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RESUME

Avec pres de buit millions de personnes atteintes et
deux millions de déces chaque année, la tuberculose
reste un probleme majeur de santé a l'échelle mon-
diale. La faible protection conférée par le seul vaccin
disponible, le Bacille de Calmette et Guérin (BCG), et
I'émergence de souches multi-résistantes aux antibio-
tiques ainsi que l'avenement du SIDA, sont les trois
causes principales qui ont contribué a l'augmentation
de l'incidence de la tuberculose lors de la derniere
décennie. I'organisation mondiale de la santé (OMS)
estime qu’entre les années 2000 et 2020, pres d’un mil-
liard de personnes seront nouvellement infectées par
Mycobactérium tuberculosis (Mib), l'agent étiologique
de la tuberculose, 200 millions d’entre elles développe-
ront la maladie et parmi ceux-ci 35 millions mourront
si aucune amélioration n'est apportée dans le controle
de celte infection. Une lelle amélioration nécessite un
accroissement de nos connaissances de la physiopatho-
logie de cette maladie tres complexe et en particulier
une meilleure comprébension des interactions qui exis-
lent entre les mycobactéries el notre systeme immuni-
taire. Le macrophage alvéolaire (MAA) constitue la
premiére barriere immunologique qui s'oppose aux
mycobactéries et joue un role déterminant dans le
devenir de l'infection. En plus de sa fonction de recon-
naissance et d'élimination immédiate des bacilles par
Dhagocytose et sécrétion de produits microbicides, le
MOA activé est extrémement imporiant dans l'orches-
tration de la réponse immunitaire el I'élablissement
d'une réponse spécifique assurée par les lymphocytes T.
Celte revue résume l'élat de connaissance actuels des
mécanismes déployés par le macrophage afin de conte-
nir l'infection par Mtb avec une focalisation sur l'apop-
lose comme moyen de lulte contre ce pathogene. Nous
décrivons de méme les outils qu'a pu développer la

ABSTRACT

With nearly eight million new cases each year and
two million deaths, tuberculosis (TB) remains a
major health problem worldwide. The limited pro-
tection afforded by the only available vaccine,
BacilleCalmette-Guerin BCG, and the emergence
of multi-resistant strains to antibiotics along with
the advent of AIDS, are three main causes that
contributed to the increase of TB incidence during
the last decade. The World Health Organization
(WHO) estimates between 2000 and 2020, nearly
one billion people will be newly infected with
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative
agent of tuberculosis, and 200 millions of them
will develop the disease, of which 35 million will
die if there is no improvement in controlling
infection. Such improvement requires an increase
in our knowledge of the fundament al biology of
this very complex disease and in particular a
better understanding and characterization of the
types of interactions between mycobacteria and
the immune system. The alveolar macrophage
(M@4), the first immunological barrier that
opposes the mycobacteria, plays a key role in the
evolution of infection. In addition to the recogni-
tion and immediate elimination of the bacteria
by phagocytosis and secretion of microbicidal
products, MOA is extremely important in orches-
trating the immune response and the establish-
ment of a specific response provided by T cells.
This review summarizes the state of our knowle-
dge about the mechanisms deployed by the macro-
phage to contain Mtb infection with a focus on
apoplosis as an innate immune response against
this pathogen. We also describe the mechanisms
developed by Mtb, during ils coexistence with
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mycobactérie, au cours de sa coexistence avec [ homme,
pour échapper aux réponses macrophagiques.

Mots-clés : Tuberculose, mycobaciérie, macro-
Dhage, apoptose, voies de signalisations, FOXO3a.

humans, in order to escape the macrophage
response.

Key words : Tuberculosis, mycobacleria, macro-
Dhage, apoptosis, signaling pathways, FOXO3a.

INTRODUCTION

La tuberculose est la plus vieille de toutes les mala-
dies identifiables dans I'histoire. Elle a touché I'hu-
manit¢ depuis la préhistoire, comme I'ont montré
des études archéologiques dans diverses parties du
monde . Si elle avait déja été tres bien décrite du
temps d'Hippocrate, il a fallu attendre 1882 pour que
Robert KOCH découvre le microbe responsable de
cette terrible maladie dont on connaissait, par
ailleurs, le caractere contagieux. Ce microbe a été
dénommé le bacille de Koch, en I'honneur a celui
qui I'a mis en évidence. La tuberculose devient un
véritable fléau a la fin du 18me et au début du 19eme
siecle. En 1924, Albert CALMETTE et Alfonse
GUERIN ont mit au point un vaccin contre la tuber-
culose reposant sur l'injection de bacilles tubercu-
leux vivants mais de virulence atténuée appelé
"Bacille de Calmette et Guérin" ou « BCG ». Ce vac-
cin a été employé pour la premiere fois en 1921 et
marqua une étape importante dans la lutte contre la
tuberculose. En 1944, WAKSMAN, un microbiolo-
giste américain, a découvert le premier antibiotique
actif contre le bacille tuberculeux, la streptomycine.
Dautres médicaments spécifiques furent découverts
dans les 20 années qui suivirent. Avec 'amélioration
de T'hygiene dans les pays industrialisés, on a vu
décroitre le nombre de tuberculeux. Cette décrois-
sance s'est accélérée avec ['utilisation de la strepto-
mycine et d'autres antituberculeux laissant croire a
la fin de lendémie tuberculeuse dans les années
802 Cependant, en 1990, 'OMS a déclaré que la
tuberculose était encore responsable de 3 millions
de déces dans le monde avec une atteinte de l'ordre
de 8 millions de nouveaux cas chaque année 3. En
Tunisie, Iincidence nationale qui était estimée, en
1975, a 58,3 cas pour 100 000 habitants, a diminu¢
jusqua 24 cas. Cette diminution est le fruit d’'une
vaccination obligatoire et généralisée par le vaccin
BCG et ce depuis 1959. De plus, depuis 1999, la
Tunisie a implémenté la stratégie DOTS (Directly
Observed Treatment, Short-course) et a fait partie
des pays qui ont atteint les objectifs de cette straté-
gie en assurant la détection de plus de 70 % des cas

de tuberculose et la guérison de plus de 85 % des
patients %. Toutefois, malgré tous les efforts déployés
en matiere de lutte antituberculeuse dans notre
pays, l'incidence de cette maladie n’a pas pu étre
ramenée a celle des pays développés (< 10 cas par
100000 habitants) et représente toujours un pro-
bleme de santé¢ publique. Lampleur de I'¢pidémie
mondiale de la tuberculose exige ainsi une action
urgente et efficace afin de controler cette maladie.
Lapprofondissement des connaissances que nous
avons des interactions que développe l'agent patho-
gene avec notre systeme immunitaire est indispen-
sable pour disséquer les mécanismes moléculaires
qui sous tendent la "réussite" de cette bactérie et qui
permettrait de la contrer.

Notre groupe sintéresse particulierement a I'étude
des réponses développées contre Mtb par le macro-
phage humain, chef d'orchestre coordonnant toute
réaction immune efficiente contre ce pathogene
(90% des cas) >. Nous résumons dans cette revue les
réponses développées par cette cellule afin de
contenir l'infection par Mtb avec un intérét particu-
lier pour l'apoptose. Nous nous attacherons égale-
ment a décrire les outils développés par ce patho-
gene, au cours de l'évolution, pour contourner les
réponses macrophagiques.

LA PATHOGENESE DE LA
TUBERCULOSE

Mycobactérium tuberculosis (Mtb), agent de la
tuberculose, pénetre I'organisme par la voie respira-
toire (Figure 1) et constitue un pathogene aérobique
obligatoire ayant des préférences pour le tissu pul-
monaire riche en oxygene. 1l s'agit d'une bactérie
intracellulaire facultative a croissance lente (Temps
de génération : 20h), dont les formes virulentes sont
capables de survivre et de croitre dans les macro-
phages. La structure de sa paroi est tres riche en
lipides, ce qui expliquerait sa résistance aux stress
chimiques, hydriques et a de nombreux antibio-
tiques généralement hydrophobes qui ne peuvent
de ce fait atteindre leurs sites d'action. Mtb est un
microorganisme présentant une contagiosité impor-
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tante. Sa transmission est essentiellement interhu-
maine et se fait quasi exclusivement par voie
aérienne. En effet, lorsqu'une personne, atteinte de
tuberculose pulmonaire excavée, tousse ou éternue,
de minuscules (1 2 5 u de diametre) gouttelettes
(gouttelettes de Fliigge) contenant les germes sont
aérosolisées. Apres évaporation, la partie seche de
ces gouttelettes reste en suspension de maniere
prolongée dans l'air et peut étre inhalées par toute
personne se trouvant a proximité °. L'agent tubercu-
leux est hautement virulent, car Iinhalation d’un
petit nombre de bacilles (1 a 3) suffit a infecter un
individu. Une fois inhalées, les microgouttelettes de
Fliigge contenant les germes échappent au systeme
muco-¢épithélial cili¢ de l'arbre bronchique pour
atteindre lalvéole pulmonaire. A ce niveau, les
bacilles sont phagocytés par les macrophages alvéo-
laires matures et seront le plus souvent détruits.
Cependant, des bacilles arrivent a échapper a cette
destruction et se multiplient a l'intérieur des macro-
phages jusqu'a la mort de ces cellules. Cette mort
par nécrose et/ou apoptose permet 2 la fois la prise
en charge des débris cellulaires par les cellules den-
dritiques (CDs) et la libération de facteurs solubles
comme les chémokines et les cytokines. Ces fac-
teurs favorisent le recrutement de plus de mono-
cytes circulants et la mise en place d’une réponse
inflammatoire. Les monocytes se différencient en
macrophages et ingerent les mycobactéries mais ne
les détruisent pas. Les bacilles vont alors se multi-
plier d’'une maniere logarithmique. Les macro-
phages et/ou les CDs, activés par les bacilles ou les
corps apoptotiques, quittent le site d’infection. Deux
a trois semaines apres l'infection, ils atteignent les
ganglions lymphatiques satellites ou ils stimulent les
lymphocytes T(LT) CD4+ et CD8+, induisant le
développement d'une immunité cellulaire T (immu-
nit¢ cellulaire retardée). Les LT antigene-spécifiques
migrent vers le site d'infection concourant, avec les
macrophages activés, a la formation d’'un granu-
lome et ainsi a I'arrét de la croissance logarithmique
des bacilles (Figure 1). Ceci permet un controle
efficace de linfection &7, La constitution et 'évolu-
tion des granulomes sont sous la dépendance de la
réponse immunitaire innée et acquise de I'hote ainsi
que de la composition moléculaire pariétale des
souches infestantes. Une réponse immunitaire favo-
rable a I'hote se traduit par la formation de petits
granulomes calcifiés contenant des bacilles en état
de dormance (chez 90% d'individus infectés). Cet

état de latence pourrait étre interrompu par réacti-
vation suite a une baisse de la surveillance immune
causée par une immunodépression ou par une
infection par le Virus de limmunodéficience
humaine(VIH) ou encore par une réinfection par
Mtb. Lorsquiils sont réactivés, les granulomes évo-
luent vers la caséification, la nécrose et la formation
de cavernes. Le contenu en bacilles peut alors étre
évacué par les bronches. Le granulome joue ainsi un
role crucial dans la limitation de la croissance bacté-
rienne, du dommage tissulaire et de la dissémina-
tion bactérienne 8.

REPONSE IMMUNE ANTI-TUBERCULEUSE
Immunité acquise

Une réponse protectrice contre Mtb est basée surtout
sur une réponse immunitaire 2 médiation cellulaire
(Figure 1). En effet, les cellules T CD4+ et T CD8+,
apres leur stimulation par les antigenes mycobacté-
riens, exercent leur effet protecteur par une produc-
tion massive de cytokines, essentiellement l'interféron
gamma (IFN-y), nécessaire a l'activation des macro-
phages. Lapoptose ou la lyse dépendante de perfo-
rine/granulosine des CDs et macrophagiques infec-
tées exercée par les cellules T CD8+ joue aussi un role
important dans le controle de l'infection. Par la sécré-
tion de I'TFN-y et de l'interleukine 4 (IL-4), les T CD8+
peuvent jouer un role dans la régulation de la balance
entre les cellules T ‘helper’ Thl et Th2. Les cellules
Thl induites par I'lL-12, (produite par les CDs et les
macrophages activés), secretent I1L-2 et 'TFN-y assu-
rant une action protectrice contre Mtb. Les cellules du
type Th2 secretent les interleukines IL-4, IL-5 et IL-10
qui exercent une action inhibitrice sur la réponse
immune. Les cellules T y/d jouent aussi un role dans
la réponse immune précoce contre la tuberculose
ainsi qu'un role important dans limmunité protec-
trice chez les sujets ayant une infection latente. Ces
cellules présentent une cytotoxicité importante
contre les monocytes chargés d’antigenes mycobacté-
riens et secretent des cytokines impliquées dans la
formation du granulome ¢ 8. Les travaux sur la tuber-
culose se sont surtout focalisés sur les mécanismes de
limmunité cellulaire dans la lutte contre Mtb, s'inté-
ressant peu au role que pourraient jouer les lympho-
cytes B et les anticorps vraisemblablement a cause du
caractere intracellulaire de ce pathogene et donc de
l'incapacité des composantes du sérum a l'atteindre .
Cependant, des études récentes ont montré que les
lymphocytes B peuvent contribuer aux réponses anti-
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Figure 1 : La pathogénese de la tuberculose. La transmission de Mth est essentiellement interbumaine et se fait quasi
exclusivement par voie aérienne. Les bacilles sont phagocytés par les macrophages alvéolaires matures et seront le plus
souvent détruits. Cependant, les bacilles qui échappent a cette destruction vont se multiplier a l'intérieur des macro-
Dhages jusqu'a la mort de ces cellules. Cette mort par nécrose etfou apoptose permet a la fois la prise en charge des débris
cellulaires par les CDs et la libération de facteurs solubles comme les chimiokines et cytokines nécéssaires a la mise en
place d’'une réponse inflammatoire. .Les macrophages et/ou les CDs activés par les bacilles ou les corps apoptotiques
migrent vers les ganglions lympbatiques satellites ol ils stimulent les lymphocytes T CD4+ et CD8+, induisant le déve-
loppement d'une immunité cellulaire T. En effet, ces cellules T CD4+ et T CD8 exercent leur effet protecteur par une pro-
duction massive de cytokines, essentiellement l'interféron gamma (IFN-Y), nécessaire a l'activation des macrophages.
Les cellules Th1 induites par U'lL-12, générée par les CDs et les macrophages activés, secrétent I'lL-2 et 'IFN-y assurant
une action protectrice contre Mib. Les cellules du type Th2 secretent les interleukines IL-4et IL-10 qui exercent une action
négative sur la réponse immune. Les lymphocytes T antigéne-spécifiques migrent vers le site d'infection concourant a
la formation du granulome et ainsi a l'arrét de la croissance logarithmique des bacilles. Une réponse immunitaire
favorable a I'héte se traduit par la formation de petits granulomes calcifiés contenant des bacilles en état de dormance
(chez 90% d'individus infectés). Cet état de latence pourrait étre interrompu par réactivation suite a une baisse de la
surveillance immune causée par une immunodépression ou par une infection au Virus de l'immunodéficience bu-
maine (VIH) ou encore par une réinfection par Mtb.

tuberculeuses et les antigenes mycobactériens
induisant une réponse humorale anti-mycobacté-
rienne ont été largement étudiés notamment pour
leur potentiel sérodiagnostique '.

Immunité innée

Limmunité cellulaire acquise protege d’une fagon
efficace contre la tuberculose disséminée mais ne
prévient ni linfection pulmonaire initiale ni la réinfec-
tion exogene des poumons. Ce role de protection
contre l'infection est joué par les cellules de I'immu-
nité innée qui influencent également la réponse

acquise de I'hote. Les phagocytes recrutés au niveau
du site d'infection tels que CDset les macrophages
alvéolaires ontun role primordial dans la destruction
du pathogene et la stimulation de la réponse cellulaire
acquise suite a une présentation antigénique efficace
aux cellules T.

En plus du macrophage, sur lequel nous reviendrons
plus loin, plusieurs autres types cellulaires jouent un
role important dans l'infection par Mtb. Les neutro-
philes, premieres cellules qui arrivent au niveau du
site d'infection pour phagocyter les bactéries, ont une
action bactéricide basée sur la production de défen-
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sines o Les Cellules dendritiques qui entrent en
contact avec Mtb acquicrent leur maturation et
deviennent de puissantes cellules présentatrices d’an-
tigenes (CPA). Elles migrent vers les nodules lympha-
tiques ou elles vont stimuler les cellules T naives per-
mettant leur maturation en Thl grice a la sécrétion
des cytokines /IL-12, IL-18 et IL-23 3. Contrairement
aux M@A, Les CD activées par 'TFN-y, sont capables
de controler la réplication des mycobactéries sans les
éradiquer. D'autres types cellulaires peuvent interve-
nir comme les « Naturel Killers » (NKs) qui sont
capables d'activer les cellules phagocytaires au niveau
dussite d'infection. Ces phagocytes augmentent, d'une
maniere non spécifique, leur activité mycobactéricide
suite a leur infection par Mtb. Les NKs peuvent lyser
directement les pathogenes ou encore les monocytes
et les M@ infectés. D'autres études ont montré que les
Cellules ¢pithéliales sont aussi capables de sécréter
des polypeptides anti-mycobactériens comme les
défensines et des agents bactéricides puissants tels
que le monoxyde d’azote (NO, Nitric Oxyde) 1. Elles
peuvent aussi induire une réponse inflammatoire non
spécifique par la synthese de I'IL-8 . Les mastocytes
peuvent aussi sécréter des médiateurs tels que I'hista-
mine et la f-hexosamidase et des cytokines pro-
inflammatoires telles que II-6 et le TNF-a
(Tumornecrosis factor-alpha) 6. Ces médiateurs et
cytokines sont impliqués a la fois dans linduction
d'une réponse inflammatoire, I'activation des neutro-
philes et le maintien de l'intégrité du granulome 7.

LE MACROPHAGE DANS LA REPONSE ANTI-
MYCOBACTERIENNE

Les M@As constituent la premiere barriere immunolo-
gique rencontrée par le bacille tuberculeux. Ils jouent
de nombreux roles tant dans la réponse immunitaire
innée quadaptative.

Phagocytose et fusion du phagolysosome

Ils existent plusieurs mécanismes pour l'internalisa-
tion de Mtb, impliquant différents récepteurs a la
surface du macrophage (Figure 2). En effet, Mtb peut
étre opsonisé par les molécules du complément qui
seront reconnues par leurs récepteurs respectifs, CR
(Complement Receptor) en particulier CR1, CR3 et
CR4, exprimés a la surface des M@A. 1%, Néanmoins,
Mtb non opsonisé¢ peut aussi se fixer directement
au CR3 et au CR4 2. Cependant le meilleur récepteur
caractérisé pour la phagocytose de Mtb non opsonisé
reste le récepteur au mannose MR (Mannose

Receptor)*.. Quand la fixation a travers ces deux types
de récepteurs est bloquée, l'internalisation de Mtb se
fait par un autre type de récepteur appelé « scavenger
receptor » de type A. LorsqueMtb est recouvert d’an-
ticorps, il est alors reconnu par les récepteurs de la
portion Fc des immunoglobulines, FcyR 2. D'autres
facteurs comme la protéine Sp-A (Surfactant protein
A) peuvent faciliter l'internalisation de Mtb par les
macrophages 2. Ces différentes voies d'entrée de Mth
menent souvent a des différences au niveau de la
transduction des signaux dictant la réponse de I'hote
et la survie intracellulaire de Mtb. Ainsi, la phagocy-
tose via le récepteur Fcy est directement associée a
une réponse inflammatoire alors que l'activation du
CR n'en induit pas . La survie de Mtb apres fixation
au CR1 est plus importante qu'apres la fixation au CR3
ou CR42%. La phagocytose de Mtb opsonisé avec Sp-A
inhibe la synthese des radicaux oxygénés ROI
(ReactiveOxygenIntermediates) 3. Les souches
pathogenes sont le plus souvent phagocytées a tra-
vers le MR tandis que les souches non virulentes ne
le sont pas. Cette voie est avantageuse pour Mtb car
elle n"aboutit pas a la production de I'ion superoxyde
02- 5 et conduit a un signal anti-inflammatoire 2.
Linteraction de Mtb avec les différents récepteurs du
macrophage mene a la formation d'un phagosome. La
maturation du phagosome en phagolysosome passe
par une succession de fusions avec des endosomes
précoces puis tardifs et finalement avec les lyso-
somes. La fusion entre les différentes vésicules n'est
possible que lorsque les deux organelles présentent a
leurs membranes les mémes GTPases de faible poids
moléculaire appelées Rab. Différentes Rab régulent
ces fusions. Ainsi la petite protéine G Rab3 est néces-
saire a la fusion entre les phagosomes précoces et les
endosomes précoces alors que la fusion d'endosomes
et de phagosomes tardifs nécessite plutot la présence
de la protéine Rab7. Apres phagocytose les mycobac-
téries non virulentes sont dégradées grace a l'acidifi-
cation du phagosome suite a l'action des pompes a
protons (ATPases) et a sa fusion avec le lysosome
contenant les hydrolases actives a pH acide %, les
cathepsines.

Pour survivre au sein du macrophage, Mtb a déve-
loppé des mécanismes pour bloquer les processus
naturels de la maturation vacuolaire, empéchant I'évo-
lution du phagosome vers un phagolysosome 2. Deux
actions essentielles ont été observées (i) une exclu-
sion de la membrane de la vacuole d'une pompe
a protons appelée vATPases, et qui entraine le
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Fixation et Phagocytose de Mtb Reconnaissance immune de Mtb

IFN-y

-Récepteur au mannose
-« Scavenger receptor »

-Récepteurs du complément
CR1, CR2, CR4

Stimulation de la
réponse cellulaire
du type Thl

Fusion Phagolysosome

-Acidification
-Prodl:;:mn de Cytokines
-ROI (TNF-qx, IL-153, IL-12, IL-18, IL-15 )

Figure 2 : Role des macrophages dans I'immunité innée et adaptative. Mtb est internalisé au sein des phagosomes (P)
des macrophages a travers plusieurs récepteurs tels que les récepteurs au mannose, les "scavenger receptor” et les récep-
teurs au complément (CR). La fusion du phagosome avec les lysosomes crée une nouvelle vacuole chargée d'bydrolases
et protéases dirigées contre la bactérie avec un pH acide et des radicaux oxygénés (ROS) et azotés (RNI). La signalisation
dépendante des récepteurs Toll (TLR) est déclenchée suite a I'association des antigenes mycobactériens avec ces récep-
teurs localisés a la surface la cellule et des phagosomes. Celte signalisation TLR-MyD88 résulte en une rapide et puissante
sécrétion de cytokines inflammatoires et cytokines de la réponse cellulaire, essentielles a une immunité innée efficace et
Jouant un role important dans la maturation et 'activation des cellules T. Les fragments antigéniques de la mycobacte-
rie, dégradés et présentés a travers les molécules CMH classe 11, aux cellules T, permettent une reconnaissance spécifique
des cellules infectées. Les cellules NK et T secrétent I'IFN-y, nécessaire a augmenter ['effet bactéricide des macrophages et

a produire d'avantage de cytokines du type Th1.

maintien d'un pH proche de la neutralité (~ 6,5) 2 (ii)
la rétention de protéines cellulaires telles que TACO
(Tryptophane aspartate-containing coat) * ou cer-
taines GTPase telle que la Rab33' a la surface du pha-
gosome, empéchant sa fusion avec le lysosome 32 3,
Il a été aussi rapporté que les sulfatides mycobacté-
riens, derivés de multiacylatedtrehalosse 2-sulphate,
inhibent également cette fusion avec le lysosome®.

Production d’agents microbicides

La production de radicaux oxygénés ROI (Reactive
OxygenIntermediates) et azotés (RNI, Reactive Nitric
Intermediates) représente un autre moyen important
développé pour le macrophage de neutraliser Mtb.
Les M@A activéspar les cytokines IFN-y et TNF-a ou
via le TLR-2 (Toll like receptor 2), produisent le NO
(Nitric Oxide) et ses dérivés azotés RNIgrace a l'ac-
tion des synthétases de monoxyde d’'azote appelées
iNOS2 (inducible Nitric Oxide Synthase 2) 3% %

enzymes utilisant la L-arginine comme substrat. Le
NO est reconnu pour son effet antimicrobien tant
contre les bactéries que contre les parasites, les virus,
les champignons et les helminthes. Son effet corres-
pond a une inhibition de la synthese ou de la répa-
ration de 'ADN et a une altération des protéines ou
encore 2 l'inhibition de leur production 3. Les ROI
sont des radicaux oxygénés libres produits par la
machinerie du stress oxydatif. Ils sont synthétisés
par un complexe protéique membranaire appelé
NADPH oxydase (nicotinamide-adénine-dinucléo-
tide-phosphate oxydase). La premicre molécule
mycobactéricide des phagocytes mononucléaires
identifiée était le peroxyde d’hydrogene H202. Ce
dernier ainsi que lion O2- sont des ROI générés
surtout par des macrophages activés par les cyto-
kines IFN-y et TNF-a 3. Mtb peut échapper a Iéffet
toxique des ROI grace a ses facteurs de virulence
membranaires tels que le lipoarabinnomannan
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(LAM) et le glycolipide phénolique I (PGL-I) qui sont
des neutraliseurs («scavengers») des radicaux oxygé-
nés ¥ ou encoreles sulphatidesmycobactériens
décrites comme des molécules inhibitrices des radi-
Caux OXygenés s,

Activation des récepteurs TLRs
Conjointement aux récepteurs de la phagocytose,
d’autres récepteurs vont permettre la reconnaissance
de Mtb ou des produits mycobactériens et induire
l'activation des macrophages (Figure 2). Il s'agit des
récepteursTLR (Toll-likereceptor) et du récepteur
CD14%:%, Ce dernier n'a pas de role direct dans l'acti-
vation mais possede un role dans la liaison des myco-
bactéries a la membrane cellulaire. Deux récepteurs
TLR, le TLR2 et le TLR4, sont essentiels a I'activation
cellulaire. Cependant, d’autres TLRS peuvent étre
impliqués comme le TLR6 et TLR1, qui nécessitent
une hétérodimérisation avec TLR2 4 et le TLR9 qui
fixe les motifs CpGde 'ADN bactérien 2. Lactivation
via le TLR2 peut se faire par des mycobactéries mortes
inactivées a la chaleur. Cette interaction implique les
lipoarabinomannan (LAM) des mycobactéries a crois-
sance rapide, l'arabinofuranosyl-Terminated LAM
(Ara-LAM), le phosphatidyl-myo -inositolmannoside
(PIM) ou encore la lipoprotéine 19KDa 3. Lactivation
via TLR4 nécessite la présence de bactéries vivantes et
un facteur thermosensible associé a la paroi mycobac-
térienne appelé AcetylFucoidane (CAF) #. Le signal
transduit par chacun des TLRs n'est pas équivalent.
Néanmoins, des voies communes d’induction de
genes impliquant la molécule "Nuclear Factor-kappa B
(NF-»B) sont activées. En effet, le domaine cytoplas-
mique du récepteur Toll se lie au facteur MyD88
(Myeloid differenciation protein 88) et a IRAK (IL-1R-
associated kinase). Cette dernicre est une sérine
kinase qui active le facteur de transcription NF-«B
afin de déclencher la production de cytokines pro-
inflammatoires comme [Il-12 et le TNF-a .
Lactivation des macrophages a travers les TLRs per-
met aussi l'induction du gene de la NO synthétase-2
(NOS2) et ainsi la production du NO (Figure 2). 1l est
a noter que les LAM de Mtb ou du BCG capés par les
résidus mannose, Man-LAM (mannosyl-cappedlipoa-
rabinomannan), sont incapables d'induire I'activation
via a la fois le TLR2 et le TLR4 .

Production de cytokines et de chemokines
Les M@As produisent un réseau de cytokines qui joue
un role crucial dans la réponse inflammatoire et dans

le devenir de linfection mycobactérienne (Figure 2).
Pour contenir l'infection et prévenir la dissémination,
le macrophage infecté secrete un cocktail de cyto-
kines pro-inflammatoires comme le TNF-a. qui joue
un role clé dans la formation du granulome. Cette
cytokine affecte aussi la migration cellulaire et
influence l'expression de molécules d'adhésion et de
certaines chemokines et leurs récepteurs . Le TNF-a
permet aussi I'activation autocrine des M@A en favori-
sant le stress oxydatif (par induction de l'expression
de NOS2), la cytotoxicité¢ et la phagocytose 4 .
Néanmoins, TNF-a est aussi impliqué dans la réponse
immuno-pathologique du fait qu'il s'agit d'un facteur
majeur dans la destruction des tissus pulmonaires .
Le macrophage produit également I'IL-1 qui comme le
TNF-a, joue un role important dans la phase aigtie de
la réponse immune (fievre et cachexie) ainsi que dans
la formation du granulome. LTL-1 a ét¢ aussi rapporté
comme induisant l'expression de L2 et de son
récepteur au niveau des LT ¥, LTL-6 également pro-
duite par le macrophage, joue plusieurs roles dans
linflammation, 'hématopoiese et la différenciation
des cellules T. Cependant, elle peut parfois présen-
ter un role non protecteur en inhibant la production
de TNF-a et de I'L-1f (rOle anti-inflammatoire) 5' et
en diminuant les réponses cellulaires du type T 52
Finalement, 'IL-12 a un rdle protecteur tres important
a travers 'induction d’une réponse Thl et la produc-
tion importante d-IFN-y qui en découle. Cette cyto-
kine active d’avantage les macrophages infectés per-
mettant de freiner la réplication des mycobactéries
qui ont pu échapper a l'action du phagolysosome. En
plus de son role dactivateur majeur des macro-
phages, I'TFN-y favorise aussi la présentation antigé-
nique et le recrutement des LT CD4 et/ou des lym-
phocytes cytotoxiques, nécessaires a la destruction
de Mtb%.Cependant, Mtb peut prévenir les macro-
phages de répondre adéquatement a I'IFN-y en
empéchant directement ou indirectement l'associa-
tion de STATT (Signal Transducer and Activator of
Transcription 1) avec les cofacteurs transcriptionnels
CREB (cAMP-responseelement-binding) et p300,
nécessaires pour les réponses transcriptionnelles
A TIEN-y 5,

Linfection des M@As par les mycobactéries, en par-
ticulier par les souches pathogenes, aboutit aussi a la
synthese de cytokines anti-inflammatoires. En effet,
afin de supprimer la réponse immune de I'hote, Mtb
peut induire une production significative de
cytokines anti-inflammatoires telles que I'L-10,
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inhibitrice de la synthese d’IL-12, d'IFN-y et de
TNF-a. %, ou leIGF- (Transforming growth factor-
beta) 89, cytokine inhibitrice de la production d’IL-1,
d'TFN-y, des ROI et des RNI par les macrophages, ainsi
que la prolifération des LT. La TGF-f interfere aussi
avec la fonction des cellules NK et des cellules T cyto-
toxiques®. Outre les cytokines, les macrophages pro-
duisent un grand nombre de chemokines respon-
sables en grande partie du recrutement des cellules
inflammatoires au niveau du site d'infection, et contri-
buant a leur activation 6. LTL-8, dont la synthese est
sous le controle des cytokines TNF-a et IL-1f ¥,
constitue une chemokine cruciale dans l'interaction
hote-pathogene. Elle permet le recrutement des neu-
trophiles, des LT et des monocytes. Dautre chemo-
kines peuvent étre aussi impliquées dans la réponse
de 'hote contre la TB telles que MCP-1 (Monocyte
chemoattractant Protein-1) et RANTES (Regulated on
Activation Normal T cell Expressed and Secreted).

Présentation antigénique et co-stimulation

Les macrophages peuvent présenter des antigenes
mycobactériens (Figure 2), tout comme les CDs et les
lymphocytes B. Les macrophages présentent les pro-
téines mycobactériennes, issues du phagolysosome,
aux cellules T CD4+ spécifiques d’antigene, en asso-
ciation avec les molécules du complexe majeur d'his-
tocompatibilit¢, CMH class II. Cependant, certains
antigenes mycobactériens peuvent séchapper du pha-
gosome. Ces antigenes mycobactériens cytosoliques
sont alors les présenter spécifiquement enassociation
aux molécules CMH class I aux cellules TCD8+. A un
stade précoce de l'infection, les macrophages permet-
tent Iactivation d'une fraction tres large de cellules T
avant le développement de la spécificité antigénique,
a travers des molécules du CMH classe I non-poly-
morphiques comme le CD1 de type 1. Les mycobacté-
ries virulentes interferent avec la présentation antigé-
nique en diminuant 'expression du CMH au niveau
des macrophages, probablement, par la production
de cytokines anti-inflammatoires . La présentation
antigénique par les macrophages ne peut aboutir 2
une stimulation des cellules T quen présence de
signaux particuliers de co-stimulation. Les plus
connus sont B-B7.1 (CD80) et B-B7.2 (CD86) exprimés
a la surface des macrophages et reconnaissant CD28
et CTLA-4 exprimés par les cellules T 7. Mtb peut
détourner cette voie de co-stimulation en diminuant
lexpression de B-B 7.1 %. Plusieurs cytokines, pro-
duites par les macrophages activés, sont essentielles a

la stimulation des LT et donc a l'nitiation d’'une immu-
nité cellulaire de type T spécifique d'antigene. La
capacité des macrophages a produire ou/et a réagir
aux cytokines du type Thl telles que I'IL-12 et I'TFN-y
est aussi nécessaire pour une bonne stimulation des
cellules T. Les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et
TNF-a jouent aussi un role important dans cette sti-
mulation. Les cytokines anti-inflammatoires comme
I'TL-10 et le TGF-B exercent un effet antagoniste .

L'APOPTOSE DES MACROPHAGES DANS

LA TUBERCULOSE

Lapoptose est une forme physiologique de mort cellu-
laire programmée, génétiquement controlée. Elle se
caractérise par la perte de 'asymétrie au niveau des
phosphatidyl-sérines membranaires et d'une diminu-
tion du volume cellulaire alors que lintégrité membra-
naire est maintenue. La structure des organelles est
préservée alors que la chromatine se condense et
I'ADN se fragmente. La cellule qui fini par se fragmen-
ter en corps apoptotiques, préserve son contenu
lysosomial. Cette mort programmée joue un role
essentiel dans la morphogenese de nombreux
organes au cours du développement, I'homéostasie
des tissus et du systeme immunitaire et dans I'élimi-
nation des cellules cancéreuses. La dérégulation de
l'apoptose pourrait étre a l'origine de nombreuses
maladies dont les cancers, certaines pathologies du
systeme immunitaire et certaines maladies neurodé-
geénératives .

Linduction d'une apoptose des cellules hotes a été
démontrée dans plusieurs infections virales, bacté-
riennes et parasitaires 61. Cette apoptose est souvent
utilisée comme un moyen dattaque pour l'agent
pathogene. Mais elle représente également une straté-
gie de défense de la cellule hote infectée par un
pathogene intracellulaire . Lapoptose cellulaire
induite par une infection a bactérie intracellulaire a
ét¢ observée pour la premiere fois avec les bactéries
Shigella Flexneri et Bordatella pertussis ® 64,
Lapoptose des macrophages infectés par Mtb a été
mise en évidence pour la premiere fois en 1997 par
Placido et coll qui ont pu identifier des nombres tres
élevés de macrophages apoptotiques dans le lavage
bronco-alvéolaire (LBA) de patients tuberculeux6s.
Diautres groupes ont examiné des sections de pou-
mons de patients tuberculeux et ont trouvé plus de
50% de cellules apoptotiques a la périphérie des gra-
nulomes %, Le fait que les cellules apoptotiques soient
présentes au niveau du granulome productif, et non
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au niveau des Iésions régressives, montre que I'apop-
tose est un processus actif .

Les voies d’induction de l'apoptose dans
les macropbages infectés par Mtb

Lapoptose des M@A suite a linfection par Mtb peut
étre déclenchée par deux voies possibles (i) La voie
extrinseque engagée suite a la stimulation des récep-
teurs de mort de la famille récepteur TNF (TNF-Rc,),
Fas et TNF-R 1(TNF receptor type 1), par leurs ligands
respectifs Fas-L et TNF-a. La stimulation du écepteur
va induire son oligomérisation et le recrutement par
lintermédiaire de son domaine intracellulaire appelé
domaine de mort, d'une protéine adaptatrice. Cette
derniere entraine la liaison et I'activation d'une pro-
téase a cystéine appartenant a la famille des caspases,
la caspase-8. Ce complexe de signalisation est appelé
DISC (death inducing signaling complex). Une fois
activée, la caspase 8 permet l'activation des caspases
effectrices comme les caspases-3, -6 et -7, qui par le
clivage d'un nombre restreint de substrats clés conduit
a l'apoptose ©. Keane et coll ont montré que l'infec-
tion des M@As humains par Mtb induit une apoptose
extrinseque classique . Cette apoptose est bloquée
par une inhibition du TNF-a endogene et accélérée
par une addition de TNF-a exogene alors que la viabi-
lité des cellules non infectées n'est pas affectée par le
TNF-a. Ces résultats suggérent que la mort induite
par Mtb est assurée par le TNF-a . Limportance du
role du TNF-a et du Fas ligand dans l'apoptose est
conforté par l'important niveau d'expression de des
deux molécules au niveau des macrophages du granu-
lome et au voisinage des lymphocytes. Lapoptose
assurée par le facteur Fas-L, exprimé au niveau des LT,
se fait apres interaction de ce facteur avec son récep-
teur Fas exprimé a la surface des macrophages infec-
tés par Mtb 7. Des récepteurs de mort cellulaire autres
que ceux de la famille des TNF-Rc ont également été
impliqués dans linduction de I'apoptose par Mtb.
Cest le cas des récepteurs P2X; récepteurs ionotro-
piques (récepteurs-cannaux) dont louverture est
conditionnée par la fixation ’ATP sur un site extracel-
lulaire. IIs sont alors responsables de courants catio-
niques (Ca2+, Na2+ et K+) et de lactivation de
diverses voies de signalisation Ca2+-dépendantes %.
Les phagocytes mononucléaires expriment au niveau
de leur membrane plasmique le récepteur puriner-
gique P2X et leuractivation par de I'ATP extracellulaire
induit une apoptose . Certains travaux ont montré
que cette apoptose pourrait étre dépendante de l'acti-

vation des caspases ™ et/ou de la protéine kinase
Stress-ActivatedProtein ~ Kinase  (SAPK)/JNK(c-Jun
N-terminal kinase) 7. Récemment, il a ét¢ démontré
que linfection des MDM par Mtb augmente l'expres-
sion des récepteurs P2X7 et favorise I'accumulation de
TATP qui est libéré de ces cellules pendant la phase
précoce de linfection. Mtb peut également induire
d'une facon autocrine/paracrine, a travers ce récep-
teur, l'apoptose des macrophages 7. (ii) La voie intrin-
seque impliquant la mitochondrie est aussi engagée
par le macrophage en réponse a un stress tel que
I'hypoxie au niveau du granulome. La dimérisationn
des facteurs pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, BAK
et/ou BAX dans la membrane interne de la mitochon-
drie entraine la perméabilisation de cette dernicre
libérant, dans le cytoplasme, le cytochrome C. Ce
dernier sassocie a caspase-9 et Apaf-l (Apoptosis-
proteaseactivatingfactor 1) formant un complexe mul-
timoléculaire appelé apoptosome. Ce complexe,
conduit a l'activation de la caspase-9 qui va cliver et
activer les caspases exécutrices (caspases-3, -6 et -7)
induisant la mort cellulaire. Les deux voies apopto-
tiques ne sont pas indépendantes. La voie mitochon-
driale peut complémenter la voie des récepteurs de
mort par l'intermédiaire de la protéine pro-apoptoti-
queBid (membre de la famille BCL-2). Une fois Bid est
clivé par la caspase 8 et tBid (truncated Bid) trans-
loque du cytoplasme vers la mitochondrie entrainant
aussi sa perméabilisation .

Rdle de I'Apoptose du macrophage dans

la réponse anti-mycobactérienne

Linduction de 'apoptose des M@As suite a l'infection
par les mycobactéries constitue un vrai mécanisme de
défense pour 'hote 7 7, Ceci est bien illustré par le
fait que le nombre de macrophage entrant en apop-
tose en réponse a linfection par Mtb. est plus impor-
tant au niveau des macrophages BIOR issus de souris
B10A-BcgR, résistantes aux mycobactéries, quau
niveau des macrophages B10S dérivant de souris sus-
ceptibles, B10A-BcgS ®. Ce role important dans la
défense immune est encore souligné par le fait qu'au
niveau de macrophages l'induction de I'apoptose suite
a linfection par des souches de mycobactéries atté-
nuées non pathogenes/ H37Ra, Mycobacterium kan-
sasii ou BCG, est plus importante que celle induite
suite a 'infection par les souches virulentes telles que
H37Rv, Erdman ou Mycobacteriumbovis %7,
Lapoptose des macrophages infectés par Mtb assure
plusieurs fonctions bénéfiques a 'hote.
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o L'apoptose limite la réplication et la viabilité
des mycobactéries
Lapoptose macrophagique permet la diminution de la
charge bactérienne suite a l'infection et contrairement
a la nécrose qui ne tue pas les bactéries, elle permet
aussi la réduction de la viabilité des bacilles 74. En
effet, les souches avirulentes qui induisent plus
d'apoptose au niveau des macrophages présentent
une viabilité plus réduite que les souches virulentes
induisant moins d'apoptose 75. Ce role antimycobac-
térien de l'apoptose peut étre direct ou indirect. Au
sein du phagosome du M@A, Mtb bloque les proces-
sus naturels de la maturation du phagolysosome.
Mtbparvient ainsi a survivre et a rester en contact avec
tout ce que la cellule peut capter ou recycler ou syn-
thétiser et qu'il peut utiliser comme nutriments. Ceci
valui permettre de se multiplier. Lapoptose des M@As
prive alors Mtb de sa niche favorable de réplication et
bloque ainsi sa multiplication et sa dissémination. Il
sagit donc d'une activité anti-mycobactérienne directe
de l'apoptose 7.

o L'apoptose des macrophages infectés stimule
les cellules dendritiques.
Lapoptose peut aussi contribuer d'une maniere indi-
recte a [élimination de l'infection. En effet, l'apoptose
se caractérise par une fragmentation de la cellule en
vésicules qu'on appelle corps apoptotiques. Ces der-
niers, expriment a leurs surfaces des signaux « man-
gez-moi » représentés principalement par la phoso-
phatidyl-sérine qui seront reconnus et internalisés
spécifiquement par des phagocytes professionnels.
Ce processus est appelé efferocytose . Contrairement
a ce que l'on observe avec les bacilles libres, il a été
rapporté que la phagocytose des bacilles contenus
dans les corps apoptotiques permet une maturation
efficace du phagolysosome et donc une digestion et
élimination réussies du pathogene 7. Lefferocytose
par les CDs des corps apoptotiques contenants les
protéines et les glycolipides des bacilles permet une
présentation antigénique optimale, a travers les molé-
cules CMH-class I et CD1b, aux LT CD8+ 80. De ce
fait, 'apoptose constitue un processus essentiel pour
la stimulation de l'immunité adaptative.

o L'apoptose limite la destruction tissulaire et
préserve l'architecture des poumons
Lingestion des corps apoptotiques par les phagocytes
stimule l'expression de cytokines anti-inflammatoires
comme le TGF-f et I'TL-108%2, Ces cytokines, par la

suppression de l'inflammation, limitent la destruction
tissulaire qui pourrait se produire si le contenu intra-
cellulaire contenant les enzymes lytiques aurait été
libéré dans l'espace extracellulaire. Chez les sujets
tuberculeux non traités, la mortalité et la morbidité
sont principalement dues au dommage causé au
niveau des poumons et aux cicatrices pulmonaires
résiduelles. Ainsi, si un processus ordinaire d’apop-
tose prédominait, Iarchitecture des poumons serait
préservée et la dissémination de I'infection a de nou-
velles hotes serait prévenue .

Les mécanismes d'induction de U'apoptose
par les mycobactéries

Mtb dispose de plusieurs facteurs capables d'induire
l'apoptose extrinseque de ses cellules hotes comme
la lipoprotéine 19KDa®, le sucre de surface LAM et
la protéine sécrétée ESAT-6 (Early Secreted Antigenic
Target, 6 kDa). Alors que la lipoprotéine 19KDa et le
LAM induisent une apoptose dose-dépendante des
macrophages a travers lactivation du récepteur
TLR2 % le traitement avec la protéine purifiée ESAT-
6 induit une apoptose indépendante de l'activation
des récepteurs TLR. En effet 'inhibition de la pro-
téine adaptatrice MyD88, ne bloque pas l'induction
de l'apoptose par ESAT6%. Linduction de I'apoptose
par les mycobactéries peut se faire par interférence
avec les voies de signalisation et facteurs cellulaires
controlant la survie de la cellule infectée. En effet,
Klingler et al. ont montré que l'infection des macro-
phages par le BCG ou par la souche H37Ra diminue
l'expression de la protéine anti-apoptotique BCL2 ce
qui se traduit par l'induction d'une apoptose impor-
tante des cellules infectées 8. Récemment, des
études ont démontré que l'induction de 'apoptose
pourrait étre assurée par une kinase appelée ASK1
(activation of apoptosis signal-regulating kinase 1),
qui est un membre de la famille des MAPKs
(Mitogen-activatedprotein kinases). Cette kinase
active la p38MAPK; située en aval, induisant l'expres-
sion de protéines pro-apoptotiques comme les cas-
pases. En effet, 'apoptose des macrophages infectés
par Mycobacterium avium est bloquée suite a la
surexpression par ces cellules de mutants ASK1 et de
p38MAPK catalytiquement inactifs #. Linduction de
l'apoptose par les mycobactéries dépendrait aussi de
plusieurs autres voies de signalisation, telles que les
voies TLR2 et TLR4, ERK1/2 (Extracellular signal-
related kinases 1/2), JNK, PI-3K (Phosphoinositide-3
Kinase) et NF-xB 84.
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Les mécanismes d'inbibition de U'apoptose
par les souches virulentes de Mtb

Comme plusieurs autres pathogenes intracellulaires
obligatoires qui nécessitent une cellule hote viable
pour pouvoir sy multiplier, Mtb réussit, pendant la
phase précoce de linfection, a préserver sa cellule
niche en inhibant l'apoptose. Seules les souches viru-
lentes ont acquis, au cours de Iévolution, ce pouvoir.
En effet, 'infection par les souches avirulentes de Mth
comme H37Ra, Mycobacteriumkansasii et le BCG,
induit plus d'apoptose que l'infection par les souches
virulentes. Mtb peut inhiber I'apoptose intrinseque par
plusieurs mécanismes. Premicrement, Mtb empéche,
par l'intermédiaire de Man-LAM, l'induction du Ca2+
dans le cytosol . Le Ca2+ a un role facilitateur de
l'apoptose en augmentant la perméabilité des mem-
branes mitochondriales induisant ainsi la libération
des éléments pro-apoptotiques tels que le cytochrome
C. Deuxiemement, Mtb induit la sécrétion de pro-
téines anti-apoptotiques telles que MCL-1¥, bf1/A1% et
BelxL % ou inactive des protéines pro-apoptotiques
telles que Bad %2 Mtb est aussi capable d'inhiber 'apop-
tose extrinseque en augmentant la sécrétion d’IL-10.
Cette derniere induit la libération de la forme soluble
du récepteur au TNF, TNF-R2 (TNF receptor type 2),
ayant le pouvoir de former un complexe inactif avec le
TNF-a.. Ce complexe empéche alors I'apoptose assu-
rée par le TNF-o %, Par ailleurs, l'infection des macro-
phages par Mtb induit 'activation et la translocation
nucléaire du facteur de transcription NF«B dont les
taux €levés protegent contre 'apoptose assurée par le
TNF-a %, D'autres travaux ont montré que l'infection
des macrophages par Mth peut affecter le niveau d'ex-
pression de Fas-L a la surface des lymphocytes T cyto-
toxiques (CTL) inhibant ainsi 'apoptose induite par la
fixation de ce ligand a son récepteur Fas exprimé par
les macrophages infectés . Mtb peut aussi diminuer
lexpression de Fas a la surface des macrophages infec-
tés, les rendant insensibles a cette voie de mort cellu-
laire 7 ; D'un autre cOté, Man-LAM inhibe la produc-
tion des cytokines pro-inflammatoires/ I'lL-12 néces-
saire a I'activation des lymphocytes T (LT) %. Man-LAM
peut aussi interagir avec le récepteur DC-SIGN (dendri-
ticcell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin) des cel-
lules dendritiques, les empéchant d’activer les LT 96.
Mtb a été démontré capable d'inhiber 'apoptose des
macrophages a travers l'expression d'une panoplie de
genes qui bloquent activement I'apoptose cellulaire. Le
premier gene identifié a été NuoG (NADH dehydroge-
nase I chain G nuoG), d'autres genes ont ensuite été

identifié/ PknE (transmembrane serine/threonine-pro-
tein kinase E) et SecA2 (preproteintranslocase ATPase
secA2). En effet, des travaux ont montré que les
mutants Mtb n'exprimant pas ces genes deviennent
pro-apoptotiques, alors que la transformation des
souches avirulentes par ces genes diminue leur pou-
voir pro-apoptotique %899,

MYCOBACTERIES ET VOIES DE
SIGNALISATION DU MACROPHAGE

Pour assurer une survie associée a une multiplication
optimale a l'intérieur des cellules infectées, les myco-
bactéries pathogenes ont développé plusieurs méca-
nismes pour détourner la réponse de leurs cellules
hotes. Lun de ces mécanismes consiste a moduler les
voies de signalisation du macrophage infecté comme
la voie des MAPKs, ERK1/2, p38 et SAPK/JNK, et la
voie PI3K/AKT ainsi que les facteurs de transcription
qui leurs sont associés. Dans le paragraphe suivant
nous allons citer quelques exemples de régulation,
par les mycobactéries,de certaines voies MAPKS et de
la voie PI3K/AKT. Notre choix pour ces voies réside
dans limportance du role qu'elles jouentdans la régu-
lation de plusieurs processus cellulaires tels que la
biosynthese de cytokines, la prolifération, la migra-
tion et I'apoptose 10,

Modulation des voies MAPK

Les mycobactéries non pathogenes activent les voies
de signalisation MAPK, MEK1(MAPK/ERK kinase 1) et
ERK1/2 au niveau des macrophages infectés. Par
Lactivation de ces voies contribue a la synthese de
plusieurs molécules microbicides telles que le TNF-a
101. Ce dernier a un role crucial dans le controle de la
primo-infection a travers l'induction de la synthese
d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que I'L-1
et les chemokines nécessaires pour lattraction des
cellules immunitaires vers le site d’infection 102. Les
mycobactéries pathogenes sont capables d'inhiber les
voies des MAPKs pour permettre leur survie au sein
des cellules hotes. En effet, des travaux ont montré
que linhibition des deux voies MEK1 et ERK1/2, par
leurs inhibiteurs spécifiques, favorise la multiplication
des mycobactéries pathogenes au sein des macro-
phages humains 104105,

Les deux types de souches virulentes et avirulentes de
Mycobacterium avium pouvent induire une activation
de la p38MAPK au bout des premicres 15 minutes
d'infection. Cependant, alors que l'activation par les
souches avirulentes est maintenue, celle induite par
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la souche virulente est bloquée 1. Une autre étude a
aussi renforcé ce constat en démontrant que linfec-
tion par la souche virulente de Mycobacterium avium
induit une activation précoce de la p38MAPK qui est
rapidement perdue (10 min), tandis que celle induite
par Mycobaterium smegmatis et Mycobacterium phlei,
souches non pathogenes, est maintenue ™. En effet,
les mycobactéries pathogenes activent d'une maniere
transitoire la p38MAPK afin d'induire la sécrétion
d'IL-10, cytokine antagoniste de la réponse Th1 102103,
Linhibition ensuite de cette voie, par les mycobacté-
ries pathogene leur permettra de survivre et de se
multiplier a I'intérieur des macrophages . En conclu-
sion, les mycobactéries pathogenes ont développé des
mécanismes pour empécher une activation soutenue
de p38MAPK et ERK1/2, afin d'inhiber la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, per-
mettant leur propre survie intracellulaire.

Modulation de la voie PI3K/AKT

Lactivation de la voie PI3K/AKT dans les MDMs, suite
alinfection par les mycobactéries, induit la sécrétion
de TNF-a qui est cruciale pour la défense de I'hote
107, Cependant, l'activation de cette voie est aussi a
lorigine de la synthese de I'TL-10 %%, cytokine inhibi-
trice d'une réponse immune efficiente. Cette voie
controle aussi directement la survie intra-macropha-
gique des mycobactéries. Ceci a poussé les mycobac-
téries pathogenes a développer des outils leur per-
mettant de moduler cette voie, afin d'inhiber la
réponse inflammatoire et de leur permettre de sur-
vivie au sein des cellules hotes. Ainsi, plusieurs
études ont montré que Mtb active la voie AKT pour
inhiber l'apoptose de sa cellule hote, assurant sa
survie/multiplication au sein du macrophage alors
que linhibition de cette kinasel empéche la crois-
sance intracellulaire de plusieurs bactéries incluant
les souches MDR-Mtb (Multi-Drug ResistanceMtb) %,
En effet, il a ét¢ démontré que Man-LAM active la
kinase AKT en se fixant sur son domaine terminal PH
(pleckstrin-homology). Une fois activée, cette kinase
permet la phosphorylation de la protéine apopto-
tique Bad I'empéchant de se fixer aux protéines anti-
apoptotiques Bcl-2 et BclxL. Une fois libre, Bcl-2
empéche la libération du cytochrome C et inhibe
ainsi l'activité¢ des caspases et donc l'induction de
l'apoptose des macrophages 2. Cependant, dans
d'autres contextes Mtbinhibe la PI3K afin de bloquer
la fusion phagosome-lysosome et échapper a I'action
bactéricide du phagolysosome 1% 110,

Modulation de l'activité du facteur de
transcription FOX03a

Bien que les études qui ont documenté la modula-
tion des voies de signalisation du macrophage par
les mycobactéries soient multiples, celles précisant
les facteurs de transcriptions qui leur sont associés
restent rares. Récemment, nous avons démontré
que les mycobactéries avirulentes activent le fac-
teur de transcription FOXO3a afin d’induire I'apop-
tose des macrophages humains (Figure 3). Ce fac-
teur de transcription est essentiel dans le controle
de I'homéostasie des cellules immunitaires et son
activité transcriptionnelle est directement régulée
par les deux voies de signalisation modulées par
les mycobactéries, la voie PI3K/AKT et la voie
p38MAPK. Les facteurs de transcription FOXO
appartiennent a la famille des « forkhead » (The
class O of forkhead box). Ils jouent un role impor-
tant dans plusieurs activités biologiques et physio-
logiques de la cellule telles que le métabolisme du
glucose, l'arrét du cycle cellulaire, la différencia-
tion, la détoxification des ROS (reactive oxygen
species), la réparation de 'ADN endommagé et
I'apoptose ™', Dans les cellules du systeme hémato-
poiétique, 'activation du facteur FOXO3a permet
lexpression de plusieurs génes pro-apoptotiques
et induit ainsi I'apoptose. FOXO3a joue un role
important dans la mort des macrophages humains
induite par l'infection par le virus VIH-1. En effet,
l'infection par ce virus inhibe AKT-1 et diminue par
conséquent le niveau de phosphorylation de
FOXO03a et permet sa translocation vers le noyau
ou il est transcriptionnellement actif. Ainsi, la
surexpression de la forme active de FOXO3a dans
les MDMs augmente la fragmentation de 'ADN et
diminue la viabilité cellulaire 2. Nos résultats mon-
trent qu'a I'instar du HIV, les mycobactéries et plus
particulierement Mycobacterium bovis  (BCG).
induit I'apoptose des macrophages a travers l'acti-
vation de FOXO3a (Figure 3). En effet, nous avons
pu mettre en évidence une déphosphorylation,
AKT-dépendante, de FOXO3a, deux heures apres
l'infection des macrophages humains par la myco-
bactérie avirulente. Le fractionnement cellulaire
des macrophages infectés ainsi que l'immunofluo-
rescence ont montré que cette déphosphorylation
a causé une localisation nucléaire de FOXO3a asso-
ciée a une augmentation de l'expression de genes
pro-apoptotiques, dont l'expression est controlée
par ce facteur de transcription '3,
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Figure 3 : Les mycobactéries induiraient ['apoptose a travers ['activation de FOXO3a. A l'état basal, la stimulation
du récepteur RPTK (ReceptorProteinTyrosin Kinase) par les facteurs de croissance, certaines cytokines, l'insuline in-
duit lactivation de la voie de survie PIBK/AKT. Une fois activée, la kinase Akt induit la phosphorylation du facteur de
transcription FOXO3a sur trois sites lui imposant ainsi une localisation cytoplasmique out il est transcriptionnellement
inactif La forme phosphorylée de FOXO3a pourrait étre stockée sous forme de complexe FOXO3a/ protéine chaperonne
14-3-3 ou destinée a la dégradation par le protéasome. L'ingestion de la mycobactérie par le macrophage se traduit
par l'inhibition de la voie de survie PI-3K/Akt. Cette inactivation d'Akt se traduirait par l'accumulation de la forme
non phosphorylée de FOXO3a dans le noyau ou il induirait la transcription d'une panoplie de génes pro-apoptotiques

comme PUMA, BCL-XS et NOXA !,

CONCLUSION

Mtb, l'agent causal de la tuberculose, est l'un des
fléaux qui a tué le plus grand nombre d'individus a
travers ['histoire. La « réussite » de ce pathogene est
basée principalement sur les moyens qu'il a pu déve-
lopper au cours de son évolution afin de détourner la
réponse immune de son hote réservoir, [étre humain.
Une meilleure connaissance des voies de signalisa-
tion dictant la réponse inflammatoire et apoptotique
des macrophages infectés par les mycobactéries,
ainsi qu'une meilleure compréhension des méca-
nismes employés par les mycobactéries pathogenes
pour moduler ces voies, ouvriraient de nouvelles
perspectives pour développer d’autres stratégies de
lutte contre la tuberculose. Une de ces stratégies
consisterait, par exemple, a générer de nouveaux
vaccins dotés d'un pouvoir proapoptotique et/ou
pro-inflammatoire  important.  Limmunothérapie
basée sur l'augmentation de I'induction de I'apoptose
des macrophages nécessaire 2 une réponse immune
cellulaire efficiente contre la tuberculose, pourrait

étre aussi envisagée comme un nouveau moyen de
contourner l'infection pat Mtb.
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