoskeleton. At 16 h, the cell collapses as well as the nucleus by the release of the cell

from its adhesion on the pattern.
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3. Discussion et perspectives

Ces résultats ont permis de discuter des effets de ET sur les cellules immunitaires, tout
d’abord comparativement aux toxines relativement proches sur le plan phylogénétique, et

comme ¢élément majeur de pathogénicité de Bacillus anthracis.

Le ciblage du cytosquelette d’actine est relativement commun dans le monde des
toxines, mais pour les toxines de B. anthracis, les choses étaient moins bien connues. La
toxine C2 de Clotridium botulinum a été la premicre pour laquelle il fut montré qu’elle
interagit directement avec le cytosquelette d’actine pour I’altérer biochimiquement par ADP-
ribosylation [211]. Cette activité de type ADP-ribosylation a été étendue a toutes les toxines
de la famille iota qui inclut la toxine iota de Clostridium perfringens, la toxine CST de
Clostridium spiroforme, la toxine CDT de Clostridium difficile et la vegetative insecticidal
protein (VIP) de Bacillus cereus (revue référence [212, 213]). D’autres toxines ont depuis été
identifiées comme altérant biochimiquement les protéines régulatrices de I’actine comme C3
de Clostridium botulinum qui ADP-ribosylate les protéines Rho-GTPases [214]. Depuis, de
nombreuses autres toxines ont ét¢ identifiées comme dérégulant les protéines de la familles
des Rho-GTPases soit en les mimant, soit en les affectant par ADP-ribosylation direct [189,
190]. Ces altérations sont utilisées par les bactéries pour déréguler massivement le
cytosquelette de cellules épithéliales du tractus digestif et faciliter leur entrée. Le mode
d’action de ET est une adenlylate-cyclase et aucune activité de ADP-ribosylation n’a été
décrite pour celle-ci [215]. De maniére assez intéressante, les toxines de Clostridium et de
Bacillus sont relativement proches sur le plan phylogénique d’aprés les analyses de séquence
[215]. Ainsi, au niveau de la s€quence en acide-aminé, les toxines de Clostridium et Bacillus
partagent 80 a 85 % d’identité a I’intérieur de la famille iota (qui inclut iota, CST et CDT), 31
a 40 % d’identité entre C2 et la famille iota de toxines, 26 a 30 % entre PA et les composants
binding des toxines clostridiales. De plus, toutes ces bactéries sont de types Gram positif et

alternent une étape de leur cycle dans le sol et dans I’hdte.

D’autre part, par son action sur le cytosquelette, ET démontre étre un élément majeur
de la pathogénicité de Bacillus anthracis. En effet, le cytosquelette d’actine est un élément
fondamental dans I’organisation cellulaire et dans la régulation de nombreuses fonctions tels
que les flux d’endo-exocytose, la phagocytose, la migration et le mouvement cellulaire. Les

résultats démontrés ici nécessitent d’étre complétés et notamment sur les cellules
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dendritiques, pour lesquelles peu de données sont disponibles. Des analyses mécanistiques
permettront de mieux cerner les mécanismes mis en place par ET pour déréguler le
cytosquelette d’actine et de comprendre comment ET peut entrainer une concentration de
’actine F, une perte des adhésions périphériques et une rétraction des cellules normalisées sur
leur substrat. Comment ET peut-elle induire des modifications sur les filaments d’actine ? La
toxine oedémateuse a-t-elle la capacité de cibler certaines ABP pour déréguler son
architecture ?

Devant ces modifications importantes du cytosquelette et face a une revue de la
bibliographie montrant en partie une altération globale des fonctions immunes, il serait
approprié¢ de penser que les fonctions des cellules dendritiques, telles que la phagocytose et la
migration seraient altérées par ET. L’altération et la réorganisation du cytosquelette d’actine
par ET conduisent-elles a une modification des fonctions de phagocytose et de migration des
cellules dendritiques ? Nous avons montr¢ les effets de ET sur les filaments d’actine mais
qu’en est-il pour LT ?

Ces différentes interrogations permettent d’émettre des hypothéses et d’amorcer le travail sur

les cellules dendritiques présentées dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 11.3 : Effets de ET et LT sur le cytosquelette
d’actine des cellules dendritiques et conséquences sur la
phagocytose et la migration des cellules dendritiques.

Les résultats de mon master ont permis d’émettre les hypotheses selon lesquelles ET
entrainerait une déformation du réseau d’actine des cellules dendritiques et la production de
protrusions alors que LT conduirait a un étalement cellulaire accompagné d’une accumulation
d’actine autour du noyau. Cette hypothése a été confirmée précédemment seulement pour ET
et pour les BMDMs. Afin de démontrer ces effets, leurs mécanismes d’obtention ainsi que les
conséquences potentielles sur la phagocytose et la migration, nous prendrons les BMDCs
(Bone-Marrow Dendritic Cells ou cellules dendritiques issues de moelle osseuse) comme
modele d’étude de nos travaux.

Aprées une premiere partie synthétique exposant les effets de ET et LT sur la morphologie des
BMDCs normalisées, nous étudierons dans une 2°™ partie les mécanismes utilisés par ET
pour altérer le cytosquelette d’actine et les conséquences éventuelles sur certaines fonctions
des BMDCs. La derniére partie traitera des effets de LT sur le cytosquelette d’actine des

BMDCs, les mécanismes conduisant a ces effets et ses conséquences fonctionnelles.

1. ET et LT induisent des effets opposés sur la morphologie des
BMDCs normalisées

Les ¢étapes de choix et de validation des modeles d’études pour les BMDCs (non
présentées dans ce manuscrit) m’ont conduit a retenir un premier motif : les disques coatés a
la fibronectine d’une surface de 1100 pm® parmi les cinq morphologies de micropatterns
testés. Sur les disques (Figure 23 panel A), les BMDCs recouvrent la moitié¢ de la surface du
pattern. Leurs bords externes présentent une concentration plus importante d’actine
ponctiforme et leur noyau est situé au centre du disque. Les BMDCs adh¢rent par le bord
externe du disque avant de s’étendre partiellement. Il apparait que ces cellules sont incapables
de former des ponts entre deux zones non adhésives par I’intermédiaire de fibres de stress
pour se contracter et se déplacer. La plasticité importante de ces cellules n’est pas propice a la

formation de fibres de stress, a I’exception peut-étre de la courbure interne des cellules.
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Pour évaluer les effets des toxines sur les BMDCs patternées, les cellules ont été
incubées pendant 6 ou 16 heures en présence soit de PA seul (1 pg/mL), soit de ET (1 pg/mL
de PA et 100 ng/mL de EF), soit de LT (1 pg/mL de PA et 100 ng/mL de LF). De maniere
similaire aux expériences précédentes, les BMDCs du groupe controle et celles incubées en
présence de PA adoptent la forme de demi-lune avec un noyau repoussé vers le centre du
disque (Figure 23 panel A). L’incubation des BMDCs en présence de ET induit une
modification temps-dépendante de la morphologie des cellules, a I’identique de ce que nous
avions montré sur les BMDMs. A 6 heures, les BMDCs se rétractent le long des points
d’ancrage de la cellule, positionnés sur la partie externe du micropattern en disque. Le noyau
se déplace vers I’extérieur, tiré par le réseau d’actine (Figure 23, panel B). L’actine F est
fortement concentrée tout autour du noyau, en aspect de « cheveux bouclés ». L’aspect en
cheveux bouclés des filaments d’actine pourrait suggérer un décrochage de leur adhérence au
niveau de la membrane plasmique. Cet aspect est moins présent a 16 heures : les cellules sont
completement rétractées sur le noyau (Figure 23 panel C). Le noyau est lui aussi compressé
au niveau des points d’ancrage de la cellule et les filaments d’actine se concentrent fortement

tout autour du noyau.
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Figure 23 : Effets de ET et LT sur les BMDCs micropatternées sur des disques médium
(Cytoo®).

A a E: les BMDCs ont été déposées sur des lames CYTOO Disk Medium coatées a la
fibronectine. Elles ont été soit incubées seules (A, contrdle), soit en présence de PA a 1
ug/mL (A), de ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL) (CetD)oude LT (PA a1l ug/mL+LF
a 100 ng/mL) (E et F) pour des temps de 6 heures et 16 heures. Chaque condition est
représentée par une planche de 9 images pour laquelle une cellule (fleche noire) est détaillée
avec 2 coupes dans 1’axe Z espacées de successivement 500 nm. L’actine F est marquée par
la phalloidine AlexaFluor 488 (vert) et le noyau au DAPI (bleu). Observation au X40. La
barre représente 20 um. F a I : trois parametres morphologiques ont pu étre analysés par
traitement des images sous ImageJ. Les images, apres traitement, recentrage et assemblage,
ont subi un seuil permettant de mesurer I’aire (F et I), I’index de circularité¢ (G) et /’aspect
ratio (H). *, p<0,05 / **, p<0,01 / ***, p<0,001.
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Que ce soit a 6 heures ou a 16 heures, les BMDCs en présence de LT épousent en
totalité la surface du pattern (Figure 23 panels D et E). Les points d’ancrage se distribuent
¢galement tout autour du disque et le noyau a tendance a se centrer, comme si les BMDCs
avaient étiré son réseau d’actine pour s’étaler complétement. A 6 heures notamment mais
aussi a 16 heures, I’actine se concentre plus fortement autour du noyau, en formant un anneau
dense d’actine F autour du noyau. Cette concentration d’actine en anneau, déja visible sur les
BMDCs non normalisées, laisse supposer une réorganisation particulicre de 1’actine F induit
par LT.

Pour quantifier les effets montrés précédemment et confirmer 1’impression visuelle, 3
parametres fondamentaux de morphologie cellulaire ont été calculés sur les panels de
BMDCs : (i) laire, (ii) Uaspect ratio (AR = axe majeur / axe mineur), et (ii1) la circularité
(4.m.aire)/(Vpérimétre) (Figure 23). Le calcul des paramétres morphologiques entre les
BMDCs du groupe contrdle et les BMDCs traitées par ET révele des différences
statistiquement significatives que ce soit & 6 heures ou a 16 heures post-intoxination pour
I’aire des cellules (Figure 23 panel F) et I'index de circularité¢ (Figure 23 panel G). De
manicre logique, ’AR est fortement augmenté, du fait de la rétraction des cellules au niveau
de I’axe mineur (Figure 23 panel H). Au contraire, en présence de LT, a 6 heures et a 16
heures, 1’analyse des caractéristiques morphologiques des BMDCs montre un accroissement
statistiquement significatif et temps-dépendant de la surface des BMDCs sur les
micropatterns en disque (Figure 23 panel I). L’indice de circularité (Figure 23 panel G) est
statistiquement augmenté par rapport a ceux des cellules du groupe contréle. De manicre
logique, I’AR est pratiquement divisé¢ par 2 entre les BMDCs en présence de LT, et les
BMDCs du groupe contrdle, signifiant que 1’axe majeur dispose de la méme distance que

I’axe mineur (Figure 23 panel H).

Ces résultats montrent des effets opposés des 2 toxines sur le cytosquelette des
BMDCs. Alors qu’ET induit une rétraction temps-dépendant des BMDCs normalisées et une
concentration unilatérale et périnucléaire de 1’actine F (probablement responsable du
déplacement du noyau comme pour les BMDMs). LT de son coté conduit a un étalement des
BMDCs sur les micropatterns avec une concentration et une réorganisation d’actine F en
anneau tout autour du noyau. Devant cette opposition d’effets entre ET et LT et pour plus de
clarté, nous allons aborder de maniére séparée les mécanismes mis en jeu par ces toxines pour
expliquer ces altérations et essayer de comprendre les conséquence fonctionnelles

potentielles.
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2. ET réorganise le cytosquelette d’actine tout en maintenant ou
accentuant les fonctions phagocytaire et migratoire des BMDCs

Notre article publi¢ dans Infection and Immunty en 2015 a démontré qu’ET induit une
modification de la morphologie des BMDMs et des macrophages péritonéaux normalisés sur
les micropatterns et que cette modification se déroulait en 2 phases: une phase de
concentration de 1’actine F au centre de la cellule sans perte de taille puis une phase de

rétraction cellulaire par perte de 1’adhérence au niveau des adhésions périphériques.

Dans la premicre partie de ce chapitre, nous avons pu montrer que le méme phénoméne
est reproductible sur les BMDCs avec une localisation d’actine F fortement concentrée d’un
coté du noyau, en aspect de « cheveux bouclés ». Cet aspect pourrait suggérer un décrochage
de leur adhérence au niveau de la membrane plasmique. Ainsi, nous avions émis I’hypothése
que ET agirait sur P’actine via une potentielle dépolymérisation et sur les adhésions

périphériques pour rétracter les BMDMSs et les BMDCs normalisés sur leur substrat.

2.1 ET conduit progressivement a une dépolymérisation de I’actine F
au niveau des points d’ancrage des BMDCs

Afin de comprendre le phénomeéne de rétraction des BMDCs observé sur les
micropatterns en disques, nous avons décidé de réaliser a facon des formes de micropatterns
permettant un étalement le plus complet possible des BMDCs sur leurs micropatterns coatés a
la fibronectine. Pour entrainer une meilleure polarisation des BMDCs, nous avons défini une
forme de goutte de taille adaptée afin que les BMDCs puissent établir des points d’ancrage a
la fibronectine de part et d’autre de la forme. De plus, au préalable, nous avions observé que
les BMDC:s issus de nos cultures cellulaires présentaient une hétérogénéité de taille parmi les

cellules exprimant le CD11c, marqueur de différenciation des BMDC:s.

Avant le dépot sur les micropatterns en goutte, les BMDCs sont sélectionnées par un tri
cellulaire en fonction de leur taille parmi la population CDIl1c+. Les BMDCs les mieux

adaptées a ces micropatterns sont les BMDCs CD11c+ de taille importante.
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Pour démontrer une altération de la dynamique de I’actine par ET, les BMDCs
sélectionnées sont déposées sur les micropatterns en goutte, remis en incubation le temps
nécessaire a leur étalement complet puis intoxinées par ET pendant 6 ou 16 heures. Apres
fixation, les BMDCs sont marquées par 1’ AlexaFluro 647 Phalloidine pour visualiser I’actine
F et par I’AlexaFluor 488 DNAse I pour visualiser I’actine G. La méthodologie pour le
traitement des images et I’obtention des cellules de référence est identique a celle employée
pour les BMDMs [216]. Les BMDCs du groupe controle épousent la totalit¢ de la forme en
goutte avec des points d’ancrage, riches en actine F, beaucoup plus abondants sur la partie
triangulaire de la forme en goutte (Figure 24, panel CTRL). L’actine G se réparti de manicre
homogeéne a I'intérieur de la cellule avec un pool plus intense au centre de la cellule. Les
BMDCs traitées avec PA ne montrent pas de divergence vis a vis des BMDCs contrdle
(Figure supplémentaire S1). Comme pour les BMDMs, ET conduit a une rétraction des

BMDCs temps dépendant, plus marquée a 16 heures.

Aprées 6 heures d’intoxination par ET, I’actine F se condense fortement au centre de la
cellule avec une augmentation de la fluorescence de 1’actine G, laissant supposer une
dépolymérisation 1égere de I’actine F. A la différence des cellules du groupe contréle, I’actine
G est fortement présente au niveau des points d’ancrage des BMDCs sur les micropatterns,
comme s’il y avait également une 1égére dépolymeérisation au niveau des points d’ancrage des
BMDCs (Figure 24, panel ET 6H). A 16 heures, les BMDCs se sont rétractées sur les points
d’ancrage les plus solides, sur un des bords de la cellule. Ces résultats démontrent que la
rétraction induite par ET semble s’accompagner d’une dépolymérisation de 1’actine,
certainement périnucléaire comme pour les BMDMs et périphérique au niveau des points

d’ancrage des BMDCs normalisées.
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INDIVIDUAL CELL REFERENCE CELL
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Figure 24 : ET induit une réorganisation globale du cytosquelette d’actine des BMDCs
normalisées sur des micropatterns en forme de goutte.

Les BMDCs CDI11c+ ont été sélectionnées par tri cellulaire, déposées sur les micropatterns
pour se normaliser. Les BMDCs ont ensuite été intoxinées par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100
ng/mL) pendant 6 et 16 heures avant d’étre fixées et marquées en méme temps que les
BMDCs du groupe contrdle : I’actine F (en vert) par I’AlexaFluor 647 Phalloidine et I’actine
G (en rouge) par 1I’AlexaFluor 488 DNAse 1. La colonne de gauche illustre une cellule la plus
représentative des effets observés pour les conditions controles, ET 6H et ET 16H. La
colonne de droite résulte du retraitement des images obtenues, selon la méthode décrite dans
la référence [216]. La 2°™ colonne illustre les cellules de référence pour ’actine F, la 3°™
colonne pour I’actine G et la derniére colonne est une superposition des 2 cellules de
référence. Le nombre de BMDC:s utilisées pour chaque condition est mentionné sous la fusion
(colonne merge) des cellules de référence.

A la vue de I’hypotheése précédente émise sur la dépolymérisation de I’actine, et afin
de mieux comprendre la cinétique de dépolymérisation de I’actine, nous avons décidé de
quantifier 1’actine G et ’actine F par des techniques de cytométrie en flux en utilisant les
mémes marqueurs que la microscopie et dans les mémes concentrations. Les BMDCs ont été
intoxinées par ET pendant 24 heures, a différents intervalles de temps. Elles ont été ensuite
récupérées, fixées et marquées au méme moment.

La figure 25 montre les résultats d’une expérience la plus significative pour le panel A

et la moyenne de 4 cinétiques d’intoxination pour le panel B. Ces ¢études montrent que la
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médiane d’intensité de fluorescence (MFI) de 1’actine G augmente progressivement au cours
du temps mais la différence n’est significative qu’a 24 heures (Figure 25 panels A et B). La
MFI de I’actine F, de son coté, montre une tendance a la diminution au cours du temps. La
différence par rapport aux cellules du groupe controle devient significative qu’a partir de 20
heures d’intoxination par ET (Figure 25 panels A et B). Ainsi, tout laisse encore supposer que

ET induit une dépolymérisation de I’actine F et une augmentation du pool d’actine G.
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Figure 25 : L’intoxination des BMDCs par ET démontre une modification de la
proportion d’actine F et d’actine G pour les temps tardifs.

Apreés intoxination par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL) a différents intervalle de temps,
les BMDCs ont été récupérées, marquées avec un anticorps anti-CD11c puis fixées. L’actine
F est marquée par 1’ AlexaFluor 647 Phalloidine et I’actine G par I’ AlexaFluor 488 DNAse 1.
Les BMDCs fixées sont analysées en cytométrie en flux. Le panel A, sous forme
d’histogramme de la MFI de I’actine F a gauche et de I’actine G a droite, représente une
expérience la plus significative parmi 4 expériences (10 000 éveénements collectés par
condition et par expérience). Le panel B représente, pour chaque temps d’intoxination, la
moyenne = SEM de la MFI des 4 expériences rapportées aux BMDCs du groupe controle
(100 %). *, p<0,05.

Les techniques d’imagerie sur micropatterns et de cytométrie en flux ont montré une

dépolymérisation progressive de 1’actine F en actine G. Pour permettre de quantifier la
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cinétique de dépolymérisation et les conséquences morphologiques de ce phénoméne, nous
avons décidé d’avoir recours a une technique émergente couplant a la fois I’imagerie et la
cytométrie en flux. Cette technique d’imagerie en flux permet de corréler les médianes de
fluorescence des marqueurs utilisés avec des paramétres quantifiables utilisées en
microscopie, mais en prenant en compte un nombre important d’événements comme en
cytométrie. Chaque paramétre recherché est calculé sur chaque cellule ou événement,
conférant une analyse rigoureuse des cellules. La stratégie d’analyse est mentionnée dans le
matériel et méthodes.

Les BMDCs ont subi le méme traitement que pour les expériences de cytométrie en
flux. Les BMDCs du groupe contrdle présentent une répartition homogene de ’actine G avec
un pool plus intense au centre de la cellule. L’actine F est présent au niveau cytoplasmique et
de maniére plus intense sur les bords de la cellule (Figure 26 panel A). A I’identique des
expériences précédentes, ET conduit a une augmentation de la fluorescence de 1’actine G et
une diminution de la fluorescence de 1’actine F au cours du temps apres intoxination (Figure
26 panel A). La MFI (médiane d’intensité de fluorescence) globale de I’actine G augmente
pour devenir significative a 24 heures, alors que la MFI globale de I’actine F diminue
significativement a partir de 16 heures (Figure 26 panel B). Pour quantifier de maniere plus
précise ces 2 marqueurs et démontrer d’éventuelles modifications de localisation, nous avons
considéré que chaque marqueur, de part son expression dans la cellule, pouvait étre assimilé a
des spots de taille et d’intensité variables. Un spot est défini par une intensité de fluorescence
6 fois supérieur au bruit de fond. Ainsi, ET n’entraine pas d’augmentation du nombre de spots
d’actine G et de spots d’actine F (Figure 26, panel C). En revanche, la moyenne de 1’aire de
chaque spot augmente significativement pour 1’actine F pour les temps 16 heures et 24 heures
(Figure 26, panel D), avec une légere diminution de 1’intensité maximale de chaque spot a 24
heures pour I’actine F (Figure 26, panel E).

Pour I’actine G, la moyenne des aires des spots reste constante par rapport aux
BMDCs du groupe contrdle (Figure 26, panel D) mais une légere augmentation significative
de I’intensité¢ maximale des spots est a noter a 24 heures (Figure 26, panel E). Les distances
entre chaque spot d’actine G d’un c6té et d’actine F de ’autre ne varient pas au cours du
temps (Figure 26, panel F). Enfin, pour I’ensemble des paramétres analysés, le PA n’entraine
aucune différence significative par rapport aux BMDCs du groupe contrdle (Figure
supplémentaire S2).

Par conséquent, I’ensemble de ces résultats démontre qu’ET induit une dépolymérisation

progressive de 1’actine F en actine G accompagnée de regroupement d’actine F plus diffus.
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Figure 26 : ET induit une dépolymérisation progressive de I’actine F en actine G.

Apres intoxination par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL) a différents intervalle de temps,
les BMDCs ont été récupérées, marquées avec un anticorps anti-CD11c (en jaune) puis fixées.
L’actine F est marquée par I’AlexaFluor 647 Phalloidine (en vert) et I’actine G par
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1I’AlexaFluor 488 DNAse I (en rouge). Les BMDCs fixées sont analysées en imagerie en flux.
Le panel A illustre les effets de ET sur le cytosquelette d’actine des BMDCs pour les temps
contrbles, ET 4 heures, ET 8 heures, ET 16 heures et ET 24 heures. Pour chaque condition, la
cellule la plus représentative des résultats de 3 expériences est présentée sous forme d’image
en fond clair, d’une image pour le CD11c, d’une image pour I’actine G, d’image pour ’actine
F et d’une image de combinaison entre ’actine G et ’actine F. Le retraitement et 1’analyse
des données ont permis de définir plusieurs parametres a la fois pour 1’actine G et 1’actine F,
illustrés dans les panels B a F (entre 5000 et 10000 BMDCs comptabilisées pour chaque
condition et pour chaque expérience) : la MFI (panel B), la moyenne du nombre de spots
(panel C), la moyenne de 1’aire minimale des spots (panel D), la moyenne de l’intensité
maximale des spots (panel E) et la moyenne de la distance minimale entre les spots d’un
méme marqueur (panel F). Toutes les données représentent, pour chaque condition, la
moyenne + SEM du parameétre des 3 expériences rapportées aux BMDCs du groupe controle
(100 %) pour I’actine F (vert) et 1’actine G (rouge). ns, non significatif / *, p<0,05 / **,
p<0,01 / *** et **** 1p<(0,001.

2.2 La rétraction des BMDCs normalisées sur les micropatterns est liée
a une perte des points d’ancrage des BMDCs

Nous avons démontré qu’ET entraine une rétraction cellulaire des BMDCs normalisées
sur de la fibronectine de manicre temps dépendant avec une présence d’actine F et d’actine G
au niveau des points d’ancrage des BMDCs normalisées (Figure 24). D’autre part, cette
rétraction s’accompagne d’une dépolymérisation progressive de 1’actine F en actine G. Afin
de déterminer si cette rétraction cellulaire est due uniquement a la dépolymérisation d’actine
F ou fait suite @ un phénoméne combiné de dépolymérisation d’actine et de perte des points
d’ancrage, nous avons envisagé cette problématique sous 2 angles différents. Le premier
consiste a décrire la morphologie de BMDCs en suspension par des techniques de cytométrie
en flux et d’imagerie en flux. Dans les mémes conditions expérimentales mais sans marquage
fluorescent, le calcul du parametre FSC (Forward-Scattered) en cytométrie en flux ne montre
pas de modification de taille des BMDC:s traitées par ET au cours du temps (Figure 27, panel
A). Les analyses d’imagerie en flux démontrent visuellement (Figure 27, panel B) et
quantitativement que 1’aire des BMDCs intoxinées ne varie pas au cours du temps (Figure 27,
panel C) mais que les BMDCs présentent une morphologie altérée par ET. La circularité et
I’aspect ratio des BMDCs diminuent de maniére significative a partir de 16 et 24 heures
(Figure 27, panel D). Il est a noter que PA ne modifie pas la morphologie des BMDCs en

suspension (Figure supplémentaire S3).

110



Travaux de thése : effets de ET et LT sur les BMDCs

A ns
T 11 1
- 120
2
I
£ E 100 %= g gm0 g
S0
£ 80:
o=
wo 60-
S8
I 40
=1
2=
5@ 20
B
0 10 20 30
TIME (hours)
CTRL ET 4H ET 8H ET 16H ET 24H
12128 10575 37602 o 279(3 4 4044 5
o . . |  § p! »
3 - rd ’ . \ o~
"E' [ - . | R ™ Wi
[ Y ' L." 3 vt | L ix |
= L < J “ -
[ . » s ‘
-y '-‘ - |
B Shape Ratio
C D E3 Circularity
3
3 ZE
o =
-; K] ti)l
S Zo
S0 s
= H b 2
wo H 8
ey =4
S5 Y-
© = ®=
Lo =
< 8 %E
% = £
o m 2] 2
£ §2
S c
° £ 'I . & &
R LN ‘5 W NN
<%
TIME (hours) ° TIME (hours)

Figure 27 : ET conduit a une modification de la morphologie des BMDCs en suspension
sans altération de I’aire.

Apreés intoxination par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL) a différents intervalle de temps,
les BMDCs sont récupérées puis fixées. Les BMDCs sont analysées par cytométrie en flux
par mesure du parametre de taille (FSC) (panel A) et en imagerie en flux pour leur
morphologie en suspension (panel B) et pour les paramétres d’aire (panel C), de circularité et
de shape ratio (panel D). Toutes les données représentent, pour chaque condition, la moyenne
+ SEM de 4 expériences de cytométrie et de 3 expériences d’imagerie en flux, rapportées aux
BMDCs du groupe controle (100 %). ns, non significatif / **, p<0,01 / *** p<0,001.

Puisqu’ET entraine uniquement une modification de la morphologie des BMDCs sans
modification de ’aire pour les BMDCs en suspension (cytométrie et imagerie en flux), nous
avons émis I’hypothése qu’ET entrainerait une perte des points d’ancrage de la cellule. En
reprenant notre modele d’étude de BMDCs normalisées, nous avons dessiné une forme en
adéquation avec les formes précédemment utilisées mais en forgant la cellule a concentrer ses
points d’ancrage a un endroit précis du micropattern. Ce nouveau motif reprend la forme du
disque percé en son centre d’un trou hydrophobe sans fibronectine. Ceci impose aux BMDCs

d’établir des points d’ancrage forts au niveau du centre (Figure 26, panel du haut). Comme
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pour les autres formes de micropatterns, ET induit cette rétraction cellulaire avec une
augmentation de 1’actine G et une perte de l’actine F. Cependant, cette forme apporte
clairement la preuve que les BMDCs traitées par ET perdent leurs points d’ancrage localisés
au centre du micropattern. Ce résultat est d’autant plus marqué a 16 heures ou le centre du
micropattern a une intensité de fluorescence de 1’actine F trés nettement diminuée par rapport
aux cellules du groupe contrdle (Figure 28). Ainsi, nos résultats démontrent que la rétraction
des BMDC:s sur les micropatterns passe par une dépolymérisation de 1’actine F et une perte
des points d’ancrage des BMDCs.

INDIVIDUAL CELL REFERENCE CELL

ACTINF ACTIN G MERGE

CTRL

ET 6H

ET 16H

Figure 28 : La rétraction des BMDCs normalisées intoxinées par ET résulte d’une perte
des points d’ancrage des BMDCs sur les micropatterns coatés a la fibronectine.

Les BMDCs CDI11c+ ont été sélectionnées par tri cellulaire, déposées sur les micropatterns
pour se normaliser. Les BMDCs ont ensuite été intoxinées par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100
ng/mL) pendant 6 et 16 heures avant d’étre fixées et marquées en méme temps que les
BMDCs du groupe contrdle : I’actine F (en vert) par I’AlexaFluor 647 Phalloidine et I’actine
G (en rouge) par 1I’AlexaFluor 488 DNAse 1. La colonne de gauche illustre une cellule la plus
représentative des effets observés pour les conditions contrdle, ET 6H et ET 16H. Le
groupement de colonnes de droite résulte du retraitement des images obtenues, selon la
méthode décrite dans la référence [216]. La 2™ colonne illustre les cellules de référence pour
I’actine F, la 3°™ colonne pour I’actine G et la derniére colonne est une superposition des 2
cellules de référence. Le nombre de BMDCs utilisées pour chaque condition est mentionné
sous la fusion (colonne merge) des cellules de référence.
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2.3 ET cible la cofiline via une protéine phosphatase pour réorganiser
le cytosquelette d’actine des BMDCs dans les phases précoces

Nous avons vu dans la partie bibliographique qu’un grand nombre de protéines sont
impliquées dans I’architecture du cytosquelette d’actine et notamment des protéines qui
peuvent induire la coupure et la dépolymérisation des filaments d’actine. D’autre part, les
expériences sur les micropatterns ont montré que les BMDCs intoxinées par ET présentent
des filaments d’actine en forme de « cheveux bouclés » se localisant au centre de la cellule.
Ces résultats nous ont suggéré que les filaments d’actine ont pu étre coupé par une protéine de
coupure comme la cofiline présente chez les BMDCs a la membrane cellulaire dans son état
inactif.

Afin de démontrer son implication, les BMDCs ont été incubées en présence de ET
pendant 30 heures et différents lysats protéiques ont été préparés a différents intervalles de
temps, ce qui a permis de suivre la cinétique d’expression ou d’activation des protéines

d’intérét.

Dans les temps précoces d’intoxination jusqu’a 6 a 8 heures, ET cible la cofiline en
induisant sa dépolymérisation et la rendant active a partir de 2 heures et jusqu’a 8 heures
environ (Figure 29, panel A) [137, 138]. Cette activation transitoire de la cofiline
s’accompagne également d’une déphosphorylation de FAK (Focal Adhesion Kinase) et une
surphosphorylation des ERM (Ezrin Radixin Moesin), protéines impliquées dans le
remodelage membranaire comme lien entre le cytosquelette d’actine et la membrane cellulaire
(Figure 29, panel A) [151, 157]. Dans les phases plus tardives la cofiline redevient inactive
par phosphorylation, qui est plus importante que les cellules du groupe contrdle (Figure 29,
panel A). Dans la bibliographie, 1’activation de la cofiline peut résulter de 1’action de la
chronophine, de PTEN ou des Slingshot [142, 144]. Ces 3 protéines ne semblent pas
intervenir dans I’activation de la cofiline induite par ET (Figure 29, panel B). Une autre
famille de protéines peut induire rapidement cette déphosphorylation de la cofiline : les

protéines phosphatases [142, 143].

Afin de démontrer I’implication de ces protéines phosphatases dans I’activation de la
cofiline, nous avons incubé les BMDCs intoxinées par ET en présence d’inhibiteur des
protéines phosphatases : 1’acide okadaique pour sa capacité a inhiber préférentiellement les

PP2A, la tautomycine pour son inhibition spécifique des PP1, et la calyculine A pour son
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activité inhibitrice puissante sur les PP1 et les PP2A [143]. A 4 ou 8 heures, ET entraine une
déphosphorylation de la cofiline comme initialement décrit. L ajout d’acide okadaique ou de
tautomycine a ET ne réverse pas I’effet de déphosphorylation de la cofiline. En revanche,
I’ajout de calyculine A aux BMDCs intoxinées par ET conduit & une suppression de
I’activation de la cofiline. Ainsi, I’activation de la cofiline induite par ET semble dépendante
d’une protéine phosphatase de type PP1 et PP2A, sans que nous n’ayons pu réellement

effectuer une identification précise.
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Figure 29 : ET active rapidement la cofiline des BMDCs via des protéines phosphatases
des classes 1A et 2.

Apres intoxination par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL), associée ou non a un
traitement par des molécules chimiques, les BMDCs sont lysées. Le lysat cellulaire est
analys¢ en Western-Blot. Les panels A et B présentent, sous forme de cinétique
d’intoxination, 1’expression sous forme phosphorylée ou totale des protéines d’intérét. Le
contrdle de charge est représenté par la GAPDH. En fonction des temps d’intérét, les BMDCs
ont été incubées en présence d’activateurs ou d’inhibiteurs : 1’acide okadaique (inhibiteur
PP2A, 10 nM), la tautomycine (inhibiteur PP1, 100 nM), la calyculine A (inhibiteur
PP1/PP2A, 3 nM), Sp-cAMP (activateur PKA, 50 uM) et Rp-cAMP (inhibteur PKA, 50 uM).
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D’autre part, ET posséde une activité adénylate cyclase dépendante du calcium et de la
calmoduline, capable de générer une concentration importante d’AMPc intracellulaire. Une
des grandes interrogations suite a ces résultats était de savoir si ’activation de la cofiline par
déphosphorylation pouvait étre reliée a I’activité de ET.

Afin de mimer les effets de I’AMPc sur 1’état de phosphorylation de la cofiline, les
BMDCs ont été incubées en présence d’un puissant activateur des protéines kinases
dépendante de I’AMPc le Sp-cAMP, et d’un inhibiteur de 1’activation de protéines kinases par
I’AMPc le Rp-cAMP. L’incubation des BMDCs avec le Sp-cAMP montre un profil de
déphosphorylation quasi identique que les BMDCs en présence de ET, laissant supposer que

I’ AMPc intracellulaire induit une activation de la cofiline.

2.4 L’AMPc induit par ET conduit a P’activation de la cofiline via
PKA dans les temps précoces

Devant I’hypothése d’une activation de la cofiline par I’AMPc, nous avons voulu
vérifier si ET est capable d’induire une augmentation de la concentration intracellulaire
d’AMPc dans les BMDCs. En fonction des résultats obtenus sur les BMDMs, les BMDCs ont
¢t¢ incubées en présence de ET avec ou sans Rolipram, un inhibiteur spécifique des
phosphodiestérases, et des prélévements ont été effectués a 1.5, 4, 8, 16 et 24 heures. Le taux
d’AMPc ainsi que la quantité de EF ont été dosés a la fois dans le lysat cellulaire et dans le
surnagent. ET induit une augmentation de I’AMPc intracellulaire et cette concentration est
d’autant plus importante en présence de Rolipram (Figure 30, panel A). L’ajout de Rolipram
démontre également que les BMDCs disposent d’une activité phsophodiestérase importante,
permettant de dégrader en partie I’AMPc généré par ET. Alors que le taux d’AMPc présent
dans le surnagent n’est augmenté qu’a partir de 16 heures en présence de ET, il demeure élevé
des les premiéres heures lorsque le Rolipram est incubé en méme temps que ET (Figure 30,
panel B). Dans les 2 cas, ’AMPc généré par ET ne se concentre pas uniquement dans la
cellule et est relargué, le phénoméne étant considérablement augmenté en présence de

Rolipram.
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Figure 30 : Effets de ET sur la sécrétion d’AMPc dans les BMDCs.

Les BMDCs ont été traitées par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL), du Rolipram
(inhibiteur des PDE, 10 uM) ou ET + Rolipram. Apres plusieurs temps d’incubation et lyse
des BMDCs, le lysat et le surnagent de culture ont été récupérés pour mesurer la
concentration en AMPc et I’activité adénylate cyclase de EF selon la méme méthode que la
référence [216]. Les données exprimées en % par rapport aux BMDCs du groupe contrdle
sont les plus représentatives de 4 expériences. Le panel A représente la concentration en
AMPc intracellulaire en pmol/mg de protéine de lysat rapportée a la concentration contrdle
alors que le panel B montre la concentration en AMPc dans le surnagent en pmol/mL de
surnagent. Les panels C et D illustrent 1’activité adénylate cyclase de EF dans les lysats
cellulaires en pg/mg de protéines (panel C) et dans le surnagent en pg/mL (panel D).

D’autre part, la mesure de I’activité adénylate cyclase de EF démontre que ET est bien
présent dans les BMDCs dés 1.5 heures apres I’intoxination (Figure 30, panel C), ainsi que
dans le surnagent (Figure 30, panel D). Afin de s’assurer des résultats précédents, la
concentration en AMPc intracellulaire et dans les surnagents, ainsi que ’activité de EF ont été
dosées pour les BMDCs traitées avec PA. PA présente le méme profil d’expression que les
BMDCs du groupe controle (Figure supplémentaire S4, panels A, C, E et F). Un contrdle
positif par le traitement a la Forskoline montre bien une ¢lévation de la concentration en
AMPc intracellulaire et dans le surnagent de culture (Figure supplémentaire S4, panels B et
D)
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Compte tenu de Iactivit¢ importante de dégradation de I’AMPc par les
phosphodiestérases des BMDCs, ces dernieres ont été incubées en présence de ET seules ou
en association avec le Rolipram pour déterminer le taux de phosphorylation de la cofiline. La
forskoline a été ajouté comme contrdle positif de génération d’AMPc. Comme nous pouvions
nous y attendre, I’ajout de Rolipram entraine une activation de la cofiline plus prononcée que
pour les BMDCs intoxinées avec ET uniquement (Figure 31, panel A). La forskoline

démontre également que I’AMPc généré provoque une activation de la cofiline (Figure 31,

panel A).
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Figure 31 : ET conduit a ’activation de la cofiline par I’intermédiaire de ’AMPc via la
voie PKA.

Panel A : les BMDCs ont été traitées par PA (1 ug/mL), ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100
ng/mL), Rolipram (inhibiteur des PDE, 10 uM), ET + Rolipram, Forskoline (100 uM) et
Forskolin + Rolipram. Apres plusieurs temps d’incubation (1,5 heures, 4 heures et 8 heures)
et lyse des BMDCs, le lysat a été récupéré et analysé en Western-Blot pour qualifier le degré
de phosphorylation de la cofiline. Le contréle de charge est représenté par la GAPDH. Le
panel B présente 1’expression sous forme phosphorylée ou totale de la cofiline. En fonction
des temps d’intérét, les BMDCs ont été incubées en présence d’activateurs ou d’inhibiteurs :
I’adénylate cyclase de Bordetella pertussis (100 ng/mL), 6-Bnz (activateur PKA, 100 uM), 8-
CPT (activateur sélectif d’Epac, 100 uM), KT5720 (inhibiteur de PKA, 10 uM), ESI09
(inhibiteur d’Epac, 5 uM).
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L’AMPc cyclique généré peut conduire a I’activation de 2 voies de signalisation
distincte ; 1’'une portée par la voie PKA et I'autre par la voie Epac. Pour déterminer quelle
voie de signalisation serait responsable de ’activation de la cofiline par I’AMPc, les BMDCs
ont été incubées en présence d’activateurs et d’inhibiteurs spécifiques de ces voies ou d’une
toxine bactérienne connue pour son activité¢ adénylate cyclase, a savoir I’adénylate cyclase de
Bordetella pertussis. La molécule 6-Bnz est un puissant activateur de la voie PKA alors que
la molécule 8-CPT est un activateur sélectif de la voie Epac. Du c6t¢ inhibiteur, KT5720 est
un inhibiteur sélectif de PKA alors que ESIO9 est un inhibiteur récent de la voie Epac.

Que ce soit a 4 ou 8 heures, la cofiline est déphosphorylée en présence de ET par
rapport aux cellules du groupe contrdle et reprend son niveau de phosphorylation controle a
16 heures (Figure 31, panel B). L’adénylate cyclase de Bordetella pertussis ne semble pas
entrainer d’activation de la cofiline, pour les mémes concentrations que ET. L’incubation des
BMDC:s en présence de 6-Bnz conduit a une activation de la cofiline visible dés 4 heures, et
une cofiline fortement active a 8 heures, bien plus que pour les BMDCs incubées avec ET
(Figure 31, panel B). L’activation de la voie Epac par I’intermédiaire du 8-CPT ne semble pas
induire une déphosphorylation de la cofiline, tout comme I’incubation des BMDCs avec les 2
activateurs (Figure 31, panel B). Ces résultats laissent supposer que la stimulation de la voie
PKA conduit a une déphosphorylation de la cofiline, qui devient trés active a 8 heures. A
I’inverse, ’activation de la voie Epac ne semble pas étre a I’origine de la déphosphorylation

de la cofiline.

D’autre part, a 4 et 8 heures, I’ajout de KT5720 en présence de ET restaure
partiellement le taux de phosphorylation de la cofiline, cette derni¢re étant 1égérement plus
phosphorylée que pour les BMDCs en présence de ET seul.

L’incubation des BMDCs en présence de ET et de ESIO9 conduit, dés 4 heures a une
déphosphorylation trés importante de la cofiline, beaucoup plus prononcée que pour les
BMDCs avec ET seul, laissant supposer un effet cumulatif entre ET et I’inhibition d’Epac.
Cet effet est confirmé par les BMDCs incubées seulement avec ESI09, qui présente le méme
niveau de déphosphorylation que les BMDCs incubées en présence de ET. Epac aurait plutot

un rdle protecteur sur la déphosphorylation de la cofiline.

La présence des 2 inhibiteurs simultanément sans ET conduit a une déphosphorylation

trés nette de la cofiline, phénomene encore plus prononcé lors de I’ajout de ET.
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Ainsi, ces résultats indiquent que PKA et Epac induisent des effets opposés sur la
phosphorylation de la cofiline : PKA induit une déphosphorylation trés nette de la cofiline
alors qu’Epac semblerait maintenir un taux de phosphorylation constant. L’activation de la
cofiline par ET semblerait étre liée a la voie PKA directement, ce qui induit une
déphosphorylation de la cofiline. Le fait que ESI09 génere la méme déphosphorylation de la
cofiline que ET seul, suggere que ET activerait la voie PKA pour activer la cofiline, et

controlerait négativement la voie Epac dans les temps précoces de I’intoxination.

2.5 ET maintient la capacité phagocytaire des BMDCs mais perturbe
la maturation phagosomale

Le cytosquelette d’actine joue un rdle essentiel dans le processus de phagocytose des
BMDCs. Son remodelage au cours des différentes étapes de la phagocytose permet une
internalisation optimale des corps a phagocyter et leur dégradation. Nous avons vu
précédemment que ET est capable d’induire une dépolymérisation de 1’actine F par activation
de la cofiline via la voie de I’AMPc-PKA-Protéine phosphatase et une rétraction cellulaire par
perte des points d’ancrage des BMDCs. A la vue de ces événements majeurs et en fonction de
la bibliographie disponible sur les effets de ET pour la phagocytose des macrophages
notamment, il était judicieux de penser qu’ET entrainerait une perte des capacités de
phagocytose des BMDC:s.

Afin d’étudier les capacités de phagocytose, les BMDCs ont été intoxinées avec ET sur
un intervalle de temps allant jusqu’a 30 heures. A D’instant T, correspondant au temps
d’intoxination, les BMDCs ont été incubées avec des particules d’E. coli disposant d’un
groupement pH-rodo couplé a un fluorochrome (AlexaFluor 488 pHrodo E. coli).

Outre son intérét pour visualiser la capacité des cellules a phagocyter les particules de E. coli,
ces particules contiennent un groupement couplé a un fluorochrome dont I’intensité de
fluorescence est dépendante du pH. A pH neutre ou légérement basique, I’intensité de
fluorescence des particules est relativement faible, a I’échelle du bruit de fond. Plus le pH
devient acide, plus I'intensit¢ de fluorescence est forte. Cette variation de I’intensité de
fluorescence permet aisément de suivre la maturation phagosomale des particules ingérées par

les cellules jusqu’a la fusion des phagosomes avec les lysosomes ou le pH devient trés acide.

De maniére surprenante, 1’analyse en cytométrie en flux des BMDCs, intoxinées par
) y y

ET et incubées pendant 2 heures avec les particules de pHrodo E. coli, montre une tres légére
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baisse de la capacité phagocytaire des BMDCs (Figure 32, panel A). Le nombre de
phagocytes est légerement diminué sans pour autant &tre significatif a 30 heures apres
intoxination par ET (Figure 32, panel B). La MFI des pHrodo E. coli reste relativement stable

au cours du temps et diminue légérement apres 30 heures d’intoxination (Figure 32, panel C).
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Figure 32 : Les BMDCs intoxinées par ET gardent leur capacité de phagocytose.

Apres intoxination par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL) a différent intervalle de temps,
les BMDCs ont été récupérées puis incubées pendant 2 heures en présence de particules
d’AlexaFluor 488 pHrodo E. coli. Aprés marquage avec un anticorps anti-CDl1lc, les
cellules sont analysées en cytométrie en flux. Le panel A présente 1’évolution, au cours de
I’intoxination, du nombre de BMDCs ayant phagocytées les particules. La MFI des particules
est mentionnée en gras sur chaque graphe. L’expérience la plus significative parmi 5
expériences est présentée ici (10 000 éveénements collectés par condition et par expérience).
Le panel B représente, pour chaque temps d’intoxination, la moyenne + SEM du nombre de
BMDCs phagocytaires rapportée aux BMDCs du groupe contrdle alors que le panel C illustre
la moyenne + SEM de la MFI des pHrodo E. coli . 5 expériences au total. ns, non significatif /
*, p<0,05.
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Ces données de cytométrie permettent seulement de quantifier les BMDCs
phagocytaires et la MFI globale de toutes les particules phagocytées sans pour autant pouvoir
décortiquer la maturation phagosomale. Afin de répondre a cette question, les BMDCs
intoxinées par ET et incubées avec les pHrodo E. coli sont analysées en imagerie en flux.
Cette technologie nous a permis de quantifier les parameétres de phagocytose et
d’internalisation a 1’échelle de la particule mise dans I’environnement globale de la cellule.
Comme nous pouvions nous y attendre, le nombre de BMDCs phagocytaires diminue
légérement pour devenir faiblement significatif pour le temps 24 heures (Figure 33, panel A et
B). En revanche, la MFI des pHrodo E. coli décroit progressivement pour devenir
significative a partir de 8 heures, laissant supposer que les particules dans leur globalité sont
moins fluorescentes, et se trouvent dans un compartiment intracellulaire moins acide que pour

les BMDCs du groupe controle (Figure 33, panel C).

Si nous nous plagons a I’échelle de la particule, considérée comme un spot, 1’analyse
des résultats d’imagerie en flux démontre que les particules sont internalisées de la méme
manicre pour les BMDCs du groupe controle et les BMDCs intoxinées par ET, quelque soit le
temps d’intoxination (Figure 33, panel D). En revanche, la distance minimale entre les
particules est augmentée, démontrant que les particules sont plus éloignées les une des autres
(Figure 33, panel E). Grace a I’algorithme de quantification du nombre de particules, nous
avons pu établir que I’intoxination par ET conduit a une diminution significative a partir de
16 heures du nombre de particules internalisées (Figure 33, panel F) mais que 1’aire minimale
est significativement augmentée (Figure 33, panel F). Leur nombre et ’aire minimale des

particules sont donc inversement proportionnels.
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Figure 33 : ET maintient les capacités de phagocytose des BMDCs mais perturbe la
maturation phagosomale.

Apres intoxination par ET (PA a 1 ug/mL + EF a 100 ng/mL), les BMDCs ont été récupérées
puis incubées pendant 2 heures en présence de particules d’AlexaFluor 488 pHrodo E. coli.
Aprés marquage avec un anticorps anti-CD1l1c, les cellules sont fixées puis analysées en
imagerie en flux. Le panel A illustre les effets de ET sur la phagocytose des BMDCs pour les
temps controle, 4 heures, 8 heures, 16 heures et 24 heures. Pour chaque condition, la cellule la
plus représentative des résultats de 3 expériences est présentée sous forme d’image en fond
clair, d’une image pour les particules de pHrodo, d’une image pour le CD11c, d’une image de
combinaison entre le fond clair + particules et d’une image pour le fond clair + CD1lc +
particules. Entre 5000 et 10000 BMDCs ont été comptabilisées pour chaque condition et pour
chaque expérience pour 1’analyse des résultats. Toutes les données représentent, pour chaque
condition, la moyenne + SEM du paramétre choisi des 3 expériences rapportée aux BMDCs
du groupe contrdle (100 %). B. nombre de BMDCs phagocytaires, C. MFI des pHrodo, D.
moyenne d’internalisation des particules de pHrodo, E. moyenne de la distance minimale
entre les spots d’un méme marqueur, et F. moyenne du nombre de spots et moyenne de ’aire
minimale des spots. ns, non significatif / *, p<0,05 / **, p<0,01 / *** et **** p<0,001.
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Toutes ces données semblent démontrer que les BMDCs intoxinées par ET gardent leur
capacité de phagocytose mais ET entrainerait une perturbation de la maturation phagosomale,
probablement au niveau de la fusion des phagosomes avec les lysosomes, moment ou le pH

devient trés acide.

2.6 ET stimule la migration des BMDCs par une sur-expression des
récepteurs CCR7 et CXCRA4, corrélée a une activation des BMDCs

Les données de la littérature sur les effets de ET sur la migration des cellules sont trés
divergentes et sont fonction du type cellulaire et des conditions d’expérimentations.
Précédemment, nous avions pu montrer qu’ET conduit a une déformation de 1’architecture
des BMDCs en suspension de maniére plus allongée (Figure 27) ainsi qu’une perte probable
des points d’ancrage, laissant supposer que les BMDCs intoxinées par ET serait peut-étre plus

adapte a la déformation pour migrer dans leur environnement.

Afin de vérifier les capacités migratoires des BMDCs, nous avons réalisé¢ des
expériences de trans-migration, qui consistent a placer des BMDCs intoxinées par ET dans le
compartiment supérieur d’un tamis cellulaire disposant de pores de 3 um. Apres 4 heures de
transmigration, les BMDCs ayant traversées le tamis sont récupérées puis comptées en
cytométrie en flux. 3 conditions ont été réalisées en paralléle pour explorer en détail la trans-
migration des BMDCs : des BMDCs sans chimio-attractant, des BMDCs en présence d’un
mélange de CCL19/CCL21 ou des BMDCS en présence de CXCL12 (SDF-1a). D’autre part,
il est établi que pour induire la migration des BMDC s, il est nécessaire de les activer par du
lipopolysaccharide (LPS). Cependant, afin de se rapprocher de la nature de Bacillus
anthracis, les BMDCs ont été incubées en présence d’acide lipotéichoique (LTA), constituant
de la membrane des bactéries a Gram positif. Au préalable, nous avons vérifi¢ que le LTA
permet une expression des récepteurs aux chimiokines CXCR4 et CCR7 (Figure
supplémentaire S5). Pour chaque condition, les BMDCs ont ét¢ intoxinées au total pendant 20

heures, seul le temps d’activation au LTA varie.
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Figure 34 : ET induit une augmentation de la trans-migration des BMDCs par
I’expression de CCR7 / CXCR4 et I’activation cellulaire.

Pour les panels A a D, les BMDCs intoxinées par ET = LTA sont placées dans le
compartiment supérieur d’un tamis cellulaire disposant de pores de 3 um. Apres 4 heures de
transmigration, les BMDCs ayant traversées le tamis cellulaire sont récupérées puis comptées
en cytométrie en flux. Toutes les données représentent la moyenne £ SEM du nombre de
BMDCs ayant traversé les pores, rapportée aux BMDCs du groupe contrdle (100 %), de 3
expériences différentes. Toutes les BMDCs ont été en contact avec ET pendant 20 heures et
un temps variable pour I’incubation en présence de LTA : pas de LTA pour LTA 0 heure
(panel A), 4 heures de LTA pour LTA 4H (panel B), 16 heures pour LTA 16H (panel C) et 20
heures pour LTA 20H (panel D). Pour chaque condition d’activation des BMDCs par le LTA,
le compartiment receveur des BMDCs contient ou pas des chimio-attractants : une condition
sans chimiokines, une condition avec le mélange CCL19/CCL21 et une condition avec SDF-
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la. Pour les panels E a F représentant la MFI des marqueurs par rapport aux BMDCs du
groupe contrdle, les BMDCs intoxinées par ET ont été marquées pour le CXCR4 (panel E), le
CCR7 (panel F) et les marqueurs d’activation CD80/CD86 (panel G). ns, non significatif / *,
p<0,05 / **, p<0,01 / *** et **** p<0,001.

En I’absence de chimio-attractant, les BMDCs intoxinées par ET ont une tendance a
migrer en plus grande quantité sans pour autant étre significative sauf dans le cas d’une
activation de 16 heures par le LTA (Figure 34, panel A, B, C, D). En revanche, en présence de
chimio-attractants, les BMDCs intoxinées par ET mais non activées par le LTA migrent
significativement en plus grand nombre, laissant supposer que ET serait capable d’induire
I’expression de récepteurs de ces chimiokines (Figure 34, panel A, B, C, D). Les résultats sont
similaires pour les conditions d’activation au LTA pendant 4, 16 et 20 heures. En outre, les
BMDC:s traitées par PA présentent le méme profil de trans-migration que les BMDCs du
groupe controle (Figure supplémentaire S6).

Nous avons émis I’hypothése que ET sera peut étre capable d’induire 1’expression des
récepteurs de ces chimiokines a la surface cellulaire des BMDCs, a savoir ; CCR7 pour les
chimiokines CCL19 et CCL21, et CXCR4 pour la chimiokine CXCL12 (SDF-1a). Pour
déterminer le taux d’expression de ces récepteurs, les BMDCs intoxinées par ET a différents
intervalles de temps, ont été marquées puis analysées en cytométrie en flux pour déterminer la
MFI de CCR7 et de CXCR4. Ainsi, ET induit progressivement I’expression de CXCR4 par
les BMDCs, avec une différence significative dés 8 heures d’intoxination alors que
I’expression de CCR7 n’est statistiquement significatif qu’a 30 heures. En parall¢le de
I’expression des ces récepteurs, ET seul est capable d’induire 1’activation des BMDCs dés 4 a
8 heures par I’expression des marqueurs d’activation CD80 et CD86.

L’ensemble de ces résultats démontrent clairement qu’ET conduit & une trans-migration plus
prononcée des BMDCs en induisant ’activation des BMDCs et 1’expression des récepteurs

aux chimiokines CCR7 et CXCRA4.
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3. LT induit des perturbations du cytosquelette d’actine et de la
phagocytose mais sans modification de la trans-migration

Nous avons précédemment démontré dans la premicre partie de ce chapitre, que LT
conduit a un étalement des BMDCs sur les micropatterns en disque coaté a la fibronectine
avec une augmentation de 1’aire et de I’indice de circularité par rapport aux cellules du groupe
contrdle et un aspect ratio proche de 1, démontrant une morphologie en disque presque
complet. L’analyse visuelle des BMDCs normalisées montrait une concentration et une
réorganisation d’actine F en anneau tout autour du noyau, non visible sur les cellules du

groupe contrdle ou traitées uniquement avec le PA.

Cette concentration d’actine en anneau, déja visible sur les BMDCs non normalisées,
9

laisse supposer une réorganisation particuliére de I’actine F induit par LT.

3.1 LT conduit a une réorganisation anarchique de 1’actine sous forme
d’amas sphérique dans les temps tardifs sans dépolymérisation de
P’actine F

Afin d’explorer et de comprendre cette réorganisation particuliere de 1’actine induite par
LT, des micropatterns spécifiques ont été confectionnés dans le but d’induire, dés la
normalisation, un étalement complet des BMDCs. Le fait de provoquer une normalisation
compléte sur le micropattern conduit les BMDCs a établir des points d’ancrage tout autour de
la forme en goutte et d’étre étirées le plus possible sur les micropatterns (Figure 35, panel du

haut). Ainsi, les éventuels défauts de la dynamique de I’actine devraient étre visualisés.

Les BMDCs ont ét¢ normalisées de la méme mani¢re que pour les expériences
développées précédemment pour ET. Les BMDCs intoxinées par LT pendant 16 heures
montrent une réorganisation particuliere de 1’actine F et de ’actine G par rapport aux BMDCs
du groupe contrdle. Alors que 1’actine F se retrouve toujours au niveau des points d’ancrage
des BMDCs tout autour du micropattern, LT semble induire une réorganisation particuliere
de I’actine F en forme d’anneau avec une densification trés importante de 1’actine F, comme
si les filaments d’actine F s’étaient regroupés entre eux. De manicre plus surprenante, alors
que I’actine G est présente dans la totalité du cytoplasme des BMDCs du groupe contrdle
avec un pool plus central, les BMDCs intoxinées par LT présentent uniquement de I’actine G

a I’intérieur de I’anneau d’actine F, emprisonnant au passage le noyau (Figure 35, panel du
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bas). Cet aspect en « oeuf au plat » était déja visible pour les BMDCs non normalisées et
celles normalisées sur les disques (Figures 20 et 23). Il est a noter également que certaines
BMDCs intoxinées par LT présentent des groupements de filaments d’actine plus denses
s’étirant des points d’ancrage vers ces anneaux d’actine F (Figure 35, panel du bas, fleche
blanche). Les BMDCs traitées avec PA ne montrent pas de divergence vis a vis des BMDCs

du groupe contrdle (Figure supplémentaire S1).

INDIVIDUAL CELL REFERENCE CELL

ACTIN F ACTIN G MERGE

CTRL

LT 16

Figure 35 : LT conduit a une perturbation de la dynamique de I’actine des BMDCs
normalisées sur un micropattern en forme de goutte.

Les BMDCs CDI11c+ ont été sélectionnées par tri cellulaire, déposées sur les micropatterns
pour se normaliser. Les BMDCs ont ensuite été intoxinées par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100
ng/mL) pendant 16 heures avant d’étre fixées et marquées en méme temps que les BMDCs du
groupe contrdle : I’actine F (en vert) par I’ AlexaFluor 647 Phalloidine et I’actine G (en rouge)
par I’AlexaFluor 488 DNAse I. La colonne de gauche illustre une cellule la plus
représentative des effets observés pour les conditions contrdles et LT 16H. Le groupement de
colonnes de droite résulte du retraitement des images obtenues, selon la méthode décrite dans
la référence [216]. La 2°™ colonne illustre les cellules de référence pour ’actine F, la 3°™
colonne pour I’actine G et la derniére colonne est une superposition des 2 cellules de
référence. Le nombre de BMDC:s utilisées pour chaque condition est mentionné sous la fusion
(colonne merge) des cellules de référence.
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Ces observations laissent supposer que LT pourrait conduire a un défaut dans la
dynamique de I’actine, entre les phases de polymérisation et de dépolymérisation des
filaments d’actine. Afin de vérifier I’absence de phénoméne de dépolymérisation de I’actine,
les BMDCs intoxinées par LT ont été traitées dans les mémes conditions que les BMDCs
intoxinées par ET. Les BMDCs sont ensuite analysées par cytométrie en flux pour quantifier

le ratio d’actine G / actine F (Figure 36, panel A).
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Figure 36 : LT conduit a une perte d’actine F uniquement pour les temps tardifs.

Apreés intoxination par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100 ng/mL) a différents intervalle de temps,
les BMDCs sont récupérées, marquées avec un anticorps anti-CD11c puis fixées. L’actine F
est marquée par I’AlexaFluor 647 Phalloidine et 1’actine G par I’AlexaFluor 488 DNAse 1.
Les BMDCs fixées sont analysées en cytométrie en flux. Le panel A, sous forme
d’histogramme de la MFI de I’actine F a gauche et de I’actine G a droite représente une
expérience la plus significative parmi 3 expériences (10 000 événements collectés par
condition et par expérience). Le panel B représente, pour chaque temps d’intoxination, la

moyenne = SEM de la MFI des 3 expériences rapportées aux BMDCs du groupe controle
(100 %). *, p<0,05.
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LT ne semble pas induire une augmentation de la quantité d’actine G méme 24 heures
apres I’intoxination (Figure 36, panel B). En revanche, LT aurait une tendance a augmenter la
MFTI de ’actine F dans les temps précoces de I’intoxination avant de chuter brutalement a
partir de 10 heures. A 24 heures, la MFI de I’actine F est significativement diminuée, laissant
supposer que LT conduirait a une perte tardive d’actine F dans les BMDC:s.

Pour essayer de corréler ces données de cytométrie en flux et les observations sur les
micropatterns, plusieurs séries d’expériences ont été entreprises sur I’imageur en flux. Les
BMDCs du groupe controle montrent une répartition homogéne de I’actine G avec un pool
central et une actine F plutot corticale avec des protrusions autour de la cellule. Les BMDCs
intoxinées par LT montrent une répartition identique aux cellules du groupe contrdle pour
I’actine G. En revanche, I’actine F n’est plus corticale et semble se recentrer sur I’intérieur de

la cellule (Figure 37, panel A).
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Figure 37 : LT perturbe la dynamique de polymérisation / dépolymérisation de ’actine
des BMDCs.

Apres intoxination par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100 ng/mL) a différents intervalle de temps,
les BMDCs sont récupérées, marquées avec un anticorps anti-CD11c (en jaune) puis fixées.
L’actine F est marquée par I’AlexaFluor 647 Phalloidine (en vert) et I’actine G par
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I’ AlexaFluor 488 DNAse I (en rouge). Les BMDCs fixées sont analysées en imagerie en flux.
Le panel A illustre les effets de LT sur le cytosquelette d’actine des BMDCs pour les temps
contrble, 4 heures, 8 heures, 16 heures et 24 heures. Pour chaque condition, la cellule la plus
représentative des résultats de 3 expériences est présentée sous forme d’image en fond clair,
d’une image pour le CD1l1c, d’une image pour I’actine G, d’image pour 1’actine F et d’une
image de combinaison entre I’actine G et 1’actine F. Le retraitement et 1’analyse des données
ont permis de définir plusieurs parametres a la fois pour ’actine G et I’actine F, illustrés dans
les panels B a F (entre 5000 et 10000 BMDCs comptabilisées pour chaque condition et pour
chaque expérience) : la MFI (panel B), la moyenne du nombre de spots (panel C), la moyenne
de ’aire minimale des spots (panel D), la moyenne de I’intensité maximale des spots (panel
E) et la moyenne de la distance minimale entre les spots d’un méme marqueur (panel F). Le
panel G fournit un exemple d’images pour 1’actine F illustrant par une fléche blanche les
zones d’intérét. Toutes les données représentent, pour chaque condition, la moyenne + SEM
du parametre des 3 expériences rapportées aux BMDCs du groupe contrdle (100 %) pour
I’actine F (vert) et I’actine G (rouge). ns, non significatif / *, p<0,05 / ** p<0,01 / *** et
FxEx p<0,001.

Alors que la MFI de I’actine G ne montre pas de différence significative méme apres
24 heures d’intoxination, la MFI de I’actine F est significativement diminuée a 24 heures
confirmant les données de cytométrie en flux (Figure 37, panel B). En considérant les
différentes formes d’actine comme des spots, les analyses démontrent qu’il n’y a pas plus de
spots d’actine G et d’actine F que pour les BMDCs du groupe contrdle (Figure 37, panel C).
La seule différence statistiquement significative se retrouve dans la moyenne de [’aire
minimale des spots d’actine F qui est trés nettement augmentée pour les temps 16 et 24 heures
(Figure 37, panel D). Cette augmentation de taille aux temps donnés est accompagnée d’une
moyenne d’intensité maximale des spots plus faible que pour les BMDCs du groupe controle
(Figure 37, panel E) et une distance entre les spots d’actine F plus grande (Figure 37, panel
F). Pour I’ensemble des paramétres analysés, le PA n’entraine aucune différence significative

par rapport aux BMDCs du groupe contrdle (Figure supplémentaire S2).

L’analyse visuelle rigoureuse des BMDCs intoxinées par LT en comparaison des
BMDCs du groupe contrdole montre que 1’aire des spots d’actine F augmentée peut étre
expliquée par des regroupements d’actine F. Ces regroupements sont visibles sur les images
d’imagerie en flux, sous forme d’anneau ou de regroupement de filaments d’actine, de
manicre assez similaire a ce qui a pu étre observé pour les BMDCs normalisées sur les
micropatterns (Figure 37, panel G). Ainsi, ’ensemble des résultats démontre que LT
intervient sur le cytosquelette d’actine des BMDCs probablement en perturbant la dynamique

de polymérisation/dépolymérisation de I’actine.

131



Travaux de thése : effets de ET et LT sur les BMDCs

Dans I’hypothése ou LT agirait sur cette dynamique, les BMDCs ne seraient plus
capables de réorganiser leur cytosquelette, ce qui pourrait avoir des conséquences sur leur
morphologie générale. D’autre part, nous avions noté que LT conduisait a un étalement des
BMDC:s sur les micropatterns en disque. Nous pourrions ainsi s’attendre a une augmentation
de la taille et de la structure des BMDCs intoxinées par LT. Afin de vérifier cette hypothese,
les BMDCs intoxinées ont été analysées en cytométrie en flux et en imagerie en flux par des

parametres de morphologie (Figure 38).

A T T = 1 1
s 1207
2
§§ 100-\\i
‘Eé o T
Eg 60+
538
Q 404
22
‘5o 20
N
) 10 20 30
TIME (hours)
B CTRL LT 4H LT 8H LT 16H LT 24H
i) 10402 12852 32020  § 19610
S ' a3\ .
2 P 7 n\ 5 LA ¥
S y ~ i'ﬂ’ ) 3 .
> | (44 %
[= \ g .Y A
[a1] . Ny
’ N7
ok Bl AspectRatio
C D Circularity
ns
1
1201 ns
1

BMDCs to TO + SEM

S % ® 0

TIME (hours)

% of mean area of LT-intoxicated

% of mean shape ratio and circularity
of LT-intoxicated BMDCs to TO + SEM

I SRR Y

TIME (hours)

Figure 38 : Effets de LT sur I’aire des BMDCs en suspension.

Apres intoxination par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100 ng/mL), les BMDCs sont récupérées
puis fixées. Les BMDCs sont analysées par cytométrie en flux pour mesure du paramétre de
taille (FSC) (panel A) et en imagerie en flux pour leur morphologie en suspension (panel B)
et pour les parametres d’aire (panel C), de circularité et de shape ratio (panel D). Toutes les
données représentent, pour chaque condition, la moyenne = SEM de 5 expériences de
cytométrie et de 3 expériences d’imagerie en flux, rapportées aux BMDCs du groupe controle
(100 %). ns, non significatif / *, p<0,05, **, p<0,01 / **** p<0,001.
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De maniére surprenante, la taille et 1’aire des BMDCs intoxinées par LT diminuent au
fur et a mesure de I’intoxination. Cette diminution est statistiquement significative a partir de
10 a 16 heures que ce soit en cytométrie ou en imagerie en flux (Figure 38, panel A, B, C).
Les parametres de circularité et d’aspect ratio ne sont pas modifiés par LT (Figure 38, panel
D). De son co6té, PA ne modifie pas la morphologie et I’aire des BMDCs en suspension

(Figure supplémentaire S3).

L’ensemble des résultats démontrent que LT agresse le cytosquelette d’actine des
BMDCs en modifiant la dynamique de polymérisation / dépolymérisation de 1’actine F. Ce
désordre conduit a une perte d’actine F, un regroupement prononcé des filaments d’actine

aboutissant a des BMDC:s plus petites en aire.

3.2 LT cible la myosine II par Pintermédiaire de la myosine
phosphatase via RhoA-ROCK pour désorganiser le cytosquelette
d’actine

Les résultats précédents ont montré que LT conduit & un regroupement anarchique des
filaments d’actine sans dépolymérisation sur les temps tardifs d’intoxination, comme si les
filaments d’actine se regroupaient les uns avec les autres sans maintien de la structure de la
cellule. La contractilit¢ de la cellule et le maintien de son organisation impliquent les
myosines, et notamment la myosine II, comme moteur dynamique de contractilité cellulaire.
Les myosines dans leur état phosphorylé (mono et bi-phosphorylée) permettent une
contractilit¢ des filaments d’actine et un maintien de la structure cellulaire. Afin de vérifier
I’implication des myosines II dans I’altération de la dynamique de I’actine, les BMDCs ont
¢été intoxinées en présence de LT a différents intervalles de temps pour suivre la cinétique

d’intoxination. Les protéines issues du lysat cellulaire ont ét¢ analysées par Western-Blot.

Ainsi, LT conduit dans les temps tardifs a une déphosphorylation progressive de la
chaine légere des myosines I (MLC2). Cette déphosphorylation est a la fois présente pour les
MLC?2 en position serine 19 et en position thréonine 18 (Figure 39, panel A). Nous avons vu
précédemment que la déphosphorylation des MLC2 peut provenir de I’activation de MLCP,
se traduisant par une déphosphorylation de la partie catalytique de la MLCP, la MYPT1 [146,
150]. Cette dernicre est progressivement déphosphorylée par LT de manicre parallele a la

déphosphorylation des MLC2, la rendant ainsi active. Elle peut alors déphosphoryler
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progressivement les myosines II des BMDCs (Figure 39, panel A). D’autre part, cette
déphosphorylation tardive des MLC2 et I’activation de la MLCP semble débuter une fois que
MEK1/2 est clivé par LT (Figure 39, panel A).

Nous avons vu dans I’analyse de la bibliographie que la régulation des myosines est en
partie dépendante des GTPAses de la famille des Rho, et notamment la voie de signalisation
RhoA — ROCK. Les GTPases RhoA, actives lorsqu’elles sont liées au GTP, sont capables
d’activer ROCK, qui va phosphoryler a la fois la MLCP pour la rendre inactive et les MLC2
[148, 152]. Afin de vérifier ’implication de cette voie, nous avons d’abord réalisé un essai de
pull-down sur les lysats cellulaires de BMDCs intoxinées par LT. Cet essai permet de

quantifier les GTPases actives, c’est a dire liées au GTP.
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Figure 39 : LT conduit a une déphosphorylation de la MLC2 par D’activation de la
MLCP via la voie RhoA-ROCK.

Aprées intoxination par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100 ng/mL), les BMDCs sont lysées et le
lysat cellulaire est analysé en Western-Blot. Le panel A présente, sous forme de cinétique
d’intoxination, I’expression sous forme phosphorylée ou totale des protéines d’intérét. Le
controle de charge est représenté par la GAPDH. Le panel B compléte les résultats par
I’expression de RhoA sous forme active, liée au GTP aprés une expérience de pull-down
permettant d’isoler les molécules de RhoA-GTP uniquement. Le panel C illustre 1’activité de
ROCK, déterminée par ELISA sur les lysats cellulaires.

ns, non significatif / *, p<0,05 / **, p<0,01
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A partir de 16 heures, LT semble agir sur la voie RhoA comme peut le montrer le panel
B de la figure 39. Le profil d’expression de la phosphorylation de la MLC2, réalisé¢ sur les
mémes lysats cellulaires, démontre que LT conduit a la déphosphorylation des myosines II

(Figure 39, panel B).

Afin de confirmer le ciblage de RhoA par LT, des mesures de I’activité de ROCK ont
¢été effectuées sur le lysat cellulaire. Comme nous pouvions nous y attendre, 1’activité de
ROCK diminue progressivement a partir de 16 heures et la différence devient significative
dans les temps tardifs. L’ensemble de ces résultats permet de conclure que LT, dans les temps
tardifs, inhibe la voie RhoA-ROCK, conduisant a une activation de la myosine phosphatase et
une déphosphorylation tardive des MLC2. Ainsi, il pourrait étre émis comme hypothése que
les myosines II ne pourraient plus exercer leur réle de contractilité et de dynamique des
filaments d’actine. Cette altération des myosines Il expliquerait peut étre les perturbations de

la dynamique de I’actine.

3.3 LT induit une perte des capacités de phagocytose des BMDCs et
une altération compléte de la maturation phagosomale

De part son activité de métalloprotéase a zinc, LT clive une grande partie des MEKs et
comme nous avons pu le voir dans I’analyse de la bibliographie, ces voies sont fondamentales
pour les fonctions cellulaires. Précédemment, nous avons démontré que LT conduit a une
perturbation importante de la dynamique de I’actine au cours du temps. Afin de démontrer les
conséquences de ces effets sur la phagocytose, les BMDCs intoxinées par LT ont été incubées
au temps T désiré avec des particules de pHrodo E. coli et les échantillons ont été analysés en
cytométrie en flux. Trés rapidement, LT conduit & une diminution significative du nombre de
cellules phagocytaires (Figure 40, panel A et B), qui semble suivre le profil de clivage de
MEK1/2 obtenus dans la figure 39, panel A.
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Figure 40 : LT inhibe la phagocytose des BMDCs.

Apres intoxination par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100 ng/mL) a différent intervalle de temps,
les BMDCs ont été récupérées puis incubées pendant 2 heures en présence de particules
d’AlexaFluor 488 pHrodo E. coli. Aprés marquage avec un anticorps anti-CDl1lc, les
cellules sont analysées en cytométrie en flux. Le panel A présente 1’évolution, au cours de
I’intoxination, du nombre de BMDCs ayant phagocytées les particules. La MFI des particules
est mentionnée en gras sur chaque graphe. L’expérience la plus significative parmi 3
expériences est présentée ici (10 000 éveénements collectés par condition et par expérience).
Le panel B représente, pour chaque temps d’intoxination, la moyenne = SEM du nombre de
BMDCs phagocytaires rapportées aux BMDCs du groupe controle alors que le panel C
illustre la moyenne + SEM de la MFI des pHrodo E. coli . 3 expériences au total.

*, p<0,05 / **, p<0,01 et ***/**** 'n<(,001.
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De maniére non surprenante, la MFI des particules de pHrodo suit la courbe de
diminution du nombre de BMDCs ayant phagocytées les particules (Figure 40, panel C), nous

permettant de conclure que LT inhibe la phagocytose des BMDC:s.

Nous avons décidé de confirmer ces résultats par des techniques d’imagerie en flux, a
I’instar de ce qui a été réalisé pour ET (Figure 41, panel A). L’inhibition de la phagocytose
par LT a été confirmée avec les mémes profils, pour la diminution du nombre de BMDCs
ayant phagocytées les particules (Figure 41, panel B) et la diminution significative de la MFI
des particules de pHrodo E. coli (Figure 41, panel C). L’imagerie en flux a permis d’apporter
des ¢éléments complémentaires. LT entraine une diminution de 1’internalisation des particules,
significative sur les temps tardifs (Figure 41, panel D), ces dernicres étant plus ¢loignées les
unes des autres (Figure 41, panel E). D’autre part, la moyenne du nombre de particules
phagocytées est significativement diminuée dés 4 heures d’intoxination. Ces particules
présentent une moyenne d’aire minimale augmentée et une moyenne d’intensité de

fluorescence maximale diminuée également dés 4 heures.

Par conséquent, LT inhibe la phagocytose des BMDCs, en diminuant par 2 au
minimum le nombre de cellules phagocytaires. Le peu de BMDCs, encore capables de
phagocytose, présentent une altération générale de la voie phagosomale. Les particules
phagocytées semblent incapables de suivre la voie de maturation des phagosomes et restent en

périphérie des BMDCs.
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Figure 41 : LT inhibe la phagocytose des BMDCs en empéchant I’internalisation et en
perturbant la maturation phagosomale.

Apres intoxination par LT (PA a 1 ug/mL + LF a 100 ng/mL), les BMDCs ont été récupérées
puis incubées pendant 2 heures en présence de particules d’AlexaFluor 488 pHrodo E. coli.
Aprés marquage avec un anticorps anti-CD1l1c, les cellules sont fixées puis analysées en
imagerie en flux. Le panel A illustre les effets de LT sur phagocytose des BMDCs pour les
temps controle, 4 heures, 8 heures, 16 heures et 24 heures. Pour chaque condition, la cellule la
plus représentative des résultats de 3 expériences est présentée sous forme d’image en fond
clair, d’une image pour les particules de pHrodo, d’une image pour le CD11c, d’une image de
combinaison entre le fond clair + particules et d’une image pour le fond clair + CD1lc +
particules. Entre 5000 et 10000 BMDCs ont été comptabilisées pour chaque condition et pour
chaque expérience pour ’analyse des résultats. Toutes les données représentent la moyenne +
SEM du paramétre choisi des 3 expériences rapportées aux BMDCs du groupe contrdle (100
%). B. nombre de BMDCs phagocytaires, C. MFI des pHrodo, D. moyenne d’internalisation

138



Travaux de thése : effets de ET et LT sur les BMDCs

des particules de pHrodo, E. moyenne de la distance minimale entre les spots d’un méme
marqueur, F. moyenne de I’intensit¢ maximale des spots et G. moyenne du nombre de spots
et moyenne de I’aire minimale des spots. **, p<0,01 / *** et **** p<(,001.

3.4 LT ne modifie pas la trans-migration des BMDCs

Devant I’inhibition flagrante de la phagocytose des BMDCs par LT, nous avons émis
I’hypothéese que le phénomene de trans-migration des BMDCs serait également inhibé par LT.
Pour confirmer cette hypothése, nous avons réalisé des expériences de trans-migration comme
décrites pour ET. Les BMDCs intoxinées par LT sont placées dans le compartiment supérieur
d’un tamis cellulaire disposant de pores de 3 um. Les BMDCs ayant traversé le tamis sont
récupérées pour un comptage en cytométrie en flux. Trois conditions ont été réalisées en
paralléle pour explorer en détail la trans-migration des BMDCs : des BMDCs sans chimio-
attractant, des BMDCs en présence d’un mélange de CCL19/CCL21 ou des BMDCS en
présence de SDF-1a. Pour induire la migration des BMDCs, ces dernicres ont été incubées en
présence de LTA, ce dernier induisant I’expression de CXCR4 et CCR7 (Figure
supplémentaire S5). Pour chaque condition, les BMDCs ont ét¢ intoxinées au total pendant 20
heures, seul le temps d’activation au LTA varie.

Que ce soit sans ou avec chimio-attractant, et quelques soit le temps d’activation par le
LTA, le nombre de BMDCs intoxinées par LT ayant traversé¢ les pores n’est pas
significativement différent du nombre de BMDCs du groupe contrdle ayant traversé les pores
de migration (Figure 42, panel A a D). D’autre part, LT n’induit pas I’expression de CCR7 et
CXCR4 a la surface des BMDCs (Figure 42, panel E et F), et au contraire diminue
I’expression des marqueurs d’activation des BMDCs, a savoir CD80 et CD86 sur les temps
tardifs d’intoxination. Le PA de son c6té n’apporte aucune modification par rapport aux

BMDCs du groupe controle (Figure supplémentaire S6).

L’ensemble de ces résultats semble démontrer que LT n’a aucun effet sur la trans-
migration des BMDCs mais d’autres expériences seraient nécessaires pour affirmer ce
résultat. En effet, il pourrait étre supposé que comme LT diminue la taille des BMDCs, les
BMDC:s plus petites pourraient traverser les pores de migration et masquer 1’inhibition de la

trans-migration par LT.
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Figure 42 : LT n’induit pas de modification de la trans-migration des BMDCs.

Pour les panels A a D, les BMDCs intoxinées par LT + LTA sont placées dans le
compartiment supérieur d’un tamis cellulaire disposant de pores de 3 um. Apres 4 heures de
transmigration, les BMDCs ayant traversées le tamis cellulaire sont récupérées puis comptées
en cytométrie en flux. Toutes les données représentent la moyenne £ SEM du nombre de
BMDCs ayant traversé les pores, rapportée aux BMDCs du groupe contrdle (100 %), de 3
expériences différentes. Toutes les BMDCs ont été en contact avec LT pendant 20 heures et
un temps variable pour I’incubation en présence de LTA : pas de LTA pour LTA OH (panel
A), 4 heures de LTA pour LTA 4H (panel B), 16 heures pour LTA 16H (panel C) et 20 heures
pour LTA 20H (panel D). Pour chaque condition d’activation des BMDCs par le LTA, le
compartiment receveur des BMDCs contient ou pas des chimio-attractants : une condition
sans chimiokines, une condition avec le mélange CCL19/CCL21 et une condition avec SDF-
la. Pour les panels E a F représentant la MFI des marqueurs par rapport aux BMDCs du
groupe contrdle, les BMDCs intoxinées par LT ont ét¢ marquées pour le CXCR4 (panel E), le
CCR7 (panel F) et les marqueurs d’activation CD80/CD86 (panel G).

ns, non significatif / *, p<0,05 / **, p<0,01.
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4. Matériels et méthodes

4.1 Génération des BMDCs

Les cellules dendritiques issues de la moelle osseuse de souris (BMDCs) sont produites
apres différenciation et maturation de progéniteurs hématopoiétiques de souris C57BL/6 en
présence de facteurs de croissance pendant 8 jours. La moelle osseuse contenant les
progéniteurs est extraite des fémurs et tibia des pattes postérieures de souris C57BL/6. Apres
une lyse des hématies par un tampon au NH4Cl (tampon 4X : 0,15 M de NH4Cl, 1 mM de
KHCO:s), les lymphocytes B et T sont déplétés a I’aide de billes magnétiques anti-pan-B et
anti-pan-T (Dynal). Les cellules obtenues a une concentration de 6 x 10° cellules/mL sont
mises en culture en plaque 6 puits, contenant 4 mL de milieu de culture complet (MCC)
contenant du RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.), complémenté avec 5% de sérum de veau
foetal (Gibco™ Invitrogen), 100 U/mL de pénicilline, 0.1 mg/mL de streptomycine et 2 mM
de L-Glutamine (Sigma Chemical Co.). Afin de différencier les progéniteurs, 20 ng/mL de
GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor) et 10 ng/mL d’IL-13 sont
ajoutés a chaque puit de culture. A J3, J5 et J7, 70% du milieu de culture est renouvelé par du
MCC frais, enrichi par 20 ng/mL de GM-CSF. A J8, les BMDCs immature sont prélevées par
une aspiration vigoureuse du milieu de culture sur le fond des puits et remises en suspension

dans un MCC frais contenant 20 ng/mL de GM-CSF avant toute utilisation.

4.2 Normalisation des BMDCs

En fonction des objectifs, les BMDCs immatures obtenues précédemment a J8 sont
déposées sur des lamelles sur lesquelles des micropatterns ont été incorporés et précoatés,
permettant une adhésion normalisée des cellules. Les BMDCS sont déposées sur des supports
de culture, commercialisés par CYTOO Cell Architects (Grenoble), qui repose sur un controle
géométrique du micro-environnement des cellules, entrainant une morphologie et une
organisation interne standardisée. Ces CYTOOchip, d’une taille de 20 mm x 20 mm sont
composées a la fois de micropatterns, coatés, de forme et de taille définies sur lesquelles les
cellules viennent adhérer, et d’espace non adhérent. Les lamelles CYTOO coatées a la
fibronectine sont déposées au fond d’une plaque de culture 6 puits. Environ 10° BMDCs/mL
issues du prélevement a J§ sont déposées sur les lamelles. Apres plusieurs cycles d’incubation

sans mouvement, de légeres agitations et d’observation au microscope inversé, 1’exces de
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cellules non adhérentes est éliminé par des remplacements successifs de 70 % du milieu de
culture, tout en s’assurant du non décollement des cellules adhérentes et de 1’élimination de
toutes BMDCs en suspension. Les lamelles sont placées en étuve a température et teneur en

CO; contrdlées pendant 24 heures avant toute expérience.

4.3 Intoxination des BMDCs

Avant les étapes d’intoxination, les BMDCs sont distribuées dans des plaques 12 ou 24
puits 4 une concentration de 10® BMDCs/mL. Vingt-quatre heures heures aprés, 70 % du
milieu de culture est remplacé par un MCC frais enrichi par 20 ng/mL de GM-CSF, dans
lequel ont été incorporés les facteurs PA, EF et LF, en tampon H,O-BSA 1 mg/mL (List
Biological Laboratories, Inc). Selon les conditions explorées, ce mélange comprend soit du
PA seul a une concentration de 1 pg/mL, soit un mélange de PA (1 pug/mL) et EF & une
concentration de 100 ng/mL, soit un mélange de PA (1 ug/mL) et LF a une concentration de

100 ng/mL.

4.4 Immunofluorescence et microscopie

Le milieu de culture est éliminé par aspiration lente afin de ne pas décrocher les
BMDCs adhérentes puis ces derniéres sont lavées en tampon cytosquelette (CB) 1x
(Cytoskeleton Buffer 4x : 40mM MES pH 6.1, 552 mM KCIl, 12 mM MgCl2, 8 mM EGTA).
La fixation des cellules est réalisée par 1’ajout d’une solution de formaldéhyde a 4% m/v
(Formalin®, Sigma) diluée au 1/5°™ dans un tampon CB 1x, enrichi en sucrose pendant une
heure a température ambiante (RT). L’inclusion du sucrose aide a la préservation des
structures cellulaires internes. Aprés élimination de la solution de fixation, les cellules sont
lavées par du PBS 1x, puis 1’ajout d’une solution de NH4CIl a 100 mM permet de quencher
I’activité de crosslinking du formaldéhyde. La perméabilisation est réalisée par I’ajout d’une
solution de Triton X-100 0.5% pendant 5 minutes et complétée par une incubation de 20
minutes en PBS 1x / BSA 2%. L’actine F est ensuite marquée par Alexa Fluor 647
Phalloidine (Invitrogen, dilution 1/200), I’actine G par Alexa Fluor 488 DNasel (Invitrogen)
et le noyau par Prolong Gold Antifade reagent with DAPI (Invitrogen) servant aussi de milieu
de montage de la lamelle CYTOO sur lame. Les lames ainsi confectionnées sont observées au

microscope a fluorescence (OLYMPUS IX-81) a I’objectif X40 et X63 huile. L’acquisition
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des images fluorescentes est réalisée grace a une camera Tri-CCD Hamamatsu et pilotée par

le logiciel Cell® (OLYMPUS). Toutes les images ont été traitées et analysées sous Imagel.

4.5 Préparation des extraits protéiques, Western-Blot et Pull-Down

Les BMDCs sont collectées et transférées sur glace puis culotées pendant 10min a
3300rpm. Apres lavage au PBS et nouvelle centrifugation, le culot obtenu est dissocié¢ dans le
tampon de lyse (TBS 50mM pH7,5, NaCl 150mM, EGTA ImM, EDTA ImM, NP40 1%,
NaF 50mM, et inhibiteur de phosphatases et protéases). Aprés 10 minutes d’incubation dans
la glace, les extraits sont centrifugés pendant 10min a 12000rpm et le surnageant est conservé
puis stocké a -80°C. Les extraits protéiques sont dosés par la méthode de Bradford afin de
déposer 15ug de protéines dans chaque puits. Les migrations sont réalisées en systéme Bolt
mini gel tank (Invitrogen) en tampon MES SDS, gels bis-tris a gradient 4-12%. Apres
transfert sur membrane PVDF par le systéme iBlot Dry Blotting (Invitrogen), les membranes
sont saturées en TBS/BSA 5% pour les phospho-protéines et TBS/lait 5% pour les protéines
totales. L’anticorps primaire est incubé sur la nuit a 4°C. Les membranes sont ensuite lavées
et incubées avec l’anticorps secondaire a RT pendant 1h30 puis lavées a nouveau. La
révélation est effectuée a ’aide d’ECL Novex ou d’ECL Prime selon la protéine d’intérét.
Apres révélation de la phospho-protéine, les anticorps sont décrochés en tampon de stripping
(Tris HC1 62,5mM pH6,8, SDS 2%, et B-mercaptoéthanol 100mM) pendant 30min au bain-
marie a 52,5°C. Les membranes sont ensuite lavées 4 fois en TBS/Tween 0,1% puis saturées
avant une nouvelle incubation avec I’anticorps primaire ciblant la protéine totale associée.
Pour la quantification de la forme active de RhoA, les BMDCs sont lysés en tampon (TBS
50mM pH?7,5, NaCl 150mM, EGTA ImM, EDTA 1mM, NP40 1%, NaF 50mM, et inhibiteur
de phosphatases et protéases) pendant 10 minutes dans la glace. Les lysats cellulaires sont
ensuite précipités avec 50 pg de billes couplées a la Rhotekine pendant 1 heure sous agitation
a 4°C. Les billes sont ensuite lavées pour récupérer uniquement les formes actives de RhoA
liéee au GTP. Aprés dénaturation, les échantillons suivent le protocole standard

d’électrophorese et de western-blot.

4.6 Mesure de la concentration en AMPc et dosage de EF

Le dosage de la concentration en AMPc cyclique intracellulaire et dans le surnagent de

culture ainsi que la mesure de I’activité adénylate cyclase de EF sont expliqués dans notre
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article publi¢ dans Infection and Immunity en 2015. La méthode utilisée pour les BMDCs est
identique a celle employée pour les BMDMs [216].

4.7 Test de phagocytose

Apres les périodes d’intoxination, les BMDCs sont prélevées, lavées en PBS et sont
reprises dans 800 pL de milieu de culture complet préalablement chauffé a 37°C. Deux cent
uL d’une solution d’AlexaFluor 488 pHrodo E. coli est ajouté aux BMDCs et I’ensemble est
remis pendant 2 heures en étuve a 37°C, 5% de CO,. Les BMDCs sont ensuite lavées a
plusieurs reprises pour éliminer les particules de pHrodo résiduelles et un marquage anti-
CDl11c accompagné du marqueur de viabilité Live-Dead est réalisé. La figure 43 résume la

stratégie du test de phagocytose.
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Figure 43 : Plan expérimental de I’essai de phagocytose des BMDCs en cytométrie en
flux et en imagerie en flux.

4.8 Cytométrie en flux et Imagerie en flux

Les BMDCs sont collectées, lavées plusieurs fois au PBS, puis les sites aspécifiques
sont bloqués par incubation 10min a 4°C en Fc Block (CD16/CD32). Apres lavages, on
procéde au marquage par incubation des anticorps couplés aux fluorochromes choisis
accompagnés d’un marqueur de viabilité de type LiveDead (Invitrogen) pendant 20 min a 4°C

a ’obscurité. L’exces d’anticorps est éliminé par plusieurs lavages au PBS puis les cellules
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sont fixées par ajout de PFA 4%. Si les expériences requierent un marquage intracellulaire
comme pour I’actine G/F, les BMDCs sont perméabilisées en tampon Perm/Wash
(Biolegend) pendant 10 minutes puis les BMDCs sont incubées pendant 20 minutes a +4°C
avec 1’Alexa Fluor 488 DNasel (Invitrogen) pour I’actine G et 1’Alexa Fluor 647 Phalloidine
(Invitrogen, dilution 1/200) pour I’actine F. Les BMDCs sont ensuite lavées puis conservées
en PFA 2% jusqu’au passage des échantillons. En fonction des objectifs, les échantillons sont
soit analysés sur un cytométre BD LSRII et les données retraitées grace au logiciel FlowJo,
soit analysés sur un imageur en flux ImageStream X de chez Amnis et les données retraitées
grace au logiciel IDEAS. Les stratégies d’analyse des données sont présentées comme
exemple dans les figures 44 et 45.

Pour la cytométrie en flux et le test de phagocytose, aprés élimination des doublets, la
population cellulaire est sélectionnée. L’utilisation du Hoechst 33 258 permet d’exclure les
BMDCs mortes. Parmi les BMDCs viables, la population d’intérét exprimant le CD11c est
sélectionnée puis les parametres de phagocytose sont alors sélectionnés. Pour les expériences
de cytométrie en flux pour I’actine G et F, la démarche expérimentale est la méme (Figure

44),
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Figure 44 : Exemple de stratégie d’analyse des capacités de phagocytose des BMDCs par
cytométrie en flux.
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Pour I’imageur en flux qui combine I’imagerie de chaque événement avec des données
de cytométrie, la premicre étape consiste a sélectionner les BMDCs dont les images des
BMDCs sont dans le focus. Aprés sélection de la population cellulaire sans les agrégats, le
marqueur de viabilité LiveDead (Invitrogen) permet de sélectionner les BMDCs viables. La
derni¢re étape de pré-traitement consiste a paramétrer le logiciel pour qu’il calcule les
paramétres recherchés en fonction de nos problématiques. La reproductibilité des résultats,
sur un grand nombre de cellules est obtenue en appliquant le masque réalis¢é sur un

¢chantillon, sur toutes les conditions a analyser (Figure 45).
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Figure 45 : Exemple de stratégie d’analyse des BMDCs par imagerie en flux.

4.9 Test de trans-migration des BMDCs

Les tests de trans-migration sont réalisés en plaques Transwell COSTAR 24 puits a
inserts de 3um, en milieu RPMI 1640 / PSG / 2,5%SVF. Afin d’humidifier les inserts, ces
derniers sont incubés sur la partie supérieure avec du PBS pendant 1 heure a température
ambiante. Dans la partie supérieure de I’insert, sont déposées 6.10° BMDCs préalablement
intoxinées (au total, 20h en contact avec les toxines) et activées au LTA a 30ug/ml (pendant
Oh, 4h, 16h ou 20h a 37°C selon les conditions expérimentales) (Figure 46). Selon les
conditions, les puits de culture de I’insert contiennent 500ng/ml de chimioattractants
(CCL19/CCL21, SDF1a). La migration est réalisée pendant 4h a 37°C, puis les cellules ayant
migré dans le puits sont récupérées, lavées et fixées en PFA 4%.

La numération des BMDCs s’effectue par ajout de 30ul de billes Count Bright

(Invitrogen) afin de normaliser le comptage en cytomeétrie en flux (2000 billes sont
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comptabilisées pour chaque échantillon). Les échantillons sont analysés sur un cytométre BD

LSRII et les données sont retraitées sous FlowJo.

Mise en Traitement Migration

Toxines20h+LTALEh
plaques Comptage

LTA 16h
Toxines 20k

Fixation

Migration
Toxines20h+LTA4h
Toxines20h+LTA20h

Traitement Traitement

Figure 46 : Plan expérimental des essais de trans-migration des BMDCs.

4.10 Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM de plusieurs expériences
indépendantes. Une analyse de variance ANOVA avec un test de Bonferroni post hoc a été
utilisée pour démontrer la significativité des résultats. ns pour non significatif, * pour p<0,05,

** pour p<0,01 et ***/**** pour p<0,001.
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5. Données complémentaires

Figure supplémentaire S1 :

INDIVIDUAL CELL REFERENCE CELL

ACTINF ACTIN G MERGE

PA

Figure 47 : PA ne modifie pas ’organisation du cytosquelette d’actine des BMDCs.

Les BMDCs CDI11c+ ont été sélectionnées par tri cellulaire, déposées sur les micropatterns
pour se normaliser. Les BMDCs ont ensuite été traitées par PA a 1 ug/mL pendant 16 heures
avant d’étre fixées et marquées : ’actine F (en vert) par 1’AlexaFluor 647 Phalloidine et
I’actine G (en rouge) par I’ AlexaFluor 488 DNAse 1. La colonne de gauche illustre une cellule
la plus représentative des effets observés. Le groupement de colonnes de droite résulte du
retraitement des images obtenues, selon la méthode décrite dans la référence [216]. La 2™
colonne illustre les cellules de référence pour I’actine F, la 3°™ colonne pour I’actine G et la
dernieére colonne est une superposition des 2 cellules de référence. Le nombre de BMDCs
utilisées pour chaque condition est mentionné sous le merge des cellules de référence.
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Figure supplémentaire S2 :
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Figure 48 : PA n’apporte pas de modifications de I’actine G et de I’actine F des BMDCs.
Aprés intoxination par PA a 1 ug/mL a différents intervalle de temps, les BMDCs sont
récupérées, marquées avec un anticorps anti-CD11c puis fixées. L’actine F est marquée par
I’ AlexaFluor 647 Phalloidine (en vert) et 1’actine G par 1’ AlexaFluor 488 DNAse I (en rouge).
Les BMDCs fixées sont analysées en imagerie en flux. Le retraitement et 1’analyse des
données ont permis de définir plusieurs parameétres a la fois pour 1’actine G et 1’actine F,
illustrés dans les panels A a E (entre 5000 et 10000 BMDCs comptabilisées pour chaque
condition et pour chaque expérience). La MFI (panel A), la moyenne du nombre de spots
(panel B), la moyenne de I’aire minimale des spots (panel C), la moyenne de I’intensité
maximale des spots (panel D) et la moyenne de la distance minimale entre les spots d’un
méme marqueur (panel E). Toutes les données représentent, pour chaque condition, la
moyenne + SEM du parameétre des 3 expériences rapportées aux BMDCs du groupe controle
(100 %) pour I’actine F (vert) et I’actine G (rouge). ns, non significatif et *, p<0,05.
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Figure supplémentaire S3 :
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Figure 49 : PA ne modifie pas la morphologie des BMDCs en suspension.

Aprées intoxination par PA a 1 ug/mL, les BMDCs sont récupérées puis fixées. Les BMDCs
sont analysées par imagerie en flux pour les parametres d’aire (panel A), de circularité et de
shape ratio (panel B). Toutes les données représentent, pour chaque condition, la moyenne =+
SEM de 3 expériences d’imagerie en flux, rapportées aux BMDCs du groupe contrdle (100
%).

ns, non significatif.
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Figure supplémentaire S4 :
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Figure 50 : Effets de PA et de la Forskoline sur la sécrétion d’AMPc dans les BMDCs.
Les BMDCs ont été traitées par PA a 1 ug/mL, du Rolipram (10 uM), de la Forskoline
(contrdle positif stimulant I’AMPc, 10 uM) ou Forskoline + Rolipram. Apres plusieurs temps
d’incubation et lyse des BMDCs, le lysat et le surnagent de culture ont été récupérés pour
mesurer la concentration en AMPc et I’activité adénylate cyclase selon la méme méthode que
la référence [216]. Les données exprimées en % par rapport aux BMDCs du groupe controle
sont les plus représentatives de 4 expériences. Les panels A et B représentent la concentration
en AMPc intracellulaire en pmol/mg de protéine du lysat rapportée a la concentration
contrdle, alors que les panels C et D montrent la concentration en AMPc dans le surnagent en
pmol/mL de surnagent. Les panels E et F illustrent I’activité adénylate cyclase dans les lysats
cellulaires en pg/mg de protéines (panel E) et dans le surnagent en pg/mL (panel F).
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Figure supplémentaire S5 :
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Figure 51 : LTA induit I’expression des récepteurs CXCR4 et CCR7.

Les BMDCs ont été traitées par du LTA pendant 0 a 30 heures. Les BMDCs sont alors
prélevées, lavées et marquées. Pour les panels A et B représentant la MFI des marqueurs par
rapport aux BMDCs du groupe contrdle, les BMDCs traitées par LTA ont été marquées pour
le CXCR4 (panel A) et le CCR7 (panel B). ns, non significatif, *, p<0.05 et **, p<0.01.
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Figure supplémentaire S6 :
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Figure 52 : PA n’a aucun effet sur la trans-migration des BMDCs, ni sur I’expression
des récepteurs aux chimiokines et des marqueurs d’activation.

Pour les panels A a D, les BMDCs intoxinées par PA + LTA sont placées dans le
compartiment supérieur d’un tamis cellulaire disposant de pores de 3 um. Apres 4 heures de
transmigration, les BMDCs ayant traversé le tamis cellulaire sont récupérées puis comptées
en cytométrie en flux. Toutes les données représentent la moyenne £ SEM du nombre de
BMDCs ayant travers¢ les pores, rapportée aux BMDCs du groupe controle (100 %), de 3
expériences différentes. Toutes les BMDCs ont été en contact avec PA pendant 20 heures et
un temps variable pour I’incubation en présence de LTA : pas de LTA pour LTA OH (panel
A), 4 heures de LTA pour LTA 4H (panel B), 16 heures pour LTA 16H (panel C) et 20 heures
pour LTA 20H (panel D). Pour chaque condition d’activation des BMDCs par le LTA, le
compartiment receveur des BMDCs contient ou pas des chimio-attractants : une condition
sans chimiokines, une condition avec le mélange CCL19/CCL21 et une condition avec SDF-
la. Pour les panels E a F représentant la MFI des marqueurs par rapport aux BMDCs du
groupe contrdle, les BMDCs traitées par PA ont été marquées pour le CXCR4 (panel E), le
CCR7 (panel F) et les marqueurs d’activation CD80/CD86 (panel G). ns, non significatif et *,
p<0.0
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L’une des cibles majeures des toxines de Bacillus anthracis sont les cellules
immunitaires de premiéres lignes comme les macrophages, les polynucléaires neutrophiles, et
les cellules dendritiques exercant I’interface dans la mise en place de 'immunité adaptative.
De son coté, le cytosquelette d’actine est un réseau de filaments, complexe et indispensable a
la morphologie et aux fonctions des cellules. Néanmoins, peu d’études explorent les effets de
ET et LT sur le cytosquelette des cellules dendritiques et des macrophages.

Au cours de mon travail de thése, nous avons analysé en détail les effets des toxines de
Bacillus anthracis sur le cytosquelette d’actine de cellules immunitaires, les BMDMs et de
manicre plus approfondie les BMDCs afin de mieux cerner les mécanismes mis en jeu et les
conséquences de ces effets sur deux grandes fonctions immunes, la phagocytose et la
migration cellulaire. Cette partie reprend les résultats majeurs de mon travail de thése qui sont
discutés aux regards des données bibliographiques. Deux figures de synthése sont exposées a

la fin de cette partie.

1. Effets spatiaux opposés de ET et LT sur D’organisation du
cytosquelette d’actine des BMDMs et des BMDCs

La normalisation de cellules par micropatterning a permis une avancée considérable
dans la compréhension des mécanismes mis en jeu par les cellules en environnement contraint
et s’est amplifiée ces derniéres années [197, 205-207]. A notre connaissance, peu de résultats
ont été publiés sur la normalisation des BMDMs ou des BMDCs sur des formes autre que des
lignes ou des rectangles. Les lignes coatées par des protéines de la matrice extracellulaire
permettent de contrdler directement la morphologie cellulaire des macrophages et d’induire
une polarisation phénotypique des macrophages dépendante de la forme et des protéines de la
matrice extracellulaire [217]. Des rectangles coatés a la fibronectine ont également été
employés pour normaliser des BMDCs afin d’obtenir une organisation interne et spatiale
identique aux BMDCs migratoires dans des canaux de confinement [218]. La normalisation
des BMDMs sur des motifs en forme d’arbaléte [216] et des BMDCs sur des motifs en forme
de goutte ou de disque creusé en son centre est une méthode innovante pour des cellules
immunitaires primaires, décrites comme incapable de s’étirer sur les micropatterns a

I’identique des cellules cancéreuses ou de lignées cellulaires.

Par la mise en place de cette méthode de normalisation des cellules immunitaires sur

micropattern entre autre, nous avons pu déterminer que les 2 toxines de Bacillus anthracis,
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ET et LT, agissent de maniere opposée sur le réseau d’actine des BMDCs. ET conduit a une
rétraction temps-dépendant des BMDCs et des BMDMSs normalisés sur les micropatterns, par
la perte des points d’ancrages alors que LT induit un étalement des BMDCs sur les
micropatterns accompagné d’une perte d’actine F et d’une perturbation majeure de la
dynamique des filaments d’actine. D’une maniere surprenante, ET et LT induisent des effets
différents sur des BMDCs en suspension. Alors que LT conduit dans ce cas, a une rétraction
de la cellule dont le mécanisme n’a pu étre mis en évidence, ET ne modifie que la
morphologie des BMDCs en suspension sans altération de la taille. L’emploi de 3 techniques
complémentaires, a savoir la normalisation des BMDCs en microscopie, la cytométrie en flux
et I’imagerie en flux permettant de compléter les résultats des 2 premicres techniques
confirme I’implication des points d’ancrage des BMDCs dans le processus de rétraction

cellulaire induit par ET.

ET induit des altérations du cytosquelette d’actine qui apparaissent cellules-
dépendantes mais qui restent contradictoires [79]. Les macrophages intoxinés par ET
présentent une morphologie arrondie, moins étalée et accompagnée d’un contenu en actine F
diminué et redistribué a la périphérie de la cellule [79, 111, 195]. Nos résultats adressent un
discours cohérent avec ces données de la littérature et apportent des précisions sur les
mécanismes mis en jeu par ET: la perte du contenu en actine F résulterait d’une
dépolymérisation de I’actine des cellules, au moins pour les BMDCs et 1’aspect arrondi et
moins ¢étalé des macrophages serait provoqué par la perte des points d’ancrage des cellules,
qui seraient alors incapable d’adhérer sur les substrats ou les protéines de la matrice
extracellulaire. Des études complémentaires seraient nécessaires pour caractériser la perte des
points d’ancrage des BMDCs et définir I’implication éventuelle d’intégrines de surface des

BMDCs.

LT, de son coté, induit des effets sur la morphologie des cellules, variables selon le
type cellulaire, rendant difficile la comparaison de nos résultats avec le modele plus étudié
des cellules endothéliales. Cependant, 1’étude de la littérature a montré en reégle générale que
les changements morphologiques et du réseau d’actine passent par la formation de fibre de
stress [121, 122, 193, 219, 220], une perte de I’actine F corticale [221] et une augmentation de
I’actine F au centre de la cellule uniquement sur les cellules capables d’organiser leur
cytosquelette d’actine sous forme de fibre de stress. Les BMDCs ne semblent pas capables de

former naturellement des fibres de stress mais nos résultats semblent coincider en partie avec
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les données de la littérature. Nous avons démontré que LT conduit a une perturbation de la
dynamique de D’actine, conduisant a la formation de regroupements de filaments denses
d’actine sous forme d’anneau. La formation de ces regroupements d’actine F demeure pour

I’instant inexpliquée mais nécessiterait d’étre approfondi.

2. Effets temporels opposés de ET et LT sur I’activation des protéines
de liaison a ’actine et sur la dynamique de I’actine

Nous avons démontré que LT et ET opposent leurs effets sur la morphologie et le
cytosquelette d’actine des BMDCs. Mais cette opposition d’effets se retrouve également dans
I’activation temporelle des protéines de liaison a 1’actine. Alors qu’ET induit rapidement
I’activation de la cofiline, protéine de coupure des filaments d’actine, dans les temps
précoces, LT active plus tardivement la myosine phosphatase a 1’origine de la
déphosphorylation des myosines II, les rendant incapables d’exercer leur fonction de

contractilité¢ du cytosquelette.

Nous avons montré que I’activation de la cofiline passerait par la génération de
I’AMPc intracellulaire par ET, ce qui activerait spécifiquement la voie PKA et les protéines
phosphatases, responsable de I’activation de la cofiline. La voie Epac ne semblerait pas
impliquée dans les mécanismes de remodelage cellulaire des BMDCs, et serait méme
négativement régulée par I’activation de PKA par ET. L’identification de la cofiline permet
d’apporter une réponse a la divergence qu’il existe sur la voie d’activation impliquée dans les
changements de morphologie cellulaire induits par ET. Plusieurs études suggérent soit
I’implication de PKA seule dans la réorganisation du réseau d’actine [94, 195, 222] avec une
baisse de I’activation d’Epac [222], soit 1’association de PKA et d’Epac [195]. Nos résultats
vont dans la direction d’une simple activation de PKA dans les temps précoces, qui activerait
la cofiline identifiée comme la protéine majeure dans ce remodelage et permettent d’établir la
liaison des effets : ET - AMPc - PKA - Protéines Phosphatases - Cofiline. D’autre part, nos
résultats semblent démontrer que D’activation de PKA dans les temps précoces de
I’intoxination conduirait a un contrdle négatif d’Epac. Cette hypothése ne semble pas déniée
de sens puisque PKA et Epac, activés par le méme second messager, peuvent exercer des
effets opposés sur la régulation de la voie PKB/Akt [223] et plusieurs études ont démontrées
que PKA et Epac agissent de manic¢re antagoniste dans les processus cellulaires (revue

référence [224].
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Dans les phénoméenes d’adhésion des leukocytes, I’activation de PKA inhibe
I’expression en surface des intégrines et inhibe la voie RhoA responsable de 1’adhésion
cellulaire [225]. En outre, I’AMPc peut activer Epac qui est un facteur d’échange des
GTPases (GEF) pour la petite GTPase Rapl [224]. Cette derniére a émergé comme un
régulateur majeur dans les processus d’adhésion cellules-cellules et cellules-matrice
extracellulaire. L activité biologique de Rap1 a été énormément étudiée et la surexpression de
Rapl par la voie AMPc/Epac conduit a stimuler la fonction des intégrines et a accroitre
I’adhésion des cellules endothéliales [224, 226, 227]. D’autre part, RapL, un effecteur de
Rapl stabilise les adhésions médiées par les intégrines et favorise les interactions entre les
complexes d’intégrines et les filaments d’actine [228]. D’autre part, une étude récente a
montré que I’activation d’Epac permet d’avoir un effet protecteur sur les phénomenes de
rétraction cellulaire [229]. La perte d’activité d’Epac lors de 1’activation de PKA pour ET
pourrait conduire a une baisse de 1’activité de Rapl. Cette derniére ne pourrait plus assurer ses
fonctions dans les adhésions des cellules. Ainsi, tout nous laisse penser que la perte
d’adhésion et des points d’ancrage des BMDCs pourraient étre liés a 1’inhibition transitoire de

la voie Epac/Rap1 par PKA, voire la dégradation d’intégrines de surface.

De plus, nous avons démontré que ET conduit a une dépolymérisation de 1’actine F,
conduisant a I’augmentation tardive de la concentration de 1’actine G. A la différence d’autre
toxine bactérienne, ET n’est pas connue pour disposer d’une activité d’ADP-ribosylation
méme si les séquences en acide-aminé entre les toxines de Clostridium par exemple et ET
sont relativement proches. Il est a noter que la souche G9241 de Bacillus cereus contient 2
mega-plasmides analogues des 2 plasmides de Bacillus anthracis. Un de ces plasmides
produit une toxine, dénommée Certhrax disposant d’une activit¢ d’ADP-ribosylation [230].
Cette partie de discussion a été abordée dans notre article publié¢ en 2015 dans Infection and
Immunity et ne sera pas reprise dans ce chapitre [216]. Une étude trés récente a démontré que
I’activation de PKA réduit la polymérisation de I’actine F [231]. Finalement, la
dépolymérisation de I’actine F dans les phases tardives serait probablement une conséquence
de I’activation de la voie AMPc-PKA-cofiline et du remodelage du cytosquelette d’actine et
des intégrines de surface, plutdt que d’une action directe de ET sur les filaments d’actine par
une activité d’ADP-ribosylation.

Parmi les toxines disposant d’une activité adénylate cyclase, ExoY de Pseudomonas

aeruginosa n’entraine pas d’effet sur la rétraction cellulaire et conduit méme a un étalement

158



Discussion et perspectives

de la cellule [232]. Au contraire, une ¢tude de Kamanova et al. a démontré que I’adenylate
cyclase de Bordetella pertussis conduisait & une inactivation transitoire de la GTPAse RhoA
et de D’activation transitoire de la cofiline pour induire des réarrangements importants de
I’actine, le tout étant plus prononcé a forte concentration d’adénylate cyclase [233].
Cependant, 1’adénylate cyclase de Bordetella pertussis (CyaA) a été utilisée comme controle
positif de génération de I’AMPc dans les BMDCs mais n’a pas montré d’activation de la
cofiline sur notre modéle d’étude. La concentration semblerait jouer sur 1’activation de la
cofiline mais il est & noter que le profil de génération de ’AMPc par ET ou CyaA est
différent. ET conduit a une sécrétion d’AMPc périnucléaire avec un gradient de concentration
décroissant du noyau vers la périphérie de la cellule alors que CyaA conduit a une élévation
de la concentration en AMPc plutét membranaire, sans gradient de concentration d’AMPc
[72]. Cette différence de localisation de I’AMPc générée par les 2 toxines pourrait en partie

expliquer la divergence entre les 2 toxines sur I’activation de la cofiline.

Enfin, nos résultats ont démontré que LT active dans les temps tardifs la myosine
phosphatase a 1’origine de la déphosphorylation des myosines II. Cette activation progressive
de la myosine phosphatase résulte de 1’inactivation progressive de la voie RhoA-ROCK, qui
serait alors incapable de phosphoryler la myosine phosphatase pour la rendre inactive. Nous
avons émis I’hypothése que la perte de I’activité contractile des myosines pourrait &tre

responsable de 1’assemblage anarchique des filaments d’actine sous forme d’anneau.

L’analyse de la littérature démontre que la voie de signalisation a ’origine de la
formation des fibres de stress observées sur les cellules endothéliales et le lien avec LT ne
sont pas clairement identifiés : pour certains, la formation des fibres de stress passerait par
une activation de la voie RhoA-ROCK qui maintiendrait en I’état les fibres de stress formées
[121], pour d’autres, sans intervention de RhoA, de ROCK ou des protéines de liaison de
I’actine, comme la cofiline ou la myosine qui conserveraient le méme état de phosphorylation
[122, 219]. Une étude trés récente de Rolando et al. démontre que la formation des cébles
contractiles d’actine provoquée par LT dépendrait de la machinerie de I’acétylation des
histones et que le rythme d’acétylation des histones permettrait de contrdler 1’organisation du
cytosquelette d’actine [234]. Ainsi, les modulations de ’expression des genes par LT
conduiraient directement a des réorganisations du cytosquelette d’actine des cellules
endothéliales. Nos résultats ne sont pas en adéquation avec les nombreuses hypothéses

formulées pour les effets de LT sur le cytosquelette d’actine mais pourraient s’expliquer par la
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nature des cellules, qui comme nous avons pu le voir a plusieurs reprises ne se comportent pas

de maniere identiques dans la physiopathologie des toxines.

3. Effets de ET et LT sur la phagocytose et la migration des BMDCs

De manicere similaire aux discussions précédentes, ET et LT conduisent a des effets
opposés sur la phagocytose des BMDCs. Alors que LT inhibe clairement la phagocytose des
BMDC:s et altére d’autant plus la voie de maturation des phagosomes, ET semble maintenir la
capacité phagocytaire des BMDCs mais perturberait la voie de maturation des phagosomes,
notamment au niveau de la fusion entre les phagosomes et les lysosomes.

La phagocytose est un des mécanismes mis en jeu par les cellules de I’'immunité pour éliminer
les agents pathogénes mais demeure un mécanisme fondamental des BMDCs pour la
dégradation et I’apprétement des antigénes afin d’induire une réponse immunitaire spécifique.
A notre connaissance, aucune donnée n’était présente pour la phagocytose aprés intoxination
par ET et LT dans le mod¢le spécifique des BMDCs. Les résultats divergent quant aux effets
de LT sur la phagocytose : LT inhibe la phagocytose des macrophages péritonéaux in vivo
aprés une injection sous-cutanée de LT [235], sans implication de la voie MAPK chez les
macrophages J774 [236] alors qu’il semblerait que les macrophages alvéolaires des primates
non humains garderaient une capacité de phagocytose des spores de Bacillus anthracis apres
une intoxination par LT [237]. Cependant, il apparait clairement que LT inhibe la

phagocytose des BMDCs en suivant le profil de clivage des MEKSs.

Peu de données sont disponibles pour les effets de ET sur la phagocytose des cellules
immunitaires et les 2 études retrouvées a notre connaissance semblent indiquer une réduction,
voire une inhibition de la phagocytose chez les polynucléaire neutrophiles humains [238] et
les macrophages humains [195]. Les auteurs suggerent que [’altération du cytosquelette
d’actine induite par ET ne permet pas aux cellules de remodeler 1’actine de maniere adéquate
pour la phagocytose. Cependant, nos résultats sur ET n’aboutissent pas aux méme
conclusions et peuvent s’expliquer par le type cellulaire. ET induit des effets majeurs sur le
cytosquelette d’actine, mais ce n’est pas pour cette raison que les BMDCs perdent leur
capacité de phagocytose. Ainsi, les BMDCs restent capables de phagocyter. Nos études sur
ET n’ont pour I’instant pas établi le lien entre ET et le maintien de la capacité de phagocytose
des BMDCs. Cependant, il semblerait que I’AMPc ait un effet inhibiteur sur la phagocytose

via la voie PKA chez les monocytes [239] et les macrophages [231] mais les études sont
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divergentes, peu exhaustives pour les cellules dendritiques. Les voies de signalisation utilisées
dans I’inhibition de la phagocytose par I’AMPc ne sont pas clairement définis [240], méme si
quelques papiers démontrent que la réduction de la phagocytose FcR-dépendante passerait par

I’activation de la voie Epac et non PKA [240, 241].

D’autre part, nos résultats semblent montrer que la voie de maturation des phagosomes
serait perturbée par 1’absence d’une acidification dans les phases terminales de ce processus.
La maturation des phagosomes est un processus complexe consistant a une acidification
progressive et faisant intervenir de nombreuses protéines de la famille des RAB GTPases,
comme RAB5 et RAB7 [242]. Diverses protéines peuvent étre délivrées a I’intérieur du
phagosomes, comme les ATPases vacuolaires de type V qui acidifie le phagosome ou des
protéases acides comme la cathépsine [243]. Le phagosomes peut dans son ultime étape de
maturation fusionner avec les lysosomes. Il est intéressant de noter que ET affecte RAB11,
une petite GTPAse qui controle le trafic vésiculaire via ’activation de PKA et Epac/Rapl par
I’AMPc [109, 244, 245]. A notre connaissance, aucune étude n’a exploré les voies de
phagocytose aprés une intoxination par ET. Des expériences complémentaires seraient
absolument nécessaires pour mettre en évidence cette altération tardive dans le processus de
maturation des phagosomes, ce qui pourrait avoir des conséquences néfastes dans le processus

d’apprétement et de présentation des antigénes par les BMDCs.

Enfin, nos résultats ont démontré que ET conduit a une trans-migration plus prononcée
et induit a la fois ’expression des marqueurs d’activation CD80 et CD86 et des récepteurs
aux chimiokines CXCR4 et CCR7 a la surface des BMDCs. Ces aspects ne sont présents pour
LT, qui ne semblent pas modifier la trans-migration et 1’expression de CCR7 et CXCR4, a
I’exception d’une baisse de CD80 et CD86.

Les données de la littérature sur les effets des toxines sur la migration des cellules sont
trés divergents et sont fonction du type cellulaire et des conditions expérimentales. LT est
capable d’inhiber la chémotaxie des polynucléaires neutrophiles par réduction de la formation
de filament d’actine F [92-94]. Il en ressort le méme constat chez les macrophages dans des
expériences de chémotaxie en présence de chémoattractant CXCL12 et CCL19 [95] et chez
des PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) [95]. ET induit une diminution de la
chémotaxie des polynucléaires neutrophiles [92-94] mais augmente la vitesse de migration
des macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDMs) par activation de la voie PKA-CREB

[111]. De leur coté, les cellules dendritiques traitées par ET ont une capacité accrue a envahir
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un réseau de matrigel [97], probablement par activation de la voie GSK (Glycogen Synthase
kinase) — CREB [111, 112] ou par maturation des cellules dendritiques induites par ET [97].

Nos résultats semblent en adéquation avec les quelques données de la littérature. Ainsi, il
serait probable que ET augmente la migration des BMDCs de fagon qualitative et quantitative
par une activation des marqueurs d’activation et des récepteurs aux chimiokines. L’activation
de la voie PKA et non d’Epac, discutées précédemment pour les processus de remodelage
d’actine et de phagocytose laisse supposer une implication forte de PKA dans la maturation et
la migration des BMDCs. En effet, 1’activation de la voie PKA conduit a la maturation des
cellules dendritiques humaines s’exprimant sous la forme d’une surexpression des molécules
de CMH II, des molécules de co-stimulation et du marqueur de maturation CD83 [246]. Le
constat semble le méme pour I’expression de CCR7 et CXCR4 [239, 246] et ’augmentation
de la chémotaxie des cellules dendritiques dans un gradient de chimiokines CXCL12 et
CCL21 [246]. De maniére surprenante, Epac n’induit aucun de ces effets et au contraire,
supprimerait les effets de PKA quand les 2 voies de signalisation seraient activées en méme
temps. Il semble exister un crosstalk important entre PKA et Epac dans les cellules
dendritiques. Cependant, les circonstances d’activation de 1’une ou 1’autre des voies ou les 2
ensemble restent floues alors que ces 2 voies sont activées par un messager commun,

I’AMPc.

Ainsi, nos résultats sur les BMDCs intoxinées par ET pourraient s’expliquer par une
activation encore une fois de la voie PKA, sans activation de la voie Epac. De nombreuses
expériences complémentaires permettraient de mieux caractériser les effets de ET sur la
migration des BMDCs, que ce soit in vivo chez la souris ou in vitro dans des canaux de
confinement 3D permettant de caractériser les paramétres de migration des BMDCs [178,

179, 218, 247].

Pour conclure, nous avons donc identifié de nouveaux mécanismes fins d’action de ET
et LT sur les protéines de régulation du cytosquelette des BMDCs. Ces effets ont des
répercussions importantes sur les fonctions des cellules dendritiques. Nous souhaitons inscrire
les perspectives de recherche futures autour de deux effets importants qui sont des
conséquences de I’attente de 1’intégrité du cytosquelette : les mécanismes de maturation des

phagosomes ainsi que la migration des BMDC:s.
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Il est intéressant de noter que les effets que nous décrivons permettent de mieux
comprendre la physiopathologie de ET dans la maladie du charbon. En effet, la maintien de la
phagocytose par ET couplé a une augmentation de la migration pourrait conduire a une
dissémination importante de l’agent pathogéne, notamment dans les ganglions et par
conséquence dans la totalité de 1’hdte. Des travaux de 1’équipe de Pierre Goossens ont montré
que ET est un facteur de virulence important dans la diffusion du pathogeéne in vivo [104]. Les
effets observés au niveau du cytosquelette pourraient expliquer en partie les observations
obtenues a 1’échelle de 1’animal par cette équipe et nos résultats rentrent dans une certaine
cohérence de la physiopathologie de I’infection.

Ils relanceraient ainsi le modéle du réle de la cellule dendritique comme « cheval de
Troie » de I’infection qui avait été proposé [22] mais qui avait été discuté avec le modele
concurrent du Jailbreak [26]. Si le modéle de la cellule dendritique « cheval de Troie » se

confirme, le moteur de ce « cheval » serait le cytosquelette qui serait détourné par ET.

D’autre part, aucune donnée n’est disponible sur les effets de ET sur I’apprétement des
antigénes par les BMDCs, mais cet aspect gagnerait a étre étudié plus en profondeur, car
I’activation de la maturation associé¢ a une dérégulation de la présentation pourrait étre un
mécanisme d’évasion immunitaire supplémentaire par induction d’une anergie des

lymphoctes T.

Enfin, notre groupe avait montré que les toxines agissent en synergie pour contrer les
défenses immunitaires de 1’hote [89]. Nos résultats ont montrés que LT et ET,
individuellement, induisent des effets opposés sur le cytosquelette d’actine et les grandes
fonctions immunes, une des questions qui se pose désormais est de savoir ce qui se passe
quand les deux toxines sont présentes. La perspective d’explorer le comportement de ces 2
toxines simultanément apporterait une avancée majeure dans la compréhension des
conséquences physiopathologiques des toxines de Bacillus anthracis. Cette question est
complexe, car nous venons de montrer que les deux toxines ciblent deux familles de protéines
régulatrices différentes. Une question connexe est de savoir a quelle quantité de ET et LT sont
physiologiquement exposées les cellules dendritiques au cours d’une infection. Des travaux
en cours de publication de 1’équipe de Pierre Goossens en utilisant des techniques ultra-
sensibles montrent que le ratio LT/ET varie considérablement au cours d’une infection avec

des variations en fonction des tissus infectés (Rougeaux et al. Manuscrit soumis).
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Ces travaux devront éclairer les futures analyses qui devront étre menées en prenant en
compte ’ensemble de ces critéres

Les conséquences d’une altération de la régulation du cytosquelette ont donc des
conséquences trés nombreuses

sur la physiologie des cellules immunitaires. La
compréhension de ces mécanismes est importante pour appréhender le rdle des toxines dans le
modele d’infection par Bacillus anthracis
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Figure 53 : Synthése des effets de ET sur le cytosquelette d’actine et les fonctions de
phagocytose et de trans-migration des BMDCs.
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RESUME

Bacillus anthracis, agent de la maladie du charbon, est aussi un agent majeur de la
menace biologique. Sa virulence est liée a deux principaux facteurs : une capsule et deux
toxines, la toxine oedémateuse (ET = EF + PA) et la toxine 1étale (LT = LF + PA). EF est une
adénylate cyclase, calcium et calmoduline dépendante, produisant une é¢lévation de la
concentration en AMPc intracellulaire tandis que LF est une métalloprotéase a zinc clivant la
majorit¢ des Mitogen Activated Protein Kinase Kinases. Les toxines jouent un role central
dans la pathogénie de la maladie du charbon et dans la dérégulation des fonctions des cellules
du systéme immunitaire. Le cytosquelette d’actine participe activement aux fonctions de
phagocytose et de migration des macrophages et des cellules dendritiques.

Cependant, peu d’études analysent I’implication du cytosquelette d’actine des cellules
immunitaires dans la physiopathologie des toxines. ET induit une rétraction temps-dépendant
des cellules dendritiques et des macrophages normalisés sur des micropatterns de
fibronectine, s’accompagnant d’une dépolymérisation de ’actine et d’une perte des points
d’ancrage des cellules dendritiques. Précocement, ET active la cofiline par ’activation de la
voie de signalisation AMPc — PKA — Protéines phosphatases. Malgré ces altérations du
cytosquelette d’actine, ET n’induit pas de modification des capacités phagocytaires des
cellules dendritiques, a I’exception d’une dérégulation de la maturation des phagosomes. ET
conduit également a une augmentation de la migration des cellules dendritiques in vitro par
activation et expression de CCR7 et CXCR4 a la surface des cellules dendritiques.

A Dinverse, LT conduit a un étalement temps-dépendant des cellules dendritiques
normalisées, accompagné d’une dérégulation de la dynamique de 1’actine provoquant des
regroupements anormaux d’actine filament. LT active les myosines phosphatases via la voie
RhoA-ROCK pour déphosphoryler les myosines II. A la différence de ET, LT inhibe les
capacités phagocytaires des cellules dendritiques mais ne conduit pas a une modification de la
migration des cellules dendritiques in vitro.

ABSTRACT

Bacillus anthracis, the agent of anthrax, is also a major agent of biological warfare
threat. Its virulence is caused by two main factors : the capsule and two toxins, edema toxin
(ET = PA + EF) and lethal toxin (LT = LF + PA). EF is a calcium and calmodulin-dependent
adenylate cyclase, producing a rise in intracellular cAMP concentration, while LF is a zinc
metalloprotease cleaving the majority of Mitogen Activated Protein Kinase Kinases. The
toxins play a central role in the pathogenesis of the disease and the deregulation of the
functions of immune cells. The actin cytoskeleton is actively participating in the phagocytosis
and the migration of macrophages and dendritic cells.

However, few studies analyze the involvement of the actin cytoskeleton of immune

cells in the pathogenesis of toxins. ET induces a time-dependent retraction of dendritic cells
and macrophages on fibronectin micropatterns, accompanied by actin depolymerization and a
loss of the anchor points of dendritic cells. ET early activates cofilin by activating the cAMP -
PKA - Protein phosphatases signaling pathway. Despite these alterations of the actin
cytoskeleton, ET does not induce any change in the phagocytic capacity of dendritic cells,
except for a deregulation of the phagosomes maturation. ET also leads to an increase in the
migration of dendritic cells in vitro by activation and expression of CCR7 and CXCR4 on the
surface of dendritic cells.
In contrast, LT results in a time-dependent spreading of micropatterned dendritic cells,
accompanied by a dysregulation of actin dynamics causing abnormal combinations of actin
filament. LT activates myosin phosphatase via the RhoA-ROCK pathway to dephosphorylate
myosin II. Unlike ET, LT inhibits the dendritic cells phagocytosis but does not lead to a
change in dendritic cells migration in vitro.
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