
 

Université de Lille 

Ecole Doctorale Biologie Santé de Lille 

Centre d’Infection et d’Immunité de Lille 

  

 

 

 

Rôle de Tirap/ Mal, un adaptateur des TLRs, dans le contrôle de 

l'infection à Mycobacterium tuberculosis  

 

Thèse de doctorat en biologie 

Présentée et soutenue le 6 mai 2022 par 

Imène Belhaouane 

 

 

Devant le jury composé de : 

Pr. Roland Brosch 

Dr. Jérôme Nigou 

Dr. Oana Dumitrescu 

Dr. Sabrina Marion 

Dr. Priscille Brodin 

Dr. Arnaud Machelart 

Président 

Rapporteur 

Rapporteure 

Rapporteur 

Rapporteure 

Examinatrice 

Directrice de thèse 

Co-directeur de thèse 



1 
 

  



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“We live on an island surrounded by a sea of ignorance. As our island of knowledge grows, so does 

the shore of our ignorance.” 

John Archibald Wheeler 



3 
 

  



4 
 

Résumé 

La réponse immunitaire innée contre les agents infectieux fait appel à une multitude de gènes codant 

pour divers acteurs moléculaires indispensables à l’établissement d’une réponse protectrice. Parmi 

ces acteurs essentiels, les récepteurs reconnaissants les différents motifs associés aux pathogènes, 

constituent une étape clé dans la défense de l’hôte. Les récepteurs Toll-Like (TLRs) représentent la 

classe de récepteurs la plus conservée au cours de l’évolution. Les voies de signalisation des TLRs 

sont sensiblement régulées pour i) répondre de manière efficace aux différents pathogènes, ii) 

prévenir la perte de tolérance envers les organismes commensaux et iii) prévenir les dommages 

causés par une inflammation prolongée. Cette preuve est apportée par des polymorphismes 

génétiques humains conférant une résistance ou une susceptibilité à différents agents pathogènes. 

Dans le cas de signalisation en aval des TLRs, l’étude des variants génétiques de Tirap 

(Toll/Interleukin-1 Receptor domain containing Adaptor Protein), protéine adaptatrice essentielle à la 

signalisation de certain de ces récepteurs, a révélé différents effets sur la protection contre les 

agents infectieux. Par exemple, la mutation hétérozygote S180L de Tirap, mutation associée à une 

perte de fonction, confère une protection contre l’infection à pneumocoque, à la malaria et au VIH. 

Cependant, dans le cas de la tuberculose, plusieurs études ont associé cette mutation à des effets 

opposés quant à la protection contre l’infection.  

L’objectif principal de cette thèse est d’étudier comment une déficience génétique hétérozygote ou 

homozygote pour Tirap, pourrait affecter l'infection à Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agent 

étiologique de la tuberculose. 

L’aggravation de la pathologie associée à la tuberculose est étroitement liée au déséquilibre de la 

balance immunitaire, entraînant l'incapacité de l'hôte à contrôler l'infection. Une perte de fonction 

de Tirap pourrait avoir un impact important sur la réponse inflammatoire induite suite à l’infection 

par Mtb. De plus, grâce à plusieurs facteurs de virulence, Mtb peut interagir avec des facteurs de 

l’hôte pour interférer avec les réponses bactéricides mises en place par la cellule pour permettre 

l’élimination de l’agent infectieux. Au cours de cette thèse, nous avons montré qu’une déficience 

hétérozygote pour Tirap induisait une inflammation intermédiaire dans le macrophage infecté par 

Mtb corrélant avec une faible réplication de la bactérie. Ces macrophages hétérozygotes pour Tirap 

empêchent les bactéries d’établir une niche favorable à leur réplication en induisant une maturation 

efficace des compartiments intracellulaires qui les contiennent. Dans les cellules non déficientes, 

nous avons également montré que l'infection induit l'expression de Tirap qui induit au travers d’une 

signalisation médiée par STAT5 et l’expression de Cish, une protéine contrôlant l'acidification de la 

vacuole contenant la bactérie. Chez la souris, l’hétérozygotie pour Tirap est également associée avec 
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une résistance à l'infection par Mtb. Ce résultat peut être corrélé avec d'autres études humaines 

montrant que le polymorphisme associé à une perte de fonction Tirap confère une résistance à la 

tuberculose. 

Grâce à ces résultats, nous apportons de nouvelles connaissances sur l’un des mécanismes que Mtb 

emploie pour manipuler la cellule hôte et assurer sa survie. A terme, une meilleure compréhension à 

l’échelle moléculaire et cellulaire de ces interactions hôte-agents pathogènes devrait permettre une 

meilleure lutte contre la tuberculose. 
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“Je suis de ceux qui pensent que la science est d'une grande beauté. Un scientifique dans son 

laboratoire est non seulement un technicien : il est aussi un enfant placé devant des phénomènes 

naturels qui l'impressionnent comme des contes de fées.” 

Marie Curie  
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1. Les infections pulmonaires et l’importance des senseurs de l’immunité innée   

Chez les mammifères, les poumons représentent la plus grande surface épithéliale en contact direct 

avec le milieu extérieur. Il s’agit donc d’un organe très exposé aux agents pathogènes, aux allergènes 

et à d’autres substances toxiques en suspension dans l'air (V. Kumar, 2020). Ces agressions peuvent 

être aiguës ou chroniques selon l'intensité et la durée de l'exposition et selon la réponse immunitaire 

mise en place par l’organisme (Bienenstock, 1984; V. Kumar, 2020). Cependant, les substances 

inhalées ne sont pas toujours une menace pour l’intégrité pulmonaire. C’est ainsi que le système 

respiratoire et le système immunitaire se coordonnent pour surveiller et répondre de manière 

appropriée aux particules inhalées (Figure 1) (Riches & Martin, 2018). Ces mécanismes de 

surveillance, ou plus communément appelés, mécanismes de reconnaissances, sont propres à 

l’immunité innée. Au niveau cellulaire, l’immunité innée est principalement médiée par les cellules 

épithéliales alvéolaires, les macrophages résidents, les neutrophiles recrutés et les monocytes 

circulants. Cette réponse innée est immédiate et rapide dans le temps. D’autres cellules du système 

immunitaire, comme les lymphocytes T et les lymphocytes B, répondent plus lentement mais avec 

une spécificité aux agents pathogènes considérablement plus grande. Ces cellules font partie du 

système immunitaire adaptatif et participent au développement de la mémoire immunologique. A 

l’interface entre ces deux types de réponses immunitaires, les cellules dendritiques (DC) et les 

macrophages exercent une fonction de présentation d’antigènes pour activer l’immunité adaptative 

à partir de l’immunité innée. Ces acteurs clés de l’immunité amorcent la destruction des agents 

infectieux par un phénomène d’endocytose particulier, appelé phagocytose. Il s’agit d’un processus 

remarquablement complexe et polyvalent qui, en plus d’éliminer les agents pathogènes, assure le 

remodelage des tissus en éliminant les cellules mortes. La capacité des cellules phagocytaires à 

remplir des fonctions aussi diverses repose, en grande partie, sur leur vaste répertoire de récepteurs 

(Freeman & Grinstein, 2014). Ces récepteurs de l’immunité innée, appelés PRRs (Pattern Recognition 

Receptors) reconnaissent divers types de motifs moléculaires : les motifs moléculaires associés au 

danger (DAMPs, Danger-Associated Molecular Patterns) générés lors des conditions pro-

inflammatoires perturbant l'homéostasie immunitaire, et des motifs moléculaires associés aux 

agents pathogènes, appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) qui incluent, entre 

autres, des lipides complexes, des glucides dérivés de parois cellulaires bactériennes et de levure, des 

séquences d'ADN CpG non méthylées et des ARN double brin. 
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Figure 1 : Vue d'ensemble de l'immunité innée dans les voies respiratoires conductrices et les 
alvéoles pulmonaires  

(Riches & Martin, 2018).   

(A) En l'absence de PAMPs, les voies respiratoires sont protégées par du mucus qui capture les 

particules inoffensives et les transporte le long du flux mucociliaire. Les cellules dendritiques 

capturent également les particules, les transportent vers les ganglions lymphatiques régionaux et 

favorisent la tolérance aux antigènes couramment inhalés. Également en l'absence de PAMPs, les 

alvéoles sont maintenues dans un état anti-inflammatoire et immunodéprimé pour prévenir 

l'inflammation indésirable et l'activation immunitaire contre les particules et les antigènes 

inoffensifs. (B) L'immunité innée est activée en présence de PAMPs. Les PAMPs stimulent les cellules 

épithéliales des voies respiratoires pour exprimer des chimiokines, des cytokines et des médiateurs 

lipidiques qui attirent les neutrophiles qui à leur tour éliminent les microbes exprimant les PAMPs. 

Les cellules dendritiques des voies respiratoires répondent aux PAMPs en maturant, en migrant vers 

les ganglions lymphatiques régionaux et en stimulant la prolifération des lymphocytes T. Une 

réponse similaire est activée dans les alvéoles lors de la détection des PAMPs par les macrophages 

alvéolaires et les cellules épithéliales entraînant l'initiation de l'inflammation et l'activation de 

l'immunité adaptative.  
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Ces PRRs incluent les récepteurs Toll-Like (TLRs), les récepteurs NOD-Like (NLRs), les récepteurs RIG-I-

Like (RLRs), les récepteurs de lectine de type C (CLRs) et plusieurs capteurs d'ADN intracellulaire (voie 

de signalisation cGAS-STING (cyclic GMP-AMP Synthase - Stimulator of IFN Genes), récepteurs de 

type Aim 2 (ALRs)) (V. Kumar, 2020). Les TLRs sont considérés comme les récepteurs les plus 

importants dans la reconnaissance des PAMPs et l’amorçage de la phagocytose. À ce jour, 10 TLRs 

fonctionnels sont décrits chez l'homme, dont 6 sont exprimés à la membrane plasmique (TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR5, TLR6 et TLR10) et 4 au niveau des compartiments intracellulaires (TLR3, TLR7, TLR8 et 

TLR9). Les TLRs détectent une variété de PAMPs, comme le lipopolysaccharide (TLR4), les 

lipopeptides (TLR2 associés à TLR1 ou TLR6), la flagelline bactérienne (TLR5), l'ARN double brin viral 

(TLR3), l'ARN simple brin viral ou bactérien (TLR 7 et 8) et l’ADN non méthylé riche en CpG (TLR9) 

(Botos, Segal, & Davies, 2011). Ces récepteurs sont essentiellement caractérisés par un domaine 

extracellulaire riche en leucine (LRR) qui assure la reconnaissance des PAMPs, un domaine 

transmembranaire se prolongeant par une fraction cytosolique de type TIR (Toll/Interleukin-1 

Receptor), requise pour l’activation des voies de signalisation en aval (Vijay, 2018). Ces voies de 

signalisation, conduisent à l’activation de facteurs de transcription, comme NFkB1 (Nuclear Factor 

kappa B), permettant aux cellules de produire les cytokines pro-inflammatoires adéquates aux 

PAMPs reconnus afin de combattre l’infection (O'Neill, Bryant, & Doyle, 2009). Cependant, cette 

transduction du signal du domaine TIR des TLRs jusqu’au noyau n’est possible qu’après recrutement 

d’une machinerie complexe constituée de protéines adaptatrices. La protéine MyD88 (Myeloid 

Diffrenciation primary response 88), a été le premier adaptateur caractérisé jouant un rôle crucial 

dans ces voies de signalisation induisant l’assemblage d’un complexe protéique, appelé myddosome, 

responsable de l’activation de la voie NFkB (Akira, Takeda, & Kaisho, 2001; Takeda & Akira, 2004b). 

Par la suite, d’autres études ont montré qu’un autre adaptateur des TLRs, Tirap (TIR adaptor protein) 

ou Mal (Myd88 adaptor-Like), jouait un rôle clé dans l’assemblage du myddosome et l’activation de 

l’inflammation. Ce dernier a longtemps été décrit seulement pour son implication dans la régulation 

des cascades de signalisation en aval des TLR2 et TLR4 en favorisant le recrutement de MyD88 

(Horng, Barton, Flavell, & Medzhitov, 2002; Mansell, Brint, Gould, O'Neill, & Hertzog, 2004; O'Neill et 

al., 2003). Cependant, des études plus récentes ont démontré que Tirap était impliqué dans la 

signalisation du TLR9 (Bonham et al., 2014) mais aussi dans la signalisation d’autres récepteurs non-

TLRs, comme en aval du récepteur à l’interféron-γ (IFN-γ) (Ní Cheallaigh et al., 2016) et du 

récepteur pour les produits de glycation avancés (RAGE, Receptor for Advanced Glycation End 

products) (Sakaguchi et al., 2011). Tirap peut également induire des voies de signalisation 

indépendamment de la signalisation de MyD88 (M. Srivastava & Baig, 2018). Néanmoins, le rôle de 

                                                           
1
 NFkB, pour nuclear factor-kappa -light-chain-enhancer of activated B cells, est un facteur de transcription qui 

qui joue un rôle clé dans la régulation de la réponse immunitaire à l'infection, la production de cytokines et la 
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Tirap dans l’établissement d’une inflammation et d’une réponse immunitaire protectrice contre les 

agents pathogènes est un sujet controversé. De nombreuses études métagénomiques sur la 

prévalence à des maladies infectieuses et non-infectieuses ont montré que des mutations 

héréditaires, dominantes ou récessives, du gène tirap étaient associées à des résultats différents 

chez les patients, suggérant un rôle paradoxal dans la protection contre ces maladies (Belhaouane, 

Hoffmann, Chamaillard, Brodin, & Machelart, 2020).  

Dans le domaine émergent des thérapies dirigées vers l'hôte contre les pathogènes intracellulaires 

(concept développé plus tard dans le manuscrit), les TLRs et leurs protéines adaptatrices ont été 

proposés comme cibles putatives pour le traitement des troubles inflammatoires et pour combattre 

la résistance aux antibiotiques (Al Tbeishat, 2022; Khan, Pahari, Vidyarthi, Aqdas, & Agrewala, 2016; 

Scheenstra, van Harten, Veldhuizen, Haagsman, & Coorens, 2020).  

2. Rôle de Tirap/Mal, adaptateur des TLRs, dans l’inflammation et l’immunité innée 

La mise en place d’une réponse immunitaire innée adaptée lors d’une infection est primordiale pour 

l’activation de la réponse adaptative. En revanche, la dérégulation de cette réponse et une 

inflammation exacerbée conduisent à des dommages tissulaires, l’augmentation de la sévérité des 

symptômes et à la dissémination de l’agent pathogène pouvant augmenter la contagiosité du 

patient. La revue qui suit, décrit l’implication de Tirap/Mal dans la régulation des voies de 

signalisation, TLRs ou non-TLR dépendants, et son impact sur l’évolution des maladies. 
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Résumé  

Les récepteurs de type Toll (TLRs) sont à l'avant-garde de la reconnaissance des agents pathogènes, 

assurant la protection de l'hôte en induisant les réponses cellulaires et humorales adéquates. Les 

voies de signalisation en aval des TLRs sont sensiblement régulées pour prévenir les dommages 

collatéraux causés par une inflammation exacerbée et la perte de tolérance envers les organismes 

commensaux. Pour déclencher une signalisation intracellulaire efficace, ces récepteurs nécessitent 

l'implication de protéines adaptatrices. Parmi celles-ci, la protéine adaptatrice contenant un domaine 

Toll/Interleukin-1 (Tirap ou Mal) joue un rôle important dans l'établissement des réponses 

immunitaires. La perte de fonction de Tirap a été associée à la susceptibilité ou à la résistance à 

certaines maladies. Ces effets opposés révèlent des fonctions paradoxales de Tirap et son 

importance dans le contrôle des maladies infectieuses et non infectieuses. Dans cette revue, nous 

résumons les connaissances actuelles sur les voies de signalisation impliquant Tirap dans différentes 

pathologies et l’impact d’une déficience de Tirap sur la réponse protectrice. 
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3. Pathogénèse de la tuberculose 

3.1. La tuberculose, pertinence pour la santé mondiale 

3.1.1. Généralités 

La tuberculose (TB) est une maladie ancienne. L'étude des squelettes humains montre qu'elle affecte 

l'homme depuis des milliers d'années (Hershkovitz et al., 2015). L’agent étiologique de la TB est resté 

inconnu jusqu'au 24 mars 1882, lorsque Robert Koch a découvert le bacille responsable de la 

maladie, nommé par la suite Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Sakula, 1982). La TB est donc une 

maladie infectieuse qui affecte essentiellement les poumons. D’autres formes de TB, appelées TB 

extra pulmonaires, touchent d’autres parties du corps telles que les méninges et les ganglions 

lymphatiques, les os, les articulations et les reins. Ces formes sont plus fréquentes chez les sujets 

immunodéprimés (Golden & Vikram, 2005).  La transmission de la maladie se produit généralement 

lors de l'inhalation de fines gouttelettes aéroportées contenant des bactéries émises par un patient 

symptomatique (généralement par la toux). Du point de vue clinique, la dynamique des spectres de 

la maladie va d'une infection tuberculeuse asymptomatique et non transmissible, déclarée comme 

infection tuberculeuse latente (LTBI), à une maladie tuberculeuse transmissible très active (Getahun, 

Matteelli, Chaisson, & Raviglione, 2015). 

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a considéré la TB comme une urgence mondiale pour la 

première fois en 1993. C’est l'une des dix premières causes de décès dans le monde et la deuxième 

cause de décès due à un seul agent infectieux (se classant après la Covid-19 et avant le VIH/SIDA 

depuis 2007). En 2020, plus de 1,5 million de personnes sont mortes de cette maladie et on estime à 

10 millions le nombre de personnes atteintes de TB chaque année dans le monde (WHO, 2021). 

La TB peut toucher n'importe qui n'importe où, mais la plupart des personnes qui développent la 

maladie (environ 90 %) sont des adultes avec plus de cas chez les hommes que chez les femmes. La 

distribution des cas de TB dans le monde se concentre en Asie du Sud-Est (43%) et l’Inde représente 

le pays le plus touché, avec 26 % des cas. Parmi tous les cas de TB, 8 % sont des personnes infectées 

par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH). La proportion de cas de TB coinfectés par le VIH 

est plus élevée dans les pays africains de l'OMS, dépassant 50 % dans certaines parties de l'Afrique 

australe (WHO, 2021). 

3.1.2. Prévention 

a. Le vaccin BCG 

Découvert par Calmette et Guérin en 1921 à partir d'une souche vivante atténuée de Mycobacterium 

bovis, le vaccin BCG est actuellement le seul vaccin utilisé dans le monde pour prévenir de la TB. Des 

études montrent que la protection vaccinale par le BCG varie considérablement selon l'âge du 
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patient, la situation endémique du pays et la forme de TB (pulmonaire ou extra-pulmonaire) (Ahmed 

et al., 2021). De plus, l'immunité induite par le vaccin diminue avec le temps et assure une protection 

maximale de 10 à 20 ans (Rodrigues, Mangtani, & Abubakar, 2011). Plusieurs hypothèses peuvent 

expliquer ces différences. Au fil du temps, et en raison des différentes méthodes de culture et de 

production, de nombreuses souches vaccinales ont émergé avec des fonds génétiques différents 

comme BCG Pasteur, Danois, Glaxo ou Japon (Bottai & Brosch, 2016). Ces différences génétiques et 

phénotypiques affectent inévitablement l'efficacité du vaccin BCG tout comme la différence 

génétique entre les populations peut également avoir un effet (Boisson-Dupuis et al., 2015). De plus, 

l’immunisation à d'autres mycobactéries (non-tuberculeuses ou bactéries environnementales) 

confère une protection contre la TB qui n'est pas améliorée par le BCG (Ahmed et al., 2021). Ces 

préexpositions peuvent même diminuer l'efficacité du vaccin BCG dans les zones endémiques. Dans 

ce contexte, le développement d'un vaccin plus efficace contre Mtb qui protège toutes les 

populations reste une priorité mondiale en santé publique. 

D'autres stratégies sont à l'étude pour augmenter la protection par le BCG. Une étude récente 

réalisée chez des macaques rhésus montre que l'administration intraveineuse du vaccin BCG 

augmente clairement la protection contre une infection tuberculeuse avec une réponse immunitaire 

renforcée (Darrah et al., 2020). 

b. Nouveaux candidats vaccins antituberculeux en développement 

Les nouveaux candidats vaccins antituberculeux sont classés en différentes catégories : les vaccins 

préventifs administrés avant l'infection par Mtb ; des vaccins préventifs injectés post-exposition pour 

empêcher une LTBI de devenir une TB active ; des vaccins thérapeutiques associés à un traitement 

antibiotique pour éliminer l'infection ou pour prévenir la réinfection. Ces vaccins candidats sont soit 

des vaccins dérivés de bactéries entières, soit des vaccins sous-unitaires (Fatima, Kumari, Das, & 

Dwivedi, 2020). Ces candidats vaccins se présentent sous différentes formes représentées dans le 

tableau 1. 
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Tableau 1: Différentes formes vaccinales en développement 

Vaccin vivant Vaccin atténué ou 

inactivé 

Vaccins sous-unitaires 

avec adjuvant 

Vaccins recombinants à 

vecteur viral 

VPM1002 - souche 

recombinante de BCG 

exprimant une 

listériolysine perforante 

de la membrane 

MIP/Immuvac - 

Mycobacterium indicus 

pranii inactivée 

MTBVAC – souche 

clinique de Mtb 

contenant deux 

délétions dans les gènes 

phoP et fadD26 codant 

pour deux facteurs de 

virulence majeurs 

Ils sont basés sur 

l'administration de 

protéines antigéniques 

avec un adjuvant afin de 

potentialiser la réponse 

immunitaire de l'hôte. 

M72/AS01E est protéine 

de fusion immunogène 

M72 avec AS01E comme 

système adjuvant. 

L'utilisation d'un vecteur 

viral permet une 

réponse immunitaire 

plus robuste aux 

antigènes. TB/FLU-04L 

est basé sur un vecteur 

de virus grippal atténué 

et non réplicatif 

exprimant les antigènes 

Ag85A et ESAT-6 de Mtb. 

Ces deux formes de vaccin (bactéries entières) 

contiennent de nombreux composants antigéniques 

différents qui stimulent la réponse immunitaire de 

manière plus diversifiée. 

 

 

c. Facteurs de risque 

Environ un quart de la population mondiale est infectée par Mtb, ce qui équivaut à environ 2 

milliards de personnes. Une proportion relativement faible (5 à 10 %) développera une maladie 

active au cours de sa vie. Cependant, la probabilité de développer une maladie active est beaucoup 

plus élevée chez les personnes vivant avec le VIH et chez les personnes affectées par des facteurs de 

risque tels que la dénutrition, le diabète, le tabagisme et la consommation d'alcool. 

Les infections à Mtb et au VIH sont co-endémiques dans plusieurs régions du monde. Les personnes 

infectées par le VIH sont 15 à 21 fois plus susceptibles de développer la TB et, en 2020, la TB associée 

au VIH était responsable de 214 000 décès (WHO, 2021). Les individus coinfectés par Mtb/VIH ont 

moins de lymphocytes T CD4 circulants spécifiques de Mtb et les cellules encore présentes sont 

fonctionnellement altérées. L’infection par le VIH interfère de manière significative avec les réponses 

systémiques des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires induites par Mtb. En résumé, l'infection 

par le VIH altère l'immunité fonctionnelle spécifique à Mtb (Amelio et al., 2019). 

La prévalence du diabète sucré augmente dans le monde et 370 000 cas de TB en 2020 étaient 

associés au diabète (WHO, 2021). Bien que les diabètes de type 1 et de type 2 (DT2) soient associés à 

une susceptibilité accrue à la TB, le DT2 est plus répandu. En effet, le risque accru de TB découle 

probablement des conséquences métaboliques et inflammatoires de l'hyperglycémie chronique. Les 

macrophages alvéolaires de patients atteints de DT2 ont une capacité réduite à phagocyter Mtb 

attribuée à la diminution de l'expression des récepteurs de surface reconnaissant les bactéries 
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(Martinez, Ketheesan, West, Vallerskog, & Kornfeld, 2016), et un dysfonctionnement lysosomal les 

empêchant de contrôler la réplication de Mtb (Vrieling et al., 2019). En plus des macrophages, le 

nombre total de neutrophiles est augmenté chez les patients tuberculeux atteints de DT2, et les 

neutrophiles de ces individus sont moins capables de phagocyter Mtb (Raposo-García et al., 2017). 

Le tabagisme augmente de 2 fois le risque de développer une TB (WHO, 2021). Plusieurs études ont 

montré que l’exposition à la fumée de cigarette diminue l’activation des lymphocytes T dans les 

poumons, engendre une morphologie anormale des macrophages qui produisent moins de cytokines 

pro-inflammatoires et augmente la charge bactérienne pulmonaire (Berg et al., 2016; Feng et al., 

2011; O'Leary et al., 2014). 

Environ 800 000 cas de TB en 2020 étaient associés à l'abus d'alcool (WHO, 2021). L'alcool a des 

effets immunosuppresseurs. Des souris nourries à l'éthanol et infectées par Mtb ont des charges 

bactériennes plus élevées et une augmentation des niveaux d'IFN de type I dans les poumons aux 

dépens de la production d'IFN-γ associée à une diminution de la survie (Mason, Dobard, Zhang, & 

Nelson, 2004; Tripathi et al., 2018). 

Bien qu'il existe de nombreuses preuves de dysfonctionnement immunitaire résultant de la 

malnutrition (Bourke, Berkley, & Prendergast, 2016), les mécanismes de la sensibilité à la TB ne sont 

pas clairs. Néanmoins, des études suggèrent un risque multiplié par 6 à 10 de développer une 

tuberculose active en cas de malnutrition (Cegielski & McMurray, 2004).  

Des différences physiologiques peuvent également expliquer la différence de susceptibilité à la TB 

entre les sexes. En effet, les hormones sont connues pour avoir des effets divers sur de nombreux 

types de cellules immunitaires, notamment les DC, les macrophages et les cellules NK. Par exemple, 

l'estradiol améliore l'activation des macrophages (Neyrolles & Quintana-Murci, 2009). L'œstrogène 

stimule la sécrétion d'INF-γ, de TNF-α et d'IL-12 (une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans la 

défense immunitaire contre le MTB) et inhibe la production d'IL-10 (une cytokine anti-inflammatoire) 

(Nhamoyebonde & Leslie, 2014). 

Plusieurs études ont suggéré l'association de facteurs génétiques de l'hôte à la sensibilité ou à la 

résistance à la TB dans diverses populations ethniques (Harishankar, Selvaraj, & Bethunaickan, 2018).  

 Susceptibilité mendélienne aux maladies mycobactériennes : une famille a développé une 

maladie à mycobactéries faiblement virulentes liée à un polymorphisme sur neuf gènes 

caractérisés (IFNGR1-2, STAT1, IL-12RB1, IL-12B, IRF8, ISG15, TYK2, IKBG et CYBB) 

(Harishankar et al., 2018). 
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 Antigènes leucocytaires humains (HLA)2 : Les polymorphismes dans les gènes HLA de classe I 

et de classe II peuvent altérer l'affinité de liaison aux antigènes, ce qui pourrait conduire à 

une présentation antigénique altérée aux lymphocytes T CD4 et T CD8. Parmi les allèles de 

classe I et de classe II, HLADRB1 est le plus associé à la sensibilité/protection contre la TB. 

 Les récepteurs Toll-like (TLRs) : Plusieurs TLRs jouent un rôle dans le contrôle de l'infection à 

Mtb par le système immunitaire, notamment les TLRs 2, 4, 8 et 9 (Azad, Sadee, & Schlesinger, 

2012). En conséquence, les polymorphismes de ces TLRs modulent les risques de développer 

une TB parmi certaines populations ethniques (Y. Zhang et al., 2013). De plus, le TLR 8 étant 

codé par un gène du chromosome X, des études l’ont associé à la susceptibilité à la TB 

pulmonaire chez les enfants de sexe masculin (Salie et al., 2015). 

 Récepteur à la vitamine D (VDR) : La vitamine D exerce ses effets pléiotropes par le récepteur 

de la vitamine D (VDR) qui est présent dans la majorité des cellules immunitaires, y compris 

les macrophages, les lymphocytes B et T, les neutrophiles et les DC (Baeke et al., 2010). Une 

carence en vitamine D a été signalée comme étant associée à la sensibilité à la TB (Martineau 

et al., 2010). Il a aussi été démontré que les polymorphismes de la protéine de liaison à la 

vitamine D (VDBP) perturbent le profil inflammatoire lors d'une infection à Mtb (Coussens et 

al., 2013). Le polymorphisme VDBP est également lié à la variation ethnique et associé à la 

susceptibilité à la TB (Lee et al., 2016). 

 Polymorphismes des gènes codant pour les cytokines et leurs récepteurs : Les 

polymorphismes dans le promoteur ainsi que dans la région codante de ces gènes peuvent 

altérer la production des cytokines et de leurs récepteurs. Des études ont rapporté 

l'association de certains polymorphismes des gènes de cytokines/chimiokines (IFN-γ, TNF-α, 

IL-12, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 et IL-17) avec une susceptibilité aux maladies infectieuses, y 

compris la TB (Harishankar et al., 2018). 

 Déficience héréditaire en PD-13 (Programmed cell Death protein 1) : Une étude récente a 

montré que sans une signalisation PD-1 appropriée, due à une déficience du gène, les 

lymphocytes activés peuvent devenir sujets à l'épuisement et insensibles à la suppression 

immunitaire. Ceci a été associé à une susceptibilité à la TB et à des maladies auto-immunes 

comme le diabète de type 1 (Ogishi et al., 2021). 

                                                           
2
 Les HLA représentent le complexe majeur d’histocompatibilité chez l’homme. Ce sont des molécules de 

surfaces sur toutes les cellules nucléées de l’organisme qui sont reconnues par le système immunitaire pour 
distinguer les cellules du soi de celles du non-soi. 
3
 PD-1 est une protéine de surface exprimée par les lymphocytes T activés. La liaison de PD-1 à son ligand PD-1L 

exprimés par les cellules tumorales, bloque le système immunitaire qui ne reconnait plus ces dernières pour 
pouvoir initier leur destruction. 
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 Le rôle du polymorphisme génétique du gène codant pour Tirap/ Mal, acteur important de la 

réponse immunitaire, dans le développement de la TB, fera l’objet de cette thèse. 

3.1.3. Diagnostic et traitements 

La stratégie « End TB » adoptée par l’OMS en 2014, vise à mettre fin à l'épidémie mondiale de TB 

dans le cadre des objectifs de développement durable récemment adoptés. Elle sert de modèle aux 

pays pour réduire l'incidence de la TB de 80 %, les décès dus à la TB de 90 % et éliminer les coûts 

catastrophiques pour les ménages touchés par la TB d'ici 2030 (WHO, 2021). 

a. Diagnostic 

Les méthodes couramment utilisées pour dépister et diagnostiquer la TB sont les méthodes cliniques, 

immunologiques, microscopiques, radiographiques et bactériennes (Acharya et al., 2020).  

Les principaux symptômes de la TB pulmonaire sont la toux chronique, l'hémoptysie, la fièvre légère, 

les sueurs nocturnes, la perte d'appétit, les malaises, la fatigue et la perte de poids. Les symptômes 

de la TB extra pulmonaire dépendent des organes concernés. Elle peut par exemple se manifester 

par une lymphadénite ; une atteinte rénale, osseuse ou articulaire ; une méningite ; ou une maladie 

disséminée (miliaire) (WHO, 2021).  

La radiographie pulmonaire est un outil de dépistage qui permet de différencier la TB primaire (lésion 

unique dans le lobe inférieur droit et hypertrophie des ganglions lymphatiques) de la TB secondaire 

(lésion unique (cavité) dans la région apicale, ganglions lymphatiques négligeables et multiples 

tubercules secondaires). Cet outil permet le dépistage de la TB pulmonaire mais n'apporte aucun 

diagnostic étiologique. Elle ne peut pas non plus détecter l'infection latente (Acharya et al., 2020). 

La coloration acido-résistante de Ziehl–Neelsen (Z–N) des frottis d'expectoration est une méthode 

largement utilisée pour la détection des mycobactéries. Cependant, cette méthode ne permet pas de 

différencier Mtb des autres bacilles acido-résistants et nécessite une quantité de bactéries élevée 

dans l’échantillon pour être exploitée (Acharya et al., 2020). 

La culture d'expectorations pour isoler les mycobactéries est une méthode de diagnostic très 

sensible qui permet de détecter un minimum de 10 à 100 bacilles viables dans le volume de matériel 

cultivé. La spécificité de la culture pour le diagnostic de TB est supérieure à 99 %. En plus des 

méthodes conventionnelles de culture de Mtb en milieu solide et liquide, des méthodes de culture 

plus rapides comme la méthode BACTEC MGIT ont été approuvées par l’OMS en 2007 pour le 

diagnostic de la TB.   

 Test cutané tuberculinique  
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Le test cutané à la tuberculine (TCT ou TST ; Tuberculin Skin Test) a été développé il y a environ 100 

ans et est toujours utilisé comme test de dépistage initial de la TB dans les pays industrialisés pour 

détecter l'exposition à Mtb. Ce test est basé sur l'injection intradermique de tuberculine pour 

détecter la réaction immunitaire d'un individu en mesurant le diamètre de l'induration (≥ 5 mm est 

considéré comme positif) après 48 à 72 heures dans la zone injectée. Bien que ce test soit plus 

efficace pour détecter l'exposition à Mtb dans les pays où la TB est rare, ce test donne des résultats 

faux positifs chez les individus provenant de pays à forte prévalence, vaccinés au BCG ou infectés par 

des mycobactéries non tuberculeuses. La sensibilité du TST est très faible chez les personnes 

immunodéprimées (Acharya et al., 2020; Farhat, Greenaway, Pai, & Menzies, 2006). 

 QuantiFERON-TB Gold  

QuantiFERON-TB Gold (QFT) ou IGRA (Interferon-gamma Release Assay) est un test de libération 

d'interféron-gamma (IFN-γ) pour mesurer la réponse immunitaire à médiation cellulaire et en 

alternative au TST dans les pays développés. L'utilisation de l'IGRA est justifiée chez les personnes qui 

ne sont pas susceptibles de revenir pour une lecture du TST, ou qui ont été exposées à Mtb, à 

l'infection par le VIH ou à une condition immunodéprimée existante due à d'autres problèmes 

médicaux. Des échantillons de sang sont prélevés à l'aide de tubes revêtus d'antigène de Mtb et la 

libération d'IFN-y est mesurée à l'aide d'un immunodosage enzymatique (Acharya et al., 2020). 

Une protéine de surface de Mtb, appelée HBHA (Heparin-Binding Hemagglutinin Adhesin), interagit 

spécifiquement avec les cellules non phagocytaires. Elle exprime une activité d'hémagglutination et 

se lie aux glycoconjugués sulfatés. Les individus infectés de manière latente développent une forte 

réponse des lymphocytes T à l'HBHA, alors que les patients atteints d'une TB active ne le font pas, ce 

qui suggère que l'HBHA est un bon marqueur pour un diagnostic immunologique de la LTBI (Locht, 

Hougardy, Rouanet, Place, & Mascart, 2006). 

b. Antibiothérapie et  antibiorésistance 

Le traitement standard pour les cas de TB active sensibles aux médicaments consiste en une phase 

intensive de 2 mois avec une dose quotidienne d'isoniazide (INH), de rifampicine (RIF), de 

pyrazinamide (PZA) et d'éthambutol (EMB) (ou streptomycine), suivie d'une phase de 4 mois d’INH et 

de RIF. Ce long régime de 6 mois est associé à de nombreux effets secondaires, ce qui entraîne 

souvent une mauvaise observance du patient. Une mauvaise observance des schémas 

thérapeutiques augmente le risque de rechute de la maladie et de développement d'une TB 

résistante aux antibiotiques. En 2020, environ 19 % des cas nouvellement traités et 43 % des cas 

précédemment traités présentaient une résistance à l'INH ou à la RIF (Kinsella et al., 2021). L'INH est 

une prodrogue qui est converti en sa forme active par la catalase peroxydase KatG de Mtb (Vilchèze 
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& Jacobs, 2014). La cible la mieux caractérisée de l'INH est l'enzyme essentielle à la biosynthèse de 

l'acide mycolique InhA. Le mécanisme le plus courant de résistance à l'INH se produit par des 

mutations de KatG ; plus de 300 mutations différentes de KatG ont été rapportées dans des isolats 

cliniques de Mtb résistants à l'INH (Figure 2). Une résistance accrue à l'INH peut également se 

produire par le biais de mutations qui diminuent l'expression de KatG, augmentent l'expression de 

l’InhA ou diminuent la liaison de l'INH à InhA (Vilchèze & Jacobs, 2014). La résistance à l'INH est 

associée à l'échec du traitement, à la rechute et à la progression vers une TB multirésistante (MDR-

TB, multidrug-resistant TB), définie comme une TB résistante à au moins l'INH et la RIF. La RIF cible la 

sous-unité β de l'ARN polymérase (rpoB) et empêche la transcription (W. Lin et al., 2017). Les 

mutations de RpoB sont responsables de plus de 90 % des résistance à la RIF dans les isolats cliniques 

(Figure 2) (Jagielski et al., 2018). La majorité des mutations RpoB sont situées dans ou près de la 

poche de liaison de rpoB à la RIF et interfèrent avec cette liaison (W. Lin et al., 2017). Des isolats 

cliniques de Mtb résistants à la RIF sans mutations de rpoB ont été signalés mais sont rares et les 

mécanismes ne sont pas encore entièrement compris (Jagielski et al., 2018). Les patients atteints de 

résistance à la RIF (RR-TB) ou de MDR-TB sont traités avec une combinaison de médicaments de 

deuxième ligne associés à une toxicité significative et un taux de guérison de seulement 55 %. En 

2017, 8,5 % des cas de MDR-TB étaient des cas de TB ultrarésistante (XDR-TB, extensively drug-

resistant TB), définie comme une MDR-TB avec une résistance supplémentaire à une fluoroquinolone 

ainsi qu'à un médicament injectable de deuxième intention (Kinsella et al., 2021). Le pronostic de la 

XDR-TB se rapproche de celui d’une TB non traitée. La résistance à la PZA et à l'EMB a également été 

isolée cliniquement. La PZA est une prodrogue qui est convertie en sa forme active, l'acide 

pyrazinoïque, par l'amidase pyrazinamidase codée par pncA (Lamont, Dillon, & Baughn, 2020). La 

plupart des résistances à la PZA dans les isolats cliniques de Mtb sont attribuées à des mutations de 

pncA ; cependant, des isolats résistants sans mutations dans pncA indiquent que d'autres 

mécanismes de résistance sont cliniquement pertinents (Lamont et al., 2020) (Figure 2). L'EMB inhibe 

la biosynthèse du composant de la paroi cellulaire, l'arabinogalactane (Mikusová, Slayden, Besra, & 

Brennan, 1995), très probablement en inhibant EmbB, qui est une glycosyltransférase 

transmembranaire impliquée dans la synthèse de l'arabinane. Jusqu'à 70 % des isolats cliniques 

résistants à l'EMB présentent des mutations dans embB (Sreevatsan et al., 1997). En plus d'embB, 

d’autres gènes codant pour des glycosyltransférases (opéron embABC) et probablement impliqués 

dans la biosynthèse de l'arabinane ou du lipoarabinane, peuvent être mutés pour conférer une 

résistance à l'EMB (L. L. Zhao et al., 2015) (Figure 2). De plus, des mutations dans le promoteur ou les 

facteurs de transcription qui contrôle l'expression d'embBAC, EmbR, sont également couramment 

trouvées dans les isolats résistants à l'EMB (Plinke et al., 2010). 
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Figure 2: Cibles moléculaires des antibiotiques antituberculeux de première intention et 
mécanismes de résistance associés 

(Kinsella et al., 2021) 

Les mutations de résistance les plus courantes sont indiquées en rouge. 

Une mutation spécifique de KatG, S315T, empêche la conversion de l’INH en sa forme active. Cette 

mutation est présente dans 94 % des isolats cliniques résistants à l'INH. Les mutations du gène RpoB 

codant pour la sous-unité β de l'ARN polymérase, cible de la RIF, représentent 95% des résistantes à 

la RIF. 70 % des isolats cliniques résistants à l'EMB présentent des mutations dans le gène embB 

responsable de la synthèse de l’arabinan. Comme l’INH, la PZA est une prodrogue qui devient acrtive 

sous l’action de l’enzyme PncA. La plupart des résistances à la PZA dans les isolats cliniques de Mtb 

sont attribuées à des mutations de pncA. 

EMB : éthambutol, INH : isoniazide, KatG : catalase-peroxydase, PncA : pyrazinamidase, RpoB : sous-

unité β de l'ARN polymérase. 
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c. Les thérapies dirigées vers l’hôte 

Cette crise sanitaire, que représente la TB, est exacerbée par les co-infections et les comorbidités, 

l’antibiothérapie contraignante et l’émergence des souches MDR et XDR. Il est donc indispensable de 

développer de nouvelles thérapies innovantes pour lutter contre cette maladie.  

Comme décrit plus tard dans l’introduction, le statut immunitaire joue un rôle déterminant dans 

l'évolution de la TB et Mtb détourne plusieurs mécanismes immunitaires et métaboliques de l’hôte 

pour établir sa niche réplicative dans le poumon et se disséminer. Les traitements d'appoint visant à 

« rééduquer » le système immunitaire sont des approches alternatives pour adapter les réponses 

antituberculeuses de l'hôte. L'utilisation des thérapies dirigées vers l'hôte (HDT) vise à accroître le 

succès du traitement antituberculeux en modulant ou en renforçant cette réponse immunitaire. 

Beaucoup d'entre ces HDT ont confirmé une manipulation thérapeutique efficace de l'immunité de 

l'hôte contre Mtb pour renforcer la protection immunitaire. Dans le contexte des médicaments 

repositionnés, les quatre principaux mécanismes par lesquels ces thérapies complémentaires sont 

censées améliorer l’immunité anti tuberculeuse sont résumés dans la Figure 3 (Young, Walzl, & Du 

Plessis, 2020).  
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Figure 3: Principaux mécanismes cibles des HDT 

(Young et al., 2020) 

I. Moduler les voies et les médiateurs pro-inflammatoires pour atténuer les dommages tissulaires 

induits par l'inflammation et améliorer la fonction et l'intégrité pulmonaire 

II.  Améliorer l'efficacité de la réponse immunitaire de l'hôte et renforcer la mémoire immunitaire 

III. Améliorer l’activité bactéricide médiée par les macrophages et réduire la croissance des bacilles 

IV. Perturber la stucture du granulome pour exposer Mtb aux traitements antituberculeux 
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Contrairement aux antibiotiques, ces HDT sont moins susceptibles d'induire une résistance 

bactérienne car elles agissent uniquement sur les voies de l'hôte, en limitant par exemple 

l'inflammation ou les lésions tissulaires (Kaufmann, Dorhoi, Hotchkiss, & Bartenschlager, 2018). En 

raison des combinaisons possibles et des effets synergiques avec les antibiotiques, les HDT peuvent 

également raccourcir les schémas thérapeutiques de traitement de la TB et ainsi augmenter 

l'observance du patient. A l’échelle cellulaire, les HDT englobent de nombreuses molécules ciblant 

différentes voies de signalisation détaillées dans la Figure 4. 

Des médicaments à petites molécules et des enzymes qui ont une valeur thérapeutique dans des 

maladies métaboliques sont étudiés pour leur potentiel en tant que HDT. Il a été démontré que la 

metformine augmente la réponse immunitaire effectrice et réduit la dissémination de la Mtb dans les 

modèles précliniques de TB. D'autres HDT en cours d'évaluation sont des médicaments en vente libre 

couramment utilisés, sûrs et bon marché, tels que l'aspirine, l'indométhacine, ainsi que des vitamines 

et des composés biologiques, par exemple des flavonoïdes et des stilbénoïdes. Des anticorps 

thérapeutiques ciblant les molécules de surface cellulaire des cellules infectées par Mtb, ou des 

molécules qui neutralisent des protéines circulantes préjudiciables à l'immunité protectrice, sont en 

cours de développement en tant que HDT à utiliser en complément des schémas thérapeutiques 

antituberculeux classiques. Les exosomes libérés par les lymphocytes T et B pourraient renforcer la 

réponse immunitaire anti-Mtb. Des complexes CMH-peptide, des microARN et des fragments d'ADN, 

ainsi que des inducteurs d'apoptose, pourraient jouer un rôle global dans l'immunomodulation 

(Tiberi, 2018).  

Les voies des TLR sont également étudiées en tant que potentielles cibles de HDT. Des résultats 

prometteurs ont montré par exemple l’importance de l’axe TLR4-NOX2 dans la régulation de la  

phagocytose et l’élimination de Mtb par le macrophage (Lv, 2017). 

Le développement de HDT efficaces nécessite la compréhension d’une part, de la physiopathologie 

de la TB et son évolution et d’autre part, des mécanismes de défense mis en place par le système 

immunitaire face à l’infection et des stratégies d’échappement à ces mécanismes développés par la 

bactérie.  
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Figure 4: Trafic intracellulaire de Mtb et exemples de médicaments suggérés comme HDT 

(Machelart, Song, Hoffmann, & Brodin, 2017) 

Un large panel de récepteurs est connu pour être impliqué dans la reconnaissance et l'absorption des 

bactéries (1). À l'intérieur des macrophages, Mtb réside dans le phagosome et module des 

mécanismes de la cellule hôte pour inhiber sa maturation (inhibition de la fonction lysosomale et 

acidification de la vacuole) (2). De plus, la bactérie est capable de polariser et de moduler le 

métabolisme de la cellule hôte (par exemple, la production de corps lipidiques) (3). Mtb induit 

également une perturbation phagosomale pour favoriser leur réplication. De nombreux mécanismes 

effecteurs ont été décrits pour limiter la multiplication des mycobactéries, comme l'autophagie (4) 

ou la production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (5). Sont indiqués en bleu, les médicaments 

connus pour moduler les défenses de la cellule hôte afin d'éliminer Mtb. 
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3.2. L’évolution de l’infection à Mycobacterium tuberculosis 

Mtb se propage à travers des particules en suspension dans l'air expulsées d'une personne atteinte 

de TB pulmonaire active. Les bactéries inhalées pénètrent dans les poumons, se déplacent vers les 

alvéoles et sont phagocytées par les macrophages alvéolaires. Après avoir phagocyté les bactéries, 

les macrophages alvéolaires traversent l'épithélium pulmonaire pour se rendre dans l'interstitium 

(Cohen et al., 2018; Dunlap et al., 2018). Les bactéries se répliquent dans les macrophages alvéolaires 

et se propagent grâce à la lyse cellulaire pour infecter d'autres cellules immunitaires innées qui ont 

été recrutées au site de l'infection. Les bacilles continuent à se répliquer jusqu'à ce qu'une réponse 

immunitaire à médiation cellulaire se mette en place (Ahmad, 2011). Cette réponse immunitaire est 

déclenchée lorsque les DC dérivées de monocytes prennent en charge l'antigène et se dirigent vers le 

ganglion lymphatique drainant pour permettre d’activer les lymphocytes T spécifiques de cet 

antigène (S. Srivastava & Ernst, 2014). Les cellules T activées sont recrutées au poumon infecté. Elles 

forment une structure en coiffe autour du foyer infecté qui conduit à la formation d'un granulome 

(Figure 5). L'infection peut être éliminée, contrôlée et conduisant à une LTBI, ou provoquer une TB 

active. La plupart des personnes immunocompétentes éliminent ou contrôlent l'infection. Bien que la 

compréhension de l'immunité protectrice contre l'infection à Mtb soit incomplète, les lymphocytes T, 

l'IFN-γ, le TNF-α et l’IL-12 sont tous nécessaires pour prévenir la TB active. Par exemple, le traitement 

avec un anti-TNF-α est associé à une réactivation accrue de la LTBI (Cantini, Niccoli, & Goletti, 2014). 

Les patients présentant des défauts de signalisation de l'IL-12 ou de l'IFN-γ sont plus sensibles aux 

infections mycobactériennes (van de Vosse, Hoeve, & Ottenhoff, 2004). Cependant, les personnes 

présentant des réponses T lymphocytaires robustes peuvent également développer une TB active, 

indiquant que d'autres voies immunitaires sont également essentielles pour contrôler l'infection à 

Mtb. 

3.3. Le granulome tuberculeux 

Les granulomes sont des agrégats complexes de cellules immunitaires qui se forment en réponse à 

des stimuli inflammatoires persistants et qui sont caractéristiques de l'infection pulmonaire à Mtb 

(Figure 5). Les granulomes de la TB présentent plusieurs types de lésions qui peuvent être fibreuses, 

caséeuses ou non nécrosantes (P. L. Lin et al., 2009). Les lésions fibreuses sont associées à un 

contrôle immunitaire efficace avec une faible charge bactérienne, et les lésions caséeuses sont 

associées à une faible élimination bactérienne (P. L. Lin et al., 2014; P. L. Lin et al., 2009). Les 

granulomes non nécrotiques sont présents chez les animaux présentant une maladie active et sont 

composés principalement de macrophages avec peu de lymphocytes (P. L. Lin et al., 2009). Les 

granulomes caséeux sont caractérisés par un noyau central acellulaire nécrotique, appelé caséum, 

entouré de couches de macrophages différenciés et d'une coiffe lymphocytaire externe, composée 
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principalement de cellules T CD4 (McClean & Tobin, 2016; Welsh, Risin, Actor, & Hunter, 2011). 

D'autres types de cellules, telles que les neutrophiles et les DC, peuvent également être présentes 

dans les granulomes caséeux (Pagán & Ramakrishnan, 2014). Ceux-ci contiennent souvent du 

collagène autour de la coiffe lymphocytaire, contrairement aux lésions fibreuses stériles qui 

contiennent du collagène dans toute leur étendue (P. L. Lin et al., 2014). Une nécrose étendue du 

caséum interne des granulomes peut provoquer une pneumonie, une cavitation et la libération de 

bactéries dans les voies respiratoires (Hunter, 2016). Chez l’homme, les parois des lésions cavitaires 

réséqués contiennent une plus grande abondance de lymphocytes FOXP3+ (Lymphocytes T 

régulateurs) que les lésions granulomateuses (Welsh et al., 2011), ce qui correspond à un 

environnement non inflammatoire. Cependant, ces parois de cavité contiennent également de l'ARN 

messager (ARNm) de cytokines pro-inflammatoires (Subbian et al., 2015), ce qui suggère que la 

cavitation n'est pas simplement le résultat d'une réponse inflammatoire réprimée. 
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Figure 5 : Structure et composition cellulaire du granulome tuberculeux  

(Ramakrishnan, 2012). 

Le granulome tuberculeux est un agrégat compact et organisé de cellules immunitaires parfois 

atypiques - les cellules épithélioïdes sont des macrophages qui ont subi une transformation 

spécialisée pour avoir des membranes cellulaires étroitement interdigitées qui relient les cellules 

adjacentes. Ces cellules peuvent être hautement phagocytaires mais, dans certains cas, ne 

contiennent aucune bactérie. - Les macrophages du granulome peuvent également fusionner en 

cellules géantes multinucléées ou se différencier en cellules spumeuses, caractérisées par une 

accumulation de lipides. Il a été observé que les cellules spumeuses sont le plus souvent localisées en 

bordure du centre nécrotique. Les raisons de la formation de ces cellules ne sont pas bien comprises, 

mais en général, les cellules spumeuses et les cellules géantes multinucléées ne contiennent que 

quelques bactéries, voire aucune. Les bactéries sont le plus souvent présentes dans les zones 

nécrotiques centrales dans lesquelles des macrophages morts et mourants peuvent être observés. 

De nombreux autres types de cellules peuplent également le granulome, tels que les neutrophiles, 

les cellules dendritiques, les cellules B et T, les cellules NK (Natural Killer), les fibroblastes et les 

cellules qui sécrètent des composants de la matrice extracellulaire.  
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3.4. Interaction hôte-agent pathogène pendant l’infection 

3.4.1. L’agent pathogène : Mycobacterium tuberculosis 

Mtb est une bactérie intracellulaire qui infecte principalement l’homme. Elle appartient à un 

complexe de mycobactéries (MTBC ; Mtb Complex) génétiquement et physiologiquement similaires, 

pouvant toutes causer une TB. En plus de Mtb, qui est responsable de la plupart des cas de TB, M. 

africanum, M. bovis, M. microti, M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii et M. mungi font partie du 

MTBC. Les isolats cliniques du MTBC peuvent être classés en sept grandes lignées basées sur des 

polymorphismes à grande séquence. Elles ont des profils de virulence différents et présentent des 

variations dans la composition des lipides formant la paroi cellulaire (Coscolla & Gagneux, 2014). 

Chez Mtb, l’enveloppe cellulaire présente des caractéristiques typiques (Figure 6) (Jackson, 2014).  

Sur la face externe de la membrane plasmique mycobactérienne se trouve un grand complexe de 

peptidoglycane lié par covalence à l'arabinogalactane et à des acides mycoliques. Les lipides et 

lipoglycanes, notamment les phosphatidylinositol mannosides (PIM), les phthiocérols 

dimycocérosates (PDIM), les glycolipides phénoliques (PGL), le tréhalose dimycolate (TDM), et le 

lipoarabinomannane à coiffe de mannose (ManLAM) sont intercalés de manière non covalente dans 

la couche d'acide mycolique. Autour de cette mycomembrane se trouve un réseau de 

polysaccharides et de protéines qui forment collectivement une structure capsulaire. Cette 

enveloppe cellulaire unique contribue à la teneur élevée en lipides de Mtb, qui constitue 40 à 60 % 

du poids sec de la bactérie et qui confère une résistance à de nombreux antibiotiques et aux stress 

induits par l'hôte (Dulberger, Rubin, & Boutte, 2020; Jackson, 2014). L'enveloppe cellulaire confère 

également à Mtb la capacité de former des structures en cordes dans un processus appelé 

« cording », qui a été associé à la virulence (Hunter, Olsen, Jagannath, & Actor, 2006), induisant la 

nécrose des cellules hôtes (Kalsum et al., 2017) et la formation de lésions cavitaires chez l'homme 

(Hunter et al., 2006). 
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Figure 6: La paroi cellulaire des mycobactéries 

(Brown, 2015) 

Les parois cellulaires des mycobactéries sont constituées de fines couches de peptidoglycane et 

d'arabinogalactane, et d'une épaisse couche d'acides mycoliques. Des glycolipides et des porines se 

trouvent également dans ces parois cellulaires, tout comme le lipoarabinomannane, qui est ancré à 

la membrane cellulaire par le diacylglycérol. Cette paroi cellulaire entoure une seule membrane 

lipidique. 
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La capacité à sécréter des protéines dans la cellule hôte est également la clé de la pathogénicité de 

Mtb. Le bacille utilise plusieurs systèmes de sécrétion pour transporter les protéines à travers la 

membrane plasmique bactérienne, y compris la voie SecA1, la voie SecA2, le système TAT (Twin 

Arginine Translocation) et cinq systèmes de sécrétion de type VII (T7SS) (Feltcher, Sullivan, & 

Braunstein, 2010). SecA1 et SecA2 permettent la sécrétion de peptides dépliés par le translocon 

SecYEG. SecA1 permet la sécrétion de protéines essentielles à la survie de la bactérie, tandis que 

SecA2 permet la sécrétion d'un ensemble plus restreint de protéines, comme d'importants facteurs 

de virulence. Le système TAT est également essentiel pour la viabilité de Mtb qui sécrète des 

protéines avec un motif N-terminal conservé contenant deux résidus d'arginine. Les T7SS, appelés 

ESX-1 à ESX-5, sont chacun codés dans un locus multigénique et contribuent à divers aspects de la 

physiologie de Mtb avec ESX-1, ESX-3 et ESX-5 qui contribuent à la virulence (Figure 7). ESX-1, le 

premier des systèmes décrit, est situé dans la région RD1 (Region of Difference) qui est absente dans 

la souche vaccinale du BCG (Hsu et al., 2003). ESX-1 sécrète le facteur de virulence EsxA (ESAT-6, 

Early secretory antigenic target protein 6) sous forme d’hétérodimère associé à l'EsxB (CFP-10, 

Culture filtrate protein 10) (Abdallah et al., 2007). Le T7SS peut également sécréter les protéines Esp 

(ESX-1-secreted substrate protein) et une famille de protéines riches en proline et glutamate 

appelées protéines PE et PPE, dont beaucoup contiennent un motif d'acides aminés WXG qui 

adoptent une structure en faisceau à quatre hélices caractéristique des substrats T7SS (Abdallah et 

al., 2007). Les substrats du T7SS jouent plusieurs rôles dans la virulence et la physiologie de la 

bactérie. Par exemple, il a été démontré que les PE5/PPE4 permettent l'acquisition du fer (Tufariello 

et al., 2016), et certaines protéines PE/PPE fonctionnent comme des porines pour favoriser les 

transports à travers la paroi mycobactérienne (Wang et al., 2020). 
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Figure 7: Les facteurs de virulence des Mycobactéries et structure de la mycomembrane.  

(Ly & Liu, 2020) 

Trois systèmes de sécrétion de type VII — le système de sécrétion ESAT-6-1 (ESX-1), ESX-3 et ESX-5 — 

sécrètent des protéines à travers la membrane interne. Les canaux sélectifs à petites molécules Pro-

Glu (PE) / Pro-Pro-Glu (PPE) transportent les nutriments et les protéines à travers la membrane 

externe. Divers lipides de la paroi cellulaire mycobactérienne sont représentés sur le feuillet externe 

de la membrane externe. IM : Membrane interne, PG : peptidoglycane, OM : membrane externe. 
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3.4.2. L’hôte et les modèles d’études de l’immunité antituberculeuse 

a. Modèles animaux : Pertinence du modèle souris pour l’étude de la tuberculose 

La souris est le modèle animal le plus utilisé pour modéliser l'infection par Mtb en raison de la large 

gamme de souris génétiquement modifiées disponible, de sa petite taille et de son coût relativement 

faible. Le plus souvent, les souris sont infectées par voie pulmonaire, une dose d'environ 100 

bactéries par souris entraînant une période initiale de trois semaines de réplication bactérienne dans 

les cellules de l'immunité innée. Huit à neuf jours après l'infection, les DC chargées d'antigènes de 

Mtb se déplacent vers le ganglion lymphatique drainant pour induire l'activation et la prolifération 

des cellules T spécifiques de l'antigène. Les lymphocytes T spécifiques de Mtb arrivent dans le 

poumon 18-19 jours après l'infection, activant les cellules de l'immunité innée pour contrôler la 

réplication bactérienne et l'inflammation (Muñoz-Elías et al., 2005). Dans le but de mieux simuler 

l'exposition naturelle de l'homme, les souris peuvent également être exposées à de très faibles doses 

de Mtb, allant de 1 à 11 bactéries par souris. Trois à cinq semaines après l'infection, le modèle à 

faible dose entraîne des niveaux élevés de variabilité en terme de charge bactérienne, ce qui permet 

d'évaluer les mécanismes associés aux résultats hétérogènes de la TB (Gern, Plumlee, Gerner, & 

Urdahl, 2017). La souris C57BL/6 est la souche la plus couramment utilisée pour l’étude de la 

pathogenèse de la TB en raison du nombre de modèles génétiques disponibles, tandis que la souris 

BALB/c est surtout utilisée pour l'évaluation préclinique des molécules thérapeutiques. Les deux 

souches de souris peuvent survivre avec des charges élevées de Mtb dans les poumons sans 

manifestation clinique évidente de la maladie pendant plus d'un an (Orme, 2003). Les souris C57BL/6 

génétiquement déficientes jouent un rôle déterminant dans notre compréhension actuelle de la 

pathogenèse de Mtb. Cependant, ces modèles de souris ne présentent pas les caractéristiques 

distinctives de la TB pulmonaire humaine, comme les lésions nécrotiques et caséeuses et la fibrose 

dans les poumons (Orme, 2003). 

Plus récemment, il a été démontré que la souche de souris C3He3B/FeJ (également appelée souris 

Kramnik) était plus sensible à l'infection par Mtb et présentait des lésions nécrotiques riches en 

neutrophiles (Irwin et al., 2015). Les souris C3He3B/FeJ peuvent être utilisées pour décrypter les 

événements impliqués dans la formation de lésions similaires à celles observées dans la TB humaine. 

La différence d'évolution de la maladie entre les souris C57BL/6 et les souris C3He3B/FeJ a été 

attribuée au locus Sst1 (Super Susceptibility to Tuberculosis 1) (Pan et al., 2005). Ce locus est associé à 

une hyperproduction d'IFN de type I et d'une inhibition de la signalisation de l'IL-1 due à l’activité 

d'un antagoniste au récepteur de l'IL-1 (IL-1Ra) chez la souris C3He3B/FeJ (Ji et al., 2019). 
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b. Modèles cellulaires : Le macrophage  

En étant la première lignée cellulaire répondant à l’infection, les macrophages alvéolaires présentent 

une opportunité thérapeutique pour cibler les premières étapes de mise en place de l’inflammation 

pulmonaire. Le rôle du macrophage alvéolaire dans les réponses innées précoces, a un impact 

important sur l'évolution de la maladie en influençant à la fois le recrutement d’autres effecteurs de 

l’immunité innée comme les neutrophiles, la réponse immunitaire adaptative, et plus tard la 

résolution de l’inflammation et le remodelage tissulaire (Greenlee-Wacker, 2016; Iwasaki & 

Medzhitov, 2015). 

Les principales caractéristiques qui font des macrophages alvéolaires une cible thérapeutique 

efficaces sont détaillées ci-après : 

 Les macrophages alvéolaires sont positionnés à l'interface des voies respiratoires et du tissu. 

En raison de leur emplacement dans les voies respiratoires, les macrophages alvéolaires sont 

relativement faciles à cibler avec des molécules ou particules contenant des médicaments qui sont 

administrées par voie pulmonaire comme l'inhalation d’aérosol et l'administration intranasale et 

oropharyngée (Machelart et al., 2019). De plus, les macrophages alvéolaires se situent à une 

intersection unique entre les voies respiratoires et le tissu parenchymateux composé de capillaires 

sanguins. Ce positionnement permet au macrophage alvéolaire d'intégrer des signaux provenant des 

deux emplacements (Gehr, Bachofen, & Weibel, 1978). 

 Les produits administrables par inhalation sont conçus pour cibler les macrophages 

alvéolaires (microparticules, nanoparticules, médicaments aérosolisés). 

L'aérosolisation est conçue pour exposer toutes les cellules des voies respiratoires à un médicament 

ou à un traitement. En revanche, d'autres stratégies telles que l'encapsulation des composés dans 

des  nanoparticules et des microparticules et les formulations de liposomes tirent parti de leurs 

propriétés physico-chimiques telles que la taille, l'hydrophobicité, les ligands de surface, et de la 

capacité des macrophages alvéolaires à phagocyter ces particules pour diriger les médicaments vers 

les alvéoles en ciblant en même temps l’agent pathogène au plus proche, en sein même de la cellule 

(Patel, Gupta, & Ahsan, 2015). 

 Les macrophages alvéolaires ont une longue durée de vie et participe à la mémoire 

immunitaire innée 

Des études récentes ont montré que le macrophage alvéolaire possède une mémoire à long terme 

des signaux inflammatoires acquis au cours d’une infection (Nemeth et al., 2020; Yao et al., 2018). Un 

modèle d'infection non-pathogène à Mtb en intra-dermique (contained Mtb infection) génère un 
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faible niveau systémique d'IFN-γ et conduit à une reprogrammation des macrophages alvéolaires 

entraînant une réponse pro-inflammatoire renforcée en réponse à une réinfection ultérieure par Mtb 

par aérosol (Nemeth et al., 2020). 

3.4.3. Reconnaissance et entrée dans la cellule hôte 

Dans le poumon, les molécules de surface de Mtb sont reconnues par les récepteurs de surveillance 

immunitaire de l'hôte, les PRRs, exprimés à la surface de la cellule hôte, incluant les TLRs et CLRs 

(Figure 8).  

Parmi les 10 TLRs connus à ce jour, les TLR2, TLR4 et TLR9 jouent les rôles les plus importants dans 

l'initiation de la réponse immunitaire contre la TB. Le TLR2 est considéré comme le plus crucial pour 

la réponse inflammatoire des macrophages, principale niche de réplication de Mtb. Après son 

hétérodimérisation avec le TLR1 ou le TLR6, le TLR2 peut reconnaître des lipoprotéines de Mtb ainsi 

que des glycolipides mycobactériens contenant du mannose pour induire une réaction inflammatoire 

(Jo, Yang, Choi, & Harding, 2007; Salgame, 2005). Paradoxalement, la signalisation TLR2 permet 

également à Mtb d'échapper aux défenses de l'hôte en inhibant la présentation des antigènes 

bactériens et en induisant la production de cytokines anti-inflammatoires, telles que l'IL-10 (Gehring, 

Dobos, Belisle, Harding, & Boom, 2004; Netea, van der Graaf, Van der Meer, & Kullberg, 2004; Noss 

et al., 2001). Des molécules de surface de Mtb peuvent aussi jouer un rôle antagoniste en se liant au 

TLR2 pour atténuer la production de cytokines inflammatoires. Bien que le TLR4 soit principalement 

connu pour être responsable de la signalisation LPS, dans le cas de la TB, ce récepteur joue un rôle 

important dans la reconnaissance de la protéine PE64 (Rv0335c), une protéine sécrétoire effectrice 

de Mtb, activant la voie de signalisation canonique NFĸB pour stimuler la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Sharma et al., 2021). Cependant, RipA5 crée une niche de réplication permissive dans 

les cellules hôtes via la signalisation TLR4 en induisant la répression de l'autophagie et de l'apoptose, 

ainsi qu'une reprogrammation métabolique (Sharma et al., 2021). Le TLR9 a été initialement décrit 

comme récepteur pour des motifs CpG non méthylés dans l'ADN bactérien et viral (Krieg et al., 1995; 

Lund, Sato, Akira, Medzhitov, & Iwasaki, 2003), mais son implication dans le contrôle de l'infection à 

Mtb n’est pas encore bien caractérisée. En 2005, Bafica et al. ont montré que l'ADN mycobactérien 

stimule effectivement la synthèse de cytokines pro-inflammatoires via TLR9 et ont établi un rôle pour 

ce TLR dans les réponses IL-12 et Th1 à l’infection in vitro et in vivo (Bafica  et al., 2005). 

                                                           
4
 Les protéines PE et PPE sont nommées ainsi d'après les résidus conservés de proline (P) et d'acide glutamique 

(E) retrouvés dans leurs séquences N‐terminales. 
5
 RipA est une endopeptidase qui hydrolyse le peptidoglycane permettant une séparation adéquate des deux 

cellules filles après division de la bactérie. 
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Les CLRs jouent aussi un rôle important dans la reconnaissance des PAMPs de Mtb : le récepteur au 

mannose, la dectine-2, la collectine CL-LK et la DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion 

molecule-3-Grabbing Non-integrin) peuvent tous se lier et répondre au ManLAM, tandis que Mincle 

(Macrophage inducible Ca2+-dependent lectin receptor) et CLECSF8 se lient au TDM (C. H. Liu, Liu, & 

Ge, 2017).  

En plus des interactions directes entre les molécules de surface de Mtb et les récepteurs de l'hôte, 

les bactéries peuvent également être opsonisées par divers facteurs de l'hôte comme le 

complément, les IgG ou la protéine A du surfactant, conduisant à l’internalisation bactérienne 

respectivement par, les récepteurs du complément, le récepteur Fcγ (FCGR), ou le récepteur de la 

protéine A du surfactant (Ernst, 1998). Une fois les récepteurs des cellules hôtes activés, ceci induit 

une phagocytose, conduisant à l’internalisation de Mtb (C. H. Liu et al., 2017).  
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Figure 8: Reconnaissance des PAMPs mycobactériens par les récepteurs de l’immunité innée 

(Stamm, Collins, & Shiloh, 2015) 

Ce schéma montre les principaux récepteurs impliqués dans la reconnaissance de Mtb et leur 

localisation cellulaire. Les PRRs à la surface des cellules comprennent les TLRs, les CLRs et les 

récepteurs scavenger. Les récepteurs cytoplasmiques reconnaissent les composants mycobactériens, 

tels que les protéines sécrétées et l'ADN qui accèdent au cytoplasme après perméabilisation de la 

membrane phagosomale. Sont représentées aussi, les principales voies de signalisation engagées 

après reconnaissance des PAMPs.  



61 
 

3.4.4. Maturation du phagosome contenant Mtb 

Mtb est internalisée par phagocytose dans les cellules phagocytaires telles que les macrophages 

(Figure 9), les DC et les neutrophiles. Comme cité précédemment, ce processus dépendant de l'actine 

est régulé par de nombreux récepteurs et dépend du type de cellule (Bussi & Gutierrez, 2019). 

Une fois que Mtb est internalisée par le macrophage, la bactérie va résider dans un compartiment, le 

phagosome, qui va maturer sous le contrôle de protéines de l’hôte (Pauwels, Trost, Beyaert, & 

Hoffmann, 2017). Par exemple, la GTPase Rab56 est présente sur les phagosomes précoces et permet 

le recrutement de protéines effectrices comme la phosphoinositide 3 (PI3) kinase vacuolar protein 

sorting 34 (VPS34) qui entraine l’accumulation du phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) au 

phagosome en maturation. Une fois sur la membrane, PI3P se lie à l'antigène 1 de l'endosome 

précoce (EEA1, Eraly endosome antigen 1), une protéine de liaison endosomale qui médie la fusion 

phagosome-lysosome. Au fur et à mesure que le phagosome mûrit, les niveaux de Rab5 diminuent à 

mesure que les niveaux d'une autre GTPase, Rab7, augmentent. Rab7 recrute ensuite des effecteurs 

supplémentaires tels que la protéine lysosomale interagissant avec Rab7 (RILP, Rab-interacting 

lysosomal protein), qui stimule le transport du phagosome vers le lysosome. De plus, le phagosome 

acquiert LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane protein 1) et LAMP-2, nécessaires à la fusion 

phagosome-lysosomale (Huynh et al., 2007). Au cours de cette maturation, l'ATPase H + associée à la 

vacuole (v-ATPase) et la NADPH oxydase sont recrutées dans la membrane phagosomale. Elles 

contribuent respectivement à l'acidification du phagosome et à la production d'espèces réactives de 

l'oxygène (ROS). 

Malgré ces mécanismes mis en place pour induire la dégradation des bactéries phagocytées, Mtb est 

capable de se répliquer dans les macrophages. En effet, Mtb utilise de multiples stratégies pour 

bloquer pratiquement toutes les étapes de la maturation des phagosomes et favorise ainsi sa survie 

(Figure 9). En raison de la faible acidification observée dans les compartiments contenant Mtb, des 

efforts se sont principalement concentrés sur la recherche des mécanismes par lesquels Mtb inhibe 

ce processus. Une caractéristique du phagosome contenant Mtb est un recrutement défectueux de 

la v-ATPase et un niveau réduit d'hydrolases lysosomales matures (Sturgill-Koszycki et al., 1994). Le 

mécanisme d'exclusion de la v-ATPase par les phagosomes de Mtb est associé à l'expression, médiée 

par STAT-5, de la protéine Cish (Cytokine inducible SH2 containing protein), qui cible sélectivement la 

v-ATPase pour l'ubiquitination et la dégradation (Queval et al., 2017). 

                                                           
6
 Rab5 se lie à une variété de protéines effectrices pour réguler les réponses cellulaires telles que le trafic 

membranaire intracellulaire, de la formation de vésicules de transport à leur fusion avec les membranes. La 
forme active liée au GTP est capable de recruter sur les membranes différents ensembles d'effecteurs 
responsables de la formation, du mouvement et de la fusion des vésicules. Rab5 est nécessaire à la fusion des 
membranes plasmiques et des endosomes précoces. 
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D’autres études ont également montré que Mtb était capable d’inhiber la conversion Rab5-Rab7 et 

l’accumulation de Ca2+ nécessaire à l’activité de VPS34 et au recrutement de EEA1 (Kinsella et al., 

2021; Roberts, Chua, Kyei, & Deretic, 2006).  
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Figure 9: Localisation de Mtb dans les cellules humaines. 

(Bussi & Gutierrez, 2019) 

Une fois que Mtb est phagocyté par les macrophages, elle va résider dans des phagosomes précoces 

et inhiber de la fusion phagosome-lysosome pour assurer sa survie. La bactérie utilise différentes 

stratégies pour interférer avec la maturation des phagosomes. Certains phagosomes contenant des 

Mtb peuvent cependant fusionner avec des endosomes tardifs. D'autre part, Mtb peut perturber la 

membrane phagosomale et s'échapper vers le cytosol. Dans l'exemple présenté, des dommages à la 

membrane sont partiellement observés bien que des artefacts de fixation chimique ne puissent être 

exclus. Ces différentes étapes ne sont pas stables mais très dynamiques. Les images de microscopie 

électronique de droite sont représentatives de macrophages humains infectés par Mtb illustrant les 

différents compartiments cellulaires où Mtb peut résider dans les cellules hôtes. Les molécules hôtes 

associées aux différentes étapes de localisation sont représentées en orange et les facteurs de Mtb 

impliqués dans le processus sont représentés en vert. 
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3.4.5. Perturbation de la membrane phagosomale et signalisation 

À l'intérieur du phagosome, Mtb sécrète des molécules effectrices qui perturbent la membrane 

phagosomale et qui induisent une signalisation en aval des PRRs cytosoliques (A. Mishra, Akhtar, 

Jagannath, & Khan, 2017; B. B. Mishra et al., 2010). 

a. Perméabilisation et réparation de la membrane du phagosome 

La rupture phagosomale est un événement clé dans l'interaction de Mtb avec les facteurs de l’hôte. 

L'action combinée des facteurs de virulence protéiques et lipidiques induit la rupture de cette 

structure contenant les bactéries. Ceci conduit à la libération des mycobactéries ou de leurs produits 

dans le cytosol induisant la mort de la cellule hôte (Simeone, Sayes, Lawarée, & Brosch, 2021). 

Le système de sécrétion ESX-1 est essentiel à cette perturbation membranaire, grâce à la sécrétion 

d'EsxA (ESAT-6) (W. H. Conrad et al., 2017; Hsu et al., 2003). Il a été démontré qu'EsxA perméabilise 

directement les membranes. Cependant, ce modèle a récemment été discuté en raison de la 

potentielle présence de détergent dans les préparations de protéines EsxA utilisées pour induire la 

rupture phagosomale (W. H. Conrad et al., 2017). Les préparations sans détergent de cette protéine 

ne présentaient pas d’activité de perméabilisation de la membrane à pH neutre, et les dommages de 

la membrane causés par ESX-1 étaient plutôt médiés par un contact direct de la bactérie avec la 

membrane de l’hôte (W. H. Conrad et al., 2017). Des travaux ont également associé PDIM de la paroi 

de Mtb aux lésions de la membrane phagosomale (Augenstreich et al., 2017; Barczak et al., 2017). 

Cependant, la délétion de PDIM affecte la sécrétion d'EsxA (Barczak et al., 2017), ce qui suggère que 

les effets sur l'intégrité de la membrane phagosomale pourraient en effet dépendre d'EsxA et 

nécessitent une étude plus approfondie.  

En cas de perturbation de la membrane phagosomale, la voie ESCRT7 (Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport) de la cellule hôte est activée pour favoriser la réparation du phagosome 

endommagé. Cependant, il a été montré que Mtb inhibait cette machinerie de réparation grâce à la 

sécrétion des effecteurs EsxG et EsxH du T7SS ESX-3 (Mittal et al., 2018). 

b. Reconnaissance des PAMPs cytosoliques et signalisation 

La perméabilisation de la membrane du phagosome permet la libération de PAMPs de Mtb dans le 

cytosol de la cellule hôte, qui peuvent être reconnus par les PRRs cytosoliques. L'ADN mycobactérien 

libéré active le récepteur d'ADN double brin cGAS (Collins et al., 2015; Watson, Manzanillo, & Cox, 

2012), qui synthétise le GAMP cyclique (cGMP-AMP) qui signale via le STING/ TBK1 (TANK Binding 

                                                           
7
 La machinerie ESCRT est composée de complexes protéiques cytosoliques, appelés ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II 

et ESCRT-III. Associés protéines accessoires, ces complexes permettent le remodelage membranaire qui se fait 
par un repliement / bourgeonnement des membranes. Ils jouent un rôle important dans le transport des 
protéines et des récepteurs ubiquitinés vers un lysosome. 
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Kinase 1) / IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) pour activer la production d'IFN de type I (Watson et 

al., 2015). Mtb peut également synthétiser le dinucléotide cyclique c-di-AMP, qui signale directement 

via STING (Dey et al., 2015). L'ARN de Mtb est transporté vers le cytosol de l'hôte de manière 

dépendante d'ESX-1 et de SecA2, conduisant à la reconnaissance par RIG-I et à la signalisation via 

MAVS (Mitochondrial Antiviral-Signaling protein) / TBK1/ IRF7 pour induire la production d'IFN de 

type I (Cheng & Schorey, 2018). La détection du peptidoglycane de Mtb via NOD2 conduit à une 

signalisation via RIP2 (Receptor-interacting-serine/threonine-protein kinase 2) / TBK1/ IRF5, induisant 

également la production d'IFN de type I (Pandey et al., 2009) (Figure 10). Le TLR9 peut aussi détecter 

l'ADN de Mtb et induire la production de cytokines pro-inflammatoires (C. H. Liu et al., 2017).  

Suite à la rupture phagosomale, Mtb active aussi les NLRs, comme le NLRP3 ou le NLRC4, et le 

capteur d'ADN cytoplasmique AIM2, conduisant à l'assemblage de l'inflammasome8 et à la sécrétion 

des cytokines pro-inflammatoires IL-18 et IL-1β ainsi que la mort cellulaire par pyroptose9 (B. B. 

Mishra et al., 2010; Saiga et al., 2012; Wassermann et al., 2015). 

Ces voies de signalisation induisent également un processus d’autolyse ou autophagocytose appelé 

autophagie, en induisant la translocation de l'ubiquitine et de LC3 au phagosomes contenant Mtb et 

à la formation ultérieure d'autophagosomes qui sont acheminés vers le lysosome (Budzik et al., 2020; 

Manzanillo et al., 2013; Watson et al., 2015; Watson et al., 2012). Les ligases E3 contribuent à 

l'ubiquitination des structures contenant Mtb (Franco et al., 2017; Manzanillo et al., 2013) qui seront 

reconnues par les récepteurs de l'autophagie comme p62, TAX1BP1, l'optineurine, NBR1 et NDP52 

(Budzik et al., 2020; Manzanillo et al., 2013). La protéine de surface PE_PGRS29 de Mtb possède 

également un domaine de liaison à l'ubiquitine, qui facilite l'interaction de Mtb avec les chaînes 

d'ubiquitine de l'hôte et déclenche l'adressage de Mtb aux autophagosomes (Q. Chai et al., 2019). 

Cependant, malgré la colocalisation de certains bacilles avec la machinerie d'autophagie, Mtb utilise 

plusieurs mécanismes pour bloquer l’acheminement au lysosome médié par l’autophagie. La bactérie 

sécrète Eis (Enhanced intracellular survival), une N-acétyltransférase qui inhibe l'autophagie en 

limitant la disponibilité des ROS (Shin et al., 2010). Elle favorise également la rétention du facteur 

hôte Coronin-1A sur les phagosomes, bloquant la formation d'autophagosomes (Seto, Tsujimura, & 

Koide, 2012). La protéine ManLAM mycobactérienne et la protéine PE_PGRS47 sécrétée peuvent 

également bloquer la maturation des autophagosomes par des mécanismes inconnus (Saini et al., 

2016; Shui et al., 2011). De plus, l’infection par Mtb induit l’expression accrue de mir-33, qui régule à 

                                                           
8
 L’inflammasome est un complexe protéique qui se forme suite à la reconnaissance de divers signaux 

inflammatoires par des protéines de la familles NLRP ou par AIM2. Il favorise la maturation des cytokines 
inflammatoires comme l’IL-1β et l’IL-18, en les clivant via l’activation de la caspase 1. 
9
 La pyroptose est une forme hautement inflammatoire de mort cellulaire lytique programmée induite suite à 

l’activation de l’inflammasome.  
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la baisse l'expression des gènes de l'autophagie, entraînant une diminution du recrutement du 

récepteur de l’autophagie p62 et de LC3 (Ouimet et al., 2016).  
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Figure 10: Voies de détection de l'ADN et de l'ARN cytosoliques Mtb.  

(Qiyao Chai, Wang, Liu, & Ge, 2020) 

Lors de l'infection, Mtb est internalisé dans des phagosomes par les cellules phagocytaires de l'hôte. 

La rupture du phagosome induits par Mtb libèrent de l'ADN et de l'ARN bactériens dans le cytosol de 

l'hôte. Les capteurs cytosoliques cGAS, IFI204 et AIM2 reconnaissent l'ADN de Mtb, tandis que RIG-I, 

MDA5 et PKR détectent l'ARN. Bien que NLRP3 et NOD2 répondent également à l'infection par Mtb, 

on ne sait pas s'ils sont directement activés par l'ARN de Mtb. Ces récepteurs cytosoliques activés 

induisent davantage l'activation des inflammasomes et des voies immunitaires innées médiées par 

NF-κB et IRF3 pour réguler les réponses anti-Mtb de l'hôte. 
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3.4.6. Régulation métabolique de la réponse immune 

Au cours de l'infection par Mtb, les macrophages subissent un remodelage métabolique, qui implique 

un passage de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) à la glycolyse (Gleeson et al., 2016). Lors de 

cette conversion métabolique, les macrophages acquièrent un phénotype inflammatoire, appelé M1, 

avec une production élevée de molécules pro-inflammatoires qui est induite par la signalisation IFN-γ 

et médiée par le facteur de transcription HIF-1α (Hypoxia-inducible factor 1α). L’inhibition de ce 

changement métabolique est accompagnée d’une réduction de production d'IL-1β et une 

augmentation de production d'IL-10, contribuant à la survie intracellulaire de Mtb (Braverman, Sogi, 

Benjamin, Nomura, & Stanley, 2016; Gleeson et al., 2016). Les macrophages non infectés/naïfs de 

type M2 sont anti-inflammatoires et tirent leur énergie de l’OXPHOS et de l'oxydation des acides gras 

(R. Kumar et al., 2019). 

Les macrophages alvéolaires sont moins puissants pour contrôler la réplication de Mtb que les 

macrophages interstitiels. En effet, le métabolisme de l'OXPHOS dans les macrophages alvéolaires 

est associé à la disponibilité du fer et des acides gras, à une prédominance de l'oxydation des acides 

gras et à une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires, le tout entraînant un 

environnement plus permissif pour Mtb (Huang, Nazarova, Tan, Liu, & Russell, 2018; Pisu, Huang, 

Grenier, & Russell, 2020). En revanche, les macrophages interstitiels glycolytiques limitent l'accès au 

fer par séquestration, produisent plus de NO (Nitric Oxide) et expriment des cytokines pro-

inflammatoires (Huang et al., 2018; Pisu et al., 2020). 

Le métabolisme de l'arginine est également un mécanisme régulateur important dans la polarisation 

des macrophages. L’arginine est le substrat de NOS2 (Nitric oxide synthase 2) et de l’ARG1 (Arginase 

1). Par conséquent, ARG1 peut inhiber la production de NO par épuisement de l'arginine. Les 

macrophages déficients en Arg1 ont une activité bactéricide accrue contre Mtb (El Kasmi et al., 

2008).  Une analyse approfondie des sous-types de macrophages pendant l’infection à Mtb a mis en 

évidence différentes populations qui expriment des marqueurs associés à un phénotype 

inflammatoire M1 (iNOS) ou à un phénotype anti-inflammatoire et de réparation tissulaire M2 (ARG1 

et ARG2). Un modèle ultérieur suggère que le rapport M1/ M2 est un indicateur de l’évolution du  

granulome vers une forme active (Huang, Nazarova, & Russell, 2019). 

L'infection des macrophages par Mtb entraîne aussi une régulation positive d’Irg1 (Immune-

responsive gene 1), une enzyme mitochondriale qui produit de l'itaconate pour contrôler les 

réponses pro-inflammatoires afin de limiter le recrutement des neutrophiles et prévenir la 

susceptibilité à l'infection (Nair et al., 2018). Mtb induit également l'indoléamine 2 ,3-dioxygénase 

(IDO), activant le catabolisme du tryptophane, qui réduit la prolifération des lymphocytes T, 
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permettant ainsi la réplication bactérienne et l'augmentation des lésions pulmonaires (Gautam et al., 

2018). Chez les macaques infectés par Mtb, le blocage de l'IDO entraîne la formation de tissu 

lymphoïde associé aux bronches (iBALT), qui est associé à une protection contre la maladie, à une 

prolifération accrue des cellules T et à la localisation des cellules T au centre du granulome (Gautam 

et al., 2018). 

3.4.7. Mort de la cellule hôte 

Une conséquence supplémentaire de la signalisation prolongée des PRRs cytosoliques est la mort de 

la cellule hôte. Le mécanisme par lequel une cellule infectée par Mtb meurt peut avoir un impact sur 

le contrôle de l’infection (Figure 11). L'apoptose est une mort cellulaire non inflammatoire 

dépendante de la caspase-8 qui empêche la libération des PAMPs et des DAMPs. Après l'apoptose, 

les cellules apoptotiques infectées par Mtb sont éliminées par les cellules phagocytaires par 

efférocytose (Blomgran, Desvignes, Briken, & Ernst, 2012). L'apoptose elle-même n'est pas 

bactéricide, mais l'efférocytose des corps apoptotiques contenant Mtb permet un adressage au 

lysosome (Martin et al., 2012) et une présentation antigénique plus efficace (Blomgran et al., 2012). 

En revanche, la pyroptose et la nécroptose sont des formes lytiques de mort cellulaire qui libèrent 

Mtb avec les PAMPs et les DAMPs dans le milieu extracellulaire. Ceci amplifie l'inflammation et 

promeut la réplication bactérienne (Lerner et al., 2017).  

Mtb produit plusieurs facteurs qui inhibent l'apoptose et induisent préférentiellement la nécrose. La 

neutralisation des ROS par des effecteurs bactériens comme SodA (superoxyde dismutase A) et 

l’inhibition de c-Jun N-terminale kinase (JNK) de l’hôte inhibent la mort par apoptose (Hinchey et al., 

2007; Kim et al., 2012; Miller, Velmurugan, Cowan, & Briken, 2010; Schaaf et al., 2017; Sun et al., 

2013).  

Une étude a montré que les macrophages infectés par Mtb, in vitro ou chez la souris, subissent une 

forme de mort cellulaire dépendante de l’accumulation du fer, appelée ferroptose, qui favorise la 

réplication bactérienne (Amaral et al., 2019). La détection de Mtb par NLRP3 peut également 

entraîner une pyroptose ou une nécrose (Welin, Eklund, Stendahl, & Lerm, 2011; Wong & Jacobs, 

2011).  

Bien que le TNF-α soit nécessaire pour contrôler l'infection à Mtb, des niveaux élevés de cette 

cytokine peuvent favoriser la nécrose lorsque l'apoptose est inhibée, entraînant une inflammation 

supplémentaire, des lésions tissulaires et une réplication bactérienne accrue. Mtb produit une toxine 

nécrosante (TNT, TB Necrotizing Toxin), qui hydrolyse le NAD+ et active RIPK3 (receptor-interacting 

serine/threonine protein kinase 3) induisant une nécrose. La délétion du gène RIPK3 entraîne une 

baisse des taux de TNF-α, une diminution de la charge pulmonaire de Mtb et une immunopathologie 
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réduite, ce qui suggère une diminution de la nécrose induite par RIPK3 (Pajuelo et al., 2018; X. Zhao 

et al., 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Les facteurs de virulence de Mtb modulent la mort cellulaire de l’hôte pour permettre la 
survie du bacille 

(Porcelli & Jacobs, 2008) 

Des formes alternatives de mort cellulaire sont stimulées par l'infection des macrophages par des 

mycobactéries avirulentes et virulentes. Les mycobactéries avirulentes, y compris les formes 

mutantes de Mtb, induisent l'apoptose du macrophage. L’enveloppe de ces corps apoptotiques est 

imperméable et empêche les bactéries de s'échapper. Ce processus conduit au confinement et à la 

destruction des bactéries et est également associé à un amorçage rapide des réponses des 

lymphocytes T spécifiques de l'antigène. En revanche, les mycobactéries virulentes provoquent la 

mort des macrophages par nécrose, qui produit une membrane cellulaire perméable qui permet aux 

bactéries de s'échapper et de se propager.  
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La TB est l’une des dix premières causes de mortalité dans le monde due à un seul agent infectieux et 

représente toujours une menace pour la santé publique. La protection par le BCG, seul vaccin 

administré jusqu’à aujourd’hui, n’est pas durable dans le temps et varie considérablement selon 

l’âge, l’ethnie et la forme de la maladie. Le non-respect du schéma thérapeutique est la première 

cause de l’émergence de souches résistantes. Bien que plusieurs antibiotiques soient actuellement 

en cours d'essais cliniques, Mtb développera certainement aussi une résistance contre ces nouvelles 

molécules. Dans ce contexte, des stratégies innovantes sont nécessaires pour éradiquer la TB. 

Les thérapies dirigées vers l'hôte (HDT) sont considérées comme une stratégie prometteuse pour 

contrôler l'infection à Mtb. Les molécules HDT cibleraient l'hôte plutôt que les bactéries dans le but 

de : 

 Améliorer l’activité bactéricide médiée par les macrophages et réduire la croissance des 

bacilles 

 Moduler les voies anti-mycobactériennes de l'hôte qui sont bloquées ou altérées par Mtb 

pour favoriser sa survie 

 Renforcer la mémoire immunitaire 

 Perturber la structure du granulome pour exposer Mtb aux traitements antituberculeux 

 Moduler les voies et les médiateurs pro-inflammatoires pour atténuer les lésions et favoriser 

le remodelage tissulaire du poumon 

Le développement de HDT efficaces nécessite la compréhension d’une part, des mécanismes de 

défense mise en place par le système immunitaire face à l’infection et d’autre part, des stratégies 

d’échappement à ces mécanismes développés par la bactérie.  

Au sein du macrophage, niche réplicative de la bactérie, Mtb parvient grâce à ses facteurs de 

virulence, à inhiber la maturation du phagosome dans lequel elle réside. Ce processus induit par 

l’inhibition de l’acidification de la vacuole grâce à l’inhibition de recrutement des hydrolases et à la 

dégradation des pompes à protons. Mtb est aussi capable de perturber l’intégrité membranaire du 

phagosome en sécrétant entre autres, des toxines perforantes. Ceci permet au bacille d’accéder au 

cytosol et de s’y répliquer. Cibler des voies de signalisation plus précoces chez l’hôte pourrait 

permettre en aval d’empêcher Mtb à détourner la machinerie cellulaire qui lui permet de survivre et 

se répliquer.  

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à une protéine adaptatrice des TLRs, 

récepteurs importants dans la reconnaissance de Mtb et l’initiation de l’immunité antituberculeuse. 

Cet adaptateur appelé Tirap, joue un rôle important dans l'établissement de l’inflammation. La perte 
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de fonction de Tirap a été associée à la susceptibilité et à la résistance à certaines infections. Ces 

effets opposés révèlent des fonctions paradoxales de Tirap et l’importance de cet adaptateur dans le 

contrôle de l’infection. Dans le contexte de la TB, des mutations ponctuelles hétérozygotes dans le 

domaine fonctionnel de Tirap a révélé des effets contradictoires quant à la résistance à l’infection par 

Mtb. Par exemple, la mutation S180L, mutation la plus fréquente chez l’homme, a été associé à la 

fois à la résistance et à la susceptibilité et plusieurs études ont également montré que cette mutation 

n’avait aucun effet. 

L’objectif principal de ma thèse est d’identifier le réel effet d’une déficience pour Tirap dans le 

contrôle de l’infection à Mtb chez la souris et dans le macrophage. 

Différents aspects de la TB et du trafic intracellulaire de Mtb ont été abordés au cours de cette 

thèse : 

 La réponse cytokinique cellulaire et chez la souris au cours de l’infection  

 La capacité de la bactérie à inhiber la maturation du phagosome en bloquant son 

acidification 

 La capacité de la bactérie à établir une niche favorable à sa réplication en induisant la 

formation de gouttelettes lipidiques 

Identifier les facteurs de l’hôte impliqués dans les mécanismes qui induisent une plus forte résistance 

ou une susceptibilité accrue à l’infection permettrait de mieux comprendre la pathogénèse de la TB 

et prédire le développement de la maladie. Ces effecteurs de l’hôte pourraient être ciblés dans une 

stratégie de HDT afin d’améliorer les traitements actuels et réduire le risque d’émergence de 

nouvelles souches multi-résistantes. 
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Résumé 

Le développement de la tuberculose est étroitement lié au déséquilibre de la balance immunitaire, 

entraînant l'incapacité de l'hôte à contrôler l'infection. Cette réponse immunitaire se caractérise 

principalement par la mise en place d'une inflammation. En plus des cytokines inflammatoires, la 

réponse immunitaire repose sur de nombreux autres partenaires interagissant dans des voies de 

signalisation complexes et leur déclenchement nécessite l’activation adéquate des récepteurs de 

l'immunité innée et une signalisation en aval de ceux-ci. Tirap est une protéine adaptatrice 

importante pour l’inflammation et la signalisation en aval des TLRs. Dans cet article, nous avons 

étudié comment une déficience génétique de cette protéine clé dans l’initiation de la réponse 

immunitaire, pourrait affecter l'infection à Mycobacterium tuberculosis (Mtb) dans un modèle de 

souris. Fait intéressant, nous avons montré que seules les souris hétérozygotes pour Tirap étaient 

plus résistantes à l'infection par Mtb. Ce résultat peut être corrélé avec d'autres études humaines 

montrant que le polymorphisme associé à une perte de fonction Tirap confère une résistance à la 

tuberculose. Au sein des macrophages, nous avons également observé que la bactérie ne parvenait 

pas à atteindre sa niche réplicative dans les cellules déficientes en Tirap. Dans les cellules non 

déficientes, nous avons montré également que l'infection induit l'expression de Tirap via la voie de 

signalisation en aval de TLR9 qui induit au travers d’une signalisation médiée par STAT5, l’expression 

de Cish, une protéine contrôlant l'acidification phagosomale. Grâce à ces résultats, nous apportons 

de nouvelles connaissances sur l’un des mécanismes que les mycobactéries emploient pour 

manipuler la cellule hôte afin de contourner cette interaction hôte-agent pathogène à son avantage. 
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Abstract 

Progression of tuberculosis is tightly linked with a disordered immune balance, resulting in inability 

of the host to restrict intracellular bacterial replication and subsequent dissemination. The immune 

response is mainly characterized by an orchestrated recruitment of immune cells that secrete 

inflammatory cytokines. This response results from the activation of innate immunity receptors that 

trigger downstream intracellular signaling pathways involving adaptor proteins such as the TIR-

containing adaptor protein (Tirap). In Humans, resistance to tuberculosis is associated with a loss of 

function in Tirap that is downstream of several TLR signaling. Here, we explored how genetic 

deficiency of Tirap may directly or indirectly control the initiation cellular and organismal resistance 

to Mycobacterium tuberculosis (Mtb) infection in a mouse model and ex vivo. Interestingly, we 

showed that only Tirap heterozygous mice are more resistant to Mtb infection. Upon investigation at 

the cellular level, we observed that bacteria were not able to replicate in Tirap-deficient 

macrophages compared to wild-type counterpart. We further show that Mtb infection induced Tirap 

expression through TLR9 signaling and led to a STAT5-mediated expression of Cish, involved in the 

control phagosomal acidification. Our findings provide new molecular cues on how Mtb manipulates 

innate immune signaling for enabling intracellular replication and survival of the pathogen, thus 

paving the way to host-directed approaches against tuberculosis. 

Keywords: M. tuberculosis, Macrophage, Mal/Tirap, MyD88, Cish, inflammatory response, innate 

immunity, bacterial intracellular survival.  
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Author summary 

The efficiency of Mycobacterium tuberculosis in establishing its replicative niche relies on its capacity 

to manipulate host factors. The aim of our study was to identify the impact of a genetic deficiency in 

Tirap, a key factor of the innate immunity response, on the evolution of in vivo and ex vivo 

tuberculosis infections. Here, we show that heterozygous mice for a truncated Tirap protein were 

more resistant to the infection, displaying less bacterial burden in the lungs. At the cellular level, we 

identified a repression of Cish-mediated phagosomal acidification in heterozygous macrophages 

resulting in an enhanced bactericidal activity. Our results provide new insights about how Mtb 

infection could favour the expression of Tirap to ensure its survival.  
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Introduction 

In a given population, individuals differ from each other in many of their genes. Infectious diseases 

have been major threats to health and survival throughout the history of human evolution. Natural 

selection is thereby expected to act significantly on host defense genes, particularly innate immunity 

genes whose products mediate the host interaction with the microbial environment (1). Toll like 

receptors (TLRs) play a central role in the coordination of innate and adaptive immunity. TLRs can 

recognize a distinct range of conserved microbial components. The TLRs-mediated detection of 

microbes activates a signalling cascade that leads to the initiation of an immunoregulatory response. 

The variability of this immune response is genetically controlled. In humans, genetic deficits and 

polymorphisms associated with TLR pathways are often described as influencing the course of many 

infections (2-4).  

Among the various immune actors involved in this process, the TIRAP gene, located on chromosome 

11q24.2, encodes for the Tirap/Mal (TIR-containing adaptor protein/ MyD88 adaptor-like) protein, 

which has a C-terminal TIR domain acting as a sorting and bridging adaptor between TLR2, TLR4 and 

TLR9 to bring a TLR adaptor, MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) into the immune 

pathway (5, 6). The signalling cascade initiated upon TLR stimulation leads to the activation of 

transcription factors resulting in the production of pro-inflammatory cytokines such as Interleukin 

(IL)-6, IL-12 and Tumour Necrosis Factor (TNF)-α (7). Tirap knock-out mice have been reported to be 

more susceptible to Escherichia coli (8) and Klebsiella pneumonia (9) infection. Furthermore, Tirap is 

the most polymorphic of all the adaptor proteins. In human populations, more than 30 SNPs (single 

nucleotide polymorphism) have been described in the Tirap protein and the surrounding region (8 of 

which are in its coding region) (10). These genetic variations have been associated with both disease 

susceptibility and resistance, suggesting paradoxical functions of Tirap to contain infections (11).  

Contrasting roles of Tirap genetic variations have been particularly reported in patients facing 

tuberculosis (TB) (12-15). TB is a human infectious lung disease that kills more than 1.5 million people 

each year (16). Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the bacterium responsible for the disease, is a 

successful pathogen, which, upon inhalation, is able to infect host alveolar macrophages. The bacillus 

will then massively manipulate endocytic trafficking of macrophages to ensure its survival (17). One 

of these survival strategies is the manipulation of endosomal and lysosomal host compartments, 

which prevents the acidification of Mtb-containing vacuoles by blocking phagosome maturation (18). 

Ultimately, Mtb can escape from the vacuole and reside inside the cell cytoplasm (19). Therefore, 

Mtb has developed an extensive set of mechanisms to promote its survival and replicate 

intracellularly during its prolonged stay in the alveolar macrophages. 
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Epidemiological studies have identified a role of Tirap genetic variation and more precisely the S180L 

mutation in TB susceptibility (20-23). Substitution of a serine by a leucine amino acid at position 180 

leads to altered NF-κB signalling and lastly protection against exaggerated inflammation (10). The 

gene may have this polymorphism as homozygous ser/ser or leu/leu or heterozygous as ser/leu. The 

S180L (C539T) has been reported to be protective against several diseases but its role in TB 

susceptibility has been largely debated. For example, Capparelli et al., demonstrated that S180L 

heterozygosity confers resistance against TB in individuals (22) whereas another study showed the 

completely opposite effect of S180L (21). Even though a meta-analysis concluded that S180L 

polymorphism is significantly correlated with reduced risk of TB infection (15) further investigations 

are needed to understand the roles of this protein in the control of TB.  

In this work, we compared the ability of wild type (WT/Tirap+/+), heterozygous (Tirap+/-) or 

homozygous knock-out (Tirap-/-) mice for Tirap to control Mtb infection. Interestingly, we observed 

that heterozygous mice are the more resistant to the infection. At the infected macrophage level, we 

observed that the bacterium has difficulties controlling its Cish-mediated intra-endocytic process in 

Tirap mutant cells, allowing weaker replication. Together these results suggest that a partial loss-of-

function in the Tirap protein protects against Mtb infection.   



82 
 

Results 

In vivo model of Tirap heterozygosity protects from Mtb infection  

C57BL/6 Tirap-deficient mice (Tirap-/-) have been historically generated by gene targeting leading to 

the depletion of two exons coding for the TIR domain and the expression of non-functional Tirap 

protein (24). In accordance with the objective of this work, we generated a mouse model for Tirap 

heterozygosity (Tirap+/-) by cross-breeding wild-type (Tirap+/+) and knock-out (Tirap-/-) mice 

(Fig.S1A). To determine the physiological relevance of a total or a partial loss of Tirap function during 

TB infection, we inoculated intranasally these mice with a high dose (1 x 105 colony-forming units 

(CFU)) of the virulent Mtb H37Rv strain. During the experiment, no apparent differences in body 

weight or animal behavior were observed. 28 days post-infection, mice were sacrificed and lungs 

were harvested for histopathology, immunopathology and to study bacterial burden. Interestingly, 

determination of pulmonary mycobacterial loads showed a significant increase in Mtb replication +/+ 

and Tirap-/- mice compared to Tirap+/- littermates suggesting that the latter are more resistant to 

infection (Fig.1A). To gain insight into the pathogenesis established during infection, we analyzed 

lung sections by histology and immune cells recruited to the lungs using flow cytometry.  

Anatomopathological examination between the different Tirap genotypes revealed no difference in 

the overall aspect of the lungs and the lesions induced by the infection (Fig.1B). While the overall 

basal number of immune cells present in the lung of each genotype was not significantly different 

(Fig.S1B), the examination of innate immune cell profiles 28 days post-infection revealed a noticeable 

increase in neutrophils in the lungs of Tirap-/- mice (Fig.1C). In contrast, the number of CD8 T cells, 

CD4 T cells and B lymphocytes increased in the lungs of infected Tirap+/- mice, but not in Tirap+/+ 

and Tirap-/- mice, indicating a more effective adaptive immune response, which could explain the 

resistance of heterozygous mice to Mtb infection (Fig.1C). Additionally, we compared the expression 

profile of inflammatory cytokines in total lung extract (Fig.1D). The only difference that we observed 

was a decrease in the transcription of IL-12p40 and TNF-α in Tirap-/- mice.  

Together, our results show that, as supported by several human reports, heterozygosity for Tirap 

confers protection against Mtb infection. We then decided to study Mtb replication abilities at the 

macrophage level and investigated specific features of Mtb trafficking that could explain the 

protection associated with heterozygosity for Tirap. 
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Figure 1: Comparative study of bacterial load, recruited immune cells and cytokines expression in 
lungs of Tirap +/+, +/- and -/- infected mice.  

C57BL/6 WT (+/+), Tirap+/- (+/-) and Tirap-/- (-/-) mice were intranasally infected with Mtb H37Rv (103 
CFU/20µL). 28 days post-infection, mice were sacrificed to study their pathological state. (A) 
Mycobacterial load was determined by plating lung lysates and counting Colony-Forming Units (CFU) 
2 weeks after plating. Shown are mean ± SEM of at least 9 infected mice per condition. (B) Toluidine 
blue staining of non-infected (control) and infected (28 days post-infection) slice lungs (5 µm) from 
+/+, +/-, -/- mice. Bar: 10 mm. (C) Histogram depicting changes of immune cells populations during 
the course of Mtb H37Rv infection, as determined by flow cytometry using specific cell surface 
markers. Cell numbers were normalized to the total cell number analyzed in the whole lung. Shown 
are mean ± SEM of cells obtained from three individual mice per group. (D) Histograms showing fold 
increase in different cytokines expression in lungs of infected +/+, +/- and -/- mice. Shown are mean 
± SEM of 5 infected mice per condition. dpi: days post-infection, ns: non-significant, * P value < 0.05, 
** P value < 0.01, as determined by Ordinary one-way ANOVA test.  
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Tirap deficiency impairs Mtb replication inside macrophages  

In order to evaluate the contribution of Tirap partial loss-of-function to the molecular mechanisms 

involved in this resistance phenotype, we assessed the ability of Mtb to replicate in macrophages, 

the main reservoir for these bacteria. We first infected bone marrow-derived macrophages (BMDMs) 

derived from each genotype of mice with a GFP-expressing Mtb H37Rv strain (MOI (multiplicity of 

infection) of 2) and followed bacterial growth during 4 days. Cells were grown in 384-well plates and 

their nuclei were labelled to enable analysis by an automated confocal microscopy approach using in-

house multiparametric imaging. This allowed acquisition and examination of hundreds of images 

generating robust and reproducible data sets (25). We applied algorithms to input images, allowing 

us to segment different fluorescent signals to detect nuclei and to select cells and bacteria. We first 

ensured that the proliferative capacity of the BMDMs was not altered by Tirap deficiency. As shown 

in Fig.S1C, the three types of macrophages showed the same growth profile over a period of 4 days. 

Further analysis allowed us to determine infection rate and bacterial load per cell. First, we observed 

that Tirap deficiency does not impair Mtb uptake by macrophages, as determined by the percentages 

of Mtb-infected BMDMs 3 h post-infection (hpi) (Fig.2A). We then compared the intracellular area of 

Mtb per infected cell, which directly correlates with the number of Mtb per cell (18). At 4 dpi, fold 

increase of bacterial load was lower in Tirap+/- BMDMs than Tirap+/+ BMDMs, which is consistent 

with the phenotype observed in mice (Fig.2A). Intriguingly, fully deficient BMDMs also showed a 

lower bacterial load than Tirap+/+ BMDMs and a similar load to that of Tirap+/- BMDMs. This 

resistance phenotype of Tirap-/- macrophages suggests that the heightened inflammatory state and 

the recruited neutrophils in the lungs can be detrimental for bacterial clearance. Overall, the 

bacterial load in macrophages shows that Tirap promotes the survival and/or the intracellular growth 

of the virulent Mtb H37Rv strain. Moreover, in less virulent infection conditions using the attenuated 

Mtb H37Ra strain (Fig.S2A), Tirap deficiency did not show any impact on bacterial growth, suggesting 

that this event is dependent on bacterial virulence. 

As Tirap seems to favor Mtb replication by a virulence-dependent mechanism, we measured Tirap 

expression in BMDMs by qRT-PCR. While tirap was expressed at steady state in non-infected (NI) 

Tirap+/+ and Tirap+/- BMDMs at a similar rate, we observed a pronounced difference during Mtb 

infection at 3 hpi (MOI of 2), where tirap expression was increased three times in Tirap+/+ BMDMs 

(Fig.2B). On the contrary, no induction of the transcription of tirap was observed in heterozygous 

cells by Mtb infection. This suggests that the bacteria engage Tirap and/or its downstream signaling 

pathways to replicate inside macrophages.  
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As described in the literature (26), the lipid binding domain of Tirap allows the adaptor to be 

recruited to phospholipid membranes. With our observation that Tirap expression is increased during 

infection, we aimed to analyze its cellular distribution. Mtb-infected Tirap+/+ BMDMs were stained 

with anti-Tirap antibody and images were captured by confocal microscopy. We found that the 

percentage of Tirap-expressing cells increases with the MOI and that the Tirap signal is localize close 

to the bacteria, indicating that the adaptor could be recruited to the Mtb-containing vacuole (MCV) 

during infection (Fig.2C). We considered the impact of Tirap being recruited to the MCV on its 

implication in signaling pathways of intracellularly expressed TLRs. TLR9 is known to be localized to 

endosomes as well as to phagolysosomes, where it could be triggered by mycobacterial DNA after 

uptake of the pathogen. This led us to consider TLR9 as an important candidate pattern-recognition 

receptor that might account for the Tirap dependency of host resistance to Mtb. To investigate this 

hypothesis, we infected TLR9-deficient BMDMs with Mtb H37Rv-GFP and followed bacterial growth 

for 4 dpi. We found that TLR9 deficiency restricts excessive growth and replication of Mtb at a 

comparable rate to Tirap deficiency (Fig.S2B). We also investigated the impact of MyD88, TLR2 and 

TLR4 and found no differences compared to the bacterial load in infected WT BMDMs (Fig.S2B). This 

strongly suggests that the impact of Tirap on Mtb replication could be linked to TLR9 activation in a 

MyD88-independent signaling pathway. 

The comparison of the inflammatory response initiated after infection showed that cytokine 

expression is poorly induced in Tirap-/- macrophages, while heterozygous cells displayed an 

intermediate inflammatory level (Fig.2D). Indeed, gene expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 was 

significantly lower in heterozygous cells compared to WT littermates.  

Taken together, these data suggest that the increased expression of Tirap and its recruitment to the 

MCV during infection is the first evidence that Mtb has the capacity to dampen host defense 

mechanisms via Tirap among other host factors. Moreover, our results align with the intracellular 

replication of Mtb and the activation of inflammatory responses.   
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Figure 2: Tirap expression and localization in Mtb-infected BMDMs: Impact on bacterial growth and 
cytokines expression. 

(A) BMDMs were grown in 384-well plates, infected with Mtb H37Rv-GFP (MOI of 2) and analyzed by 

automated confocal microscopy. Shown are representative images of +/+, +/- and -/- BMDMs at 3 hpi 

(upper panel) and 4 dpi (lower panel). Segmentation algorithms were applied to input images to 

detect nuclei labeled by Hoechst 33342 (cyan) and the GFP signal of Mtb H37Rv (green) to determine 

infection rate 3 hpi (left histogram) and replication fold increase from 3 hpi to 4 dpi (right histogram). 

Shown are mean ± SEM obtained from at least 8 analyzed wells per condition. Bar: 50 µm. (B) 

Histogram showing mean ± SEM of relative tirap gene expression. +/+, +/- and -/- BMDMs were 

infected with Mtb H37Rv at MOI=2 for 3 hours. Non-infected (NI) +/+ cells served as control. 

Transcription of tirap was assessed by quantitative RT-PCR and normalized to the expression of 

gapdh, used in all samples as a housekeeping gene. (C) Confocal image of the subcellular localization 
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of Mtb H37Rv-GFP (green) and Tirap (red) in +/+ BMDM at 24 hpi. The nucleus was labeled with DAPI 

(blue). Bar: 5 µm. Percentages of cells displaying red signals are reported on the graph and represent 

the percentage of Tirap positive cells according to the MOI. (D) Histograms showing mean ± SEM of 

fold increase in different cytokines expression in BMDMs from +/+, +/- and -/- mice. NI: non-infected, 

Inf: infected, hpi: hours post-infection, dpi: days post-infection, ns: non-significant, * P value < 0.05, 

** P value < 0.01, *** P value < 0.001, **** P value < 0.0001, as determined by Ordinary one-way 

ANOVA test. 
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Tirap inhibits maturation of the Mtb-containing vacuole (MCV)  

To better understand why a lack in tirap expression results in significant containment of Mtb growth 

in macrophages, we compared the expression profiles of Mtb-infected WT and Tirap-deficient 

BMDMs by RNAseq. As Tirap+/- and Tirap-/- BMDMs displayed the same resistance phenotype, we 

first performed an analysis to discriminate genes that are commonly modulated compared to WT 

cells during infection (Fig.3A). Within just 3 hpi, the transcriptional signature in Tirap-deficient 

BMDMs differed markedly from WT BMDMs with 38 and 62 genes that were at least two-fold 

increased and decreased in Tirap-deficient BMDMs, respectively (Fig.3A-C). Enrichment analysis of 

transcriptomic datasets highlighted the downregulation of several genes related to inflammation 

(cytokines and inflammatory response) in Tirap-deficient macrophages (Fig.3D). Indeed, a lack of 

Tirap expression in Mtb-infected BMDMs resulted in reduction of IL-1, IL-6, IFN and NOS2 production 

as also previously observed in Fig.2D. 

Apart from downregulated inflammatory genes, we identified the Cish gene (Fig.2D and Fig.3A), 

known as a key player of the Cytokine Signaling and Immune Regulation (SOCS) protein family in the 

manipulation of immune responses (27). Cish expression was 4- and 21-times higher in infected WT 

BMDMs compared to +/- and -/- BMDMs during infection, respectively (Fig.4A). Its role in TB 

pathogenesis was previously reported by our team (18). Data showed that during infection, Cish is 

overexpressed and the Cish protein is recruited to MCVs. Sequestration of Cish close to Mtb triggers 

the degradation of the proton v-ATPase, thus inhibiting the acidification of MCVs and allowing 

replication of bacteria. Inhibition of Cish expression in Tirap-deficient cells during infection could 

interfere with v-ATPase degradation, and this might explain the capacity of Tirap-deficient cells to 

control bacterial growth by inducing acidification of MCVs. To investigate phagosomal maturation, 

we monitored the fusion of Mtb phagosomes with lysosomes by fluorescence microscopy using the 

pH-sensitive LysoTracker dye. It has been demonstrated previously that the intensity of LysoTracker 

labeling directly correlates with the acidification of Mtb vacuoles (18). Upon Mtb infection, the 

LysoTracker intensity was significantly higher in heterozygous cells than that in WT cells (Fig.4B), 

strongly suggesting that Tirap interferes with the process of phagolysosome fusion, presumably by 

inducing Cish-dependent v-ATPase degradation. Intriguingly, acidification of MCVs in Tirap+/+ 

BMDMs was comparable with that of -/- BMDMs despite the resistance phenotype of the latter. 

These data were confirmed using a pHrodo probe that labeled Mtb H37Rv-GFP when it resides in 

acidic compartments (Fig.4C). Over the course of infection (up to 12 h), pHrodo intensity showed 

that overall acidification of Mtb-containing compartments was always higher in heterozygous 

BMDMs compared to values acquired in infected BMDMs from both homozygous mice (Fig.4C). 
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These results showed that the mechanism explaining the inability of the bacteria to replicate upon 

Tirap deficiency is different between heterozygous and full knock-out cells. 

Several studies showed that the SOCS-mediated regulation of cell functions is closely connected with 

the activities of proteins of the Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) family (28, 

29). Queval et al. showed that infection of macrophages with Mtb leads to Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating Tactor (GM-CSF) secretion inducing STAT5-mediated expression of Cish. To 

determine whether Tirap participates in intracellular Mtb survival by inducing GM-CSF-dependent 

STAT5 signaling, we compared Gmcsf gene expression during infection between WT and Tirap-

deficient BMDMs. In agreement with the expression pattern of Stat5, we showed that Gmcsf 

expression was higher in control BMDMs when compared to expression levels in Tirap-deficient cells 

(Fig.4D). This observation strongly suggests that Tirap acts as a modulator of macrophage defense by 

triggering STAT5 signaling via GM-CSF secretion. This also supports the hypothesis that Mtb uses 

Tirap to block the maturation of the vacuole by triggering Cish activity in mutant cells. If our 

hypothesis is correct, it is then conceivable that the enhanced Cish activity in homozygous mutant 

mice may create an inflammatory microenvironment that is deleterious to Mtb while being 

protective in heterozygous mice.  
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Figure 3: Identification of differentially regulated genes between +/+, +/- and -/- BMDMs during 
Mtb infection. 
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(A) Total RNA was extracted from non-infected and infected (3 h) +/+, +/- and -/- BMDMs and 

sequenced with the Illumina system and Deseq2 analysis as described in the Materials and Methods. 

(B) Volcano plot of RNA-seq data from non-infected versus infected cells shows the adjusted p-value 

(false discovery rate, FDR -log10) versus fold change, FC (log2). The 100 genes with an FDR < 0.01 and 

FC > 2 are shown in blue and orange for downregulated and upregulated genes respectively. (C) Heat 

map comparing the transcriptional changes that occur at 3 hpi in +/+, +/- and -/- BMDMs. Columns 

and rows show genotypes and genes, respectively. (D) The 100 modulated genes during infection 

were copy-pasted in Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) to perform a pathway enrichment 

analysis.  
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Tirap deficiency prevents Mtb to reside in its replicative niche  

Although many studies have demonstrated that MCVs remain features of endosomes and early 

phagolysosomes (30), several other studies have shown that the phagosomal membrane rapidly 

undergoes progressive disruption through the action of canonical bacterial virulence factors, 

phthiocerol dimycocerosate (PDIM) and ESX-1 (31, 32). This phagosomal permeabilization allows Mtb 

to access cytosolic components that aid mycobacterial replication and induce cell necrosis for further 

dissemination (19, 33). This led us to assess whether Tirap deficiency could interfere with Mtb 

phagosomal rupture. We used the CCF4-AM dye, a cell permeable β-lactamase substrate that shifts 

its emission wavelength from green to blue when converted into its negatively charged metabolite 

CCF4 (34). As Mtb expresses membrane-associated β-lactamase BlaC, this dye can be used to 

characterize the ability of mycobacteria to escape their phagosomal vacuoles and reach the cytosol. 

At 4 dpi, Tirap+/- and Tirap-/- infected BMDMs displayed lower metabolization of CCF4-AM, resulting 

in lower fluorescence intensity than that observed in infected +/+ BMDMs, suggesting that disruption 

of MCVs was lower and less efficient in these deficient cells compared to WT ones (Fig.4E). It is also 

known that Mtb persistence and replication relies on host metabolic homeostasis shift and the 

availability of host nutrients in the cytosol. The formation of lipid droplets (LDs), which are a key 

reservoir of neutral host lipids and contain important carbon sources for Mtb, is clear evidence for 

the ability of the bacteria to manipulate host factors (35). In this context, LD formation was almost 

inhibited in Tirap-deficient cells (both in heterozygous and homozygous), whereas in WT BMDMs 

large amounts of LDs were induced upon Mtb infection and were also observed at 4 dpi (Fig.4F). This 

suggests that in Tirap-expressing cells, Mtb potentially has more access to host nutrients that fuel 

intracellular replication than in Tirap-deficient cells. This observation, associated with higher 

phagosomal rupture in WT cells, supports the hypothesis that Mtb manipulates Tirap as a host factor 

to build its replicative niche.   
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Figure 4: Tirap implication in phagosomal maturation and lipid droplet formation. 

(A) BMDMs were infected with Mtb H37Rv at MOI of 2 for 3 hours. Non-infected (NI) +/+ cells served 

as control. Transription of cish was assessed by quantitative RT-PCR and normalized to the expression 

of gapdh, used in all samples as housekeeping gene. Shown are mean ± SEM obtained from duplicate 

of 3 biological replicates. (B) Typical images and related quantification of phagosome acidification of 

Mtb H37Rv-RFP-infected macrophages. DAPI-labeled cell nuclei are in blue, Mtb H37Rv-DsRed is in 

red, and acidic-pH-sensitive LysoTracker staining is in green. Bar: 10 µm. The LysoTracker signal was 

set to the minimum in non-infected controls. The histogram shows mean ± SEM of the percentage of 

infected cells displaying a Lysotracker signal. (C) Typical images of H37Rv-GFP bacteria labeled with 

pHrodo in acid (pH 4) and basic (pH 8) medium. Bar: 5 µm. The pHrodo relative intensity of GFP-

bacteria is reported to the pH on a standard curve (left histogram) to evaluate acidification. Kinetic 

acidification curve (right histogram) determined by measuring pHrodo relative intensity of GFP-

bacteria per infected cell. Shown are mean ± SEM obtained from 10 analyzed wells per condition. (D) 

Histograms showing mean ± SEM of gene expression level in BMDMs from +/+, +/- and -/- mice 3hpi. 

GM-CSF expression was quantified by quantitative RT-PCR. Stat5a expression level is reported from 

RNAseq data. (E) Histogram showing mean ± SEM of the percentage of BMDMs detected with 
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phagosomal rupture 4 dpi using CCF4 staining as described in Materials and Methods section. (F) 

Representative images and histograms showing the average LD number per cell for non-infected and 

infected (MOI of 2) +/+, +/- and -/- BMDMs 4 dpi. DAPI-labeled cell nuclei are in blue, Mtb H37Rv-GFP 

is in green, and LD staining (LipidTox) is in red. Bar: 5 µm. NI: non-infected; Inf: infected; CPM: count 

per million; dpi: days post-infection, * P value < 0.05, ** P value < 0.01, *** P value < 0.001, **** P 

value < 0.0001, as determined by Ordinary one-way ANOVA test. 
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Discussion 

TLRs are pattern recognition receptors, which sense invading pathogens by recognizing pathogen 

associated molecular patterns (PAMPs). TLRs recognize several PAMPS of Mtb, such as lipoprotein, 

lipomannan, lipoarabinomannan and the heat shock protein 65 (36). PAMP recognition initiates 

signalling pathways through adaptor proteins (MyD88/Tirap) leading to activation of inflammation. 

Human studies have indicated that genetic variations in TLR signalling pathway genes regulate the 

cellular immune response and may influence susceptibility to TB in different populations (37). 

Indeed, several studies have focused on the involvement of Tirap polymorphism during Mtb infection 

leading to conflicting conclusions (11). 

In this work, we wanted to study the implication of a deficiency of the Tirap TIR domain in the control 

of Mtb infection. To this end, we crossbred WT and Tirap-/- C57BL/6 mice to generate heterozygous 

individuals in order to compare the ability of these three mouse strains to control intranasal infection 

with Mtb H37Rv. As previously observed, fully deficient mice control the infection at similar rates as 

observed in WT mice (38). However, our results show that heterozygous Tirap-deficient mice are 

more resistant to infection. Interestingly, these results are consistent with human studies showing 

that the heterozygosity for the SNP S180L, a loss-of-function associated mutation (10), is also 

associated with protection against TB (14, 22). In these studies, the authors showed that 

heterozygous subjects display intermediate inflammatory levels. This aligns with our results at least 

in macrophages. It is evident that pro-inflammatory cytokines, such as IL-1β, IFN-γ and TNF-α play a 

major role in controlling Mtb infection (39, 40). However, there is also evidence that overproduction 

of these molecules favour infection (41). For example, TNF-α is an influential factor of TB lung 

damage by promoting granuloma cavitation and its expression levels are inversely related with the 

resolution of lung lesions during TB treatment (42, 43). Adjuvant delivery of the TNF-α antagonist 

etanercept improved bacterial clearance and reduced relapse in mice (44, 45). There have been case 

reports of TNF-α inhibitors being used successfully to improve the clinical course of patients with 

advanced drug susceptibility (46). This suggests that Tirap heterozygous mice may be protected 

against TB as the infection induces only intermediate inflammation levels in lungs that help to control 

the infection. In fully deficient infected mice, we observed a significant increase in the number of 

recruited pulmonary neutrophils. This strong infiltration may be related to a compensatory and 

inappropriate response of the host due to a heightened response. Sustained neutrophils influx is 

most often associated with susceptibility to Mtb infection (47) and especially in genetically 

susceptible individuals (48, 49). For example, Nair et al. showed that neutrophil neutralization 

protects against Mtb exacerbation in ACOD-1 deficient mice (50). We also observed that 

heterozygous mice displayed a higher level of adaptive immune cells in lungs 28 days post-infection 
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which could explain its phenotype. Interestingly, a previous study showed that individuals with a 

recessive deficiency in Tirap, initially predicted to be deleterious, led to an increase in compensatory 

adaptive immune responses and a decrease in invasive hematogenous infections in children (51). 

Further investigation could focus on the specificity of these recruited regulatory and adaptive cells 

against Mtb antigens.  

In order to decipher the molecular mechanisms involved in this phenotype, we next wanted to clarify 

how Mtb is able to replicate in macrophages, one of the main reservoirs of Mtb in the lung (18). 

Using high-content microscopy and image-based analysis, we observed that Tirap deficiency does not 

affect bacterial uptake but reduces severely Mtb replication levels in heterozygous and fully knocked-

out macrophages. These observations showed that resistance of heterozygous mice could be 

correlated with phenotype in macrophages, whereas the resistance of fully deficient macrophages is 

not reflected in mice. This latter point suggests that despite the difficulty of replication in 

macrophages, the neutrophil-rich environment and the difficulty in activating inflammatory 

responses could ultimately allow Mtb replication in lungs. 

Our findings also demonstrate that in wild type macrophages, Mtb infection induces overexpression 

of Tirap and its recruitment to the MCV. Tirap was identified to be recruited to the phagosome of 

intracellular pathogens bridging activated TLR9 (6, 26). Interestingly, we followed the replication of 

Mtb in mutant macrophages for TLRs involved in Mtb detection and we observed that only TLR9 

deficiency impairs mycobacterial replication. Together with a human study showing that TLR9 

polymorphism is associated with resistance against TB (52), we can expect that Mtb uses TLR9-Tirap 

signalling to enable its replication. Indeed, it has been described for other infections that exploiting 

Tirap signalling is an effective strategy to survive in macrophages (53-55). For example, it was shown 

that Pseudomonas aeruginosa PA7 has a TIR domain-containing protein called PumA (Pseudomonas 

UBAP1 modulator A) that is translocated into host cells during infection to directly interact with Tirap 

at the plasma membrane and controlling TLR signalling (54). Similarly, Brucella produces a TIR 

domain-containing protein (TcpB/Btp1) to selectively target Tirap and inhibit NF-κB activation to 

allow survival and replication (55). In the future, it will be interesting to investigate whether Mtb 

does produce an effector responsible for the recruitment of Tirap to the phagosome to promote its 

replication. It has been shown that virulent strains of Mtb release dsDNA inside host macrophages to 

be recognised as PAMP by the innate cytosolic sensor AIM2, a crucial step in activating the 

inflammasome (56, 57). In this context, TLR9 is known to mature and induce signals from endosomal 

compartments in response to dsDNA (58, 59). In conjunction with our results showing that the 

phenotype observed in Tirap-deficient macrophages is virulence-dependent, we can hypothesize that 

Mtb releases dsDNA to be recognized by TLR9 in order to benefit from downstream signalling 
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pathways that aid intracellular replication. This hypothesis requires further investigation, especially 

knowing that Tirap is able to interact with many other cytosolic and membrane components, such as 

RAGE, C-Jun and Caspase 1 (5). 

In order to identify the mechanism by which Mtb uses Tirap signalling to promote its replication, we 

performed a RNAseq analysis to compare gene expression between infected Tirap-deficient and WT 

macrophages. Among the hundred genes identified, the Cish gene was interestingly down-regulated 

in mutant macrophages. 

A prior study from our group showed that the v-ATPase is targeted for ubiquitination and 

proteasomal degradation during Mtb infection due to the expression of Cish (18). V-ATPase 

degradation prevents MCV acidification and promotes Mtb replication. More precisely, Mtb infection 

leads to granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) secretion, inducing STAT5-

mediated expression of Cish. Consistently, it was shown that inhibition of Cish expression leads to 

reduced replication of Mtb in macrophages. Therefore, we monitored GM-CSF expression and MCV 

acidification in Tirap-deficient cells.  

Interestingly, Cish underexpression was associated with a lower expression of GM-CSF in both 

heterozygous and homozygous Tirap mutant macrophages. However, the use of two different image-

based assays, relying on two different pH sensitive dyes LysoTracker and pHRodo, showed that MCV 

acidification only increased in infected heterozygous macrophages. This suggests that the Tirap-

deficiency associated with resistance against Mtb would exhibit different mechanisms between 

heterozygous and fully deficient cells. We clearly hypothesize that in heterozygous macrophages, 

Mtb is not able to sufficiently activate the TLR9/Tirap pathway and its downstream signaling to 

produce GM-CSF, inducing STAT5-mediated Cish expression. Interestingly, it was described previously 

that lysosomal activity controls antigen presentation (60-62). It would be interesting to see if 

heterozygous macrophages display higher antigen presentation activity than WT cells. This 

hypothesis could explain why we observed more recruited B lymphocytes and CD4 T cells in lungs of 

infected heterozygous mice and ultimately why these mice are more resistant to Mtb infection. 

Alternatively, one may anticipate that the heightened ability of macrophages to secrete 

inflammatory cytokines may enhance the permissiveness of lung microenvironment of homozygous 

mutant mice. Indeed, fully deficient macrophages are also resistant to Mtb infection via an 

unidentified mechanism that is not reflected in Tirap-/- infected mice showing high neutrophil 

burden in lungs. 

Overall, our results show that only Tirap heterozygous mice are more resistant to Mtb infection, 

which may correlate with substantial studies showing that heterozygous polymorphism associated 
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with a Tirap loss-of-function confers resistance to Mtb infection in humans. In macrophages, we 

observed that heterozygous cells prevent bacterial replication by a mechanism that could be related 

to phagosomal acidification. As Tirap signaling during Mtb infection is still poorly understood at the 

cellular and molecular levels, it will be important to compare our results with a previous study 

identifying a TLR-independent function of Tirap in the context of Mtb infection (63). The authors 

showed that Tirap binding to IFN- 88 to regulate autophagy and intracellular 

killing. The use of quite different experimental procedures (higher MOI, IFN-

CFU readout for intracellular bacterial load evaluation) showed that Tirap-deficient macrophages are 

not able to control the infection. The identification of host genetic markers remains useful to predict 

TB development and understand the immunopathogenesis of the disease. Finally, understanding the 

genetic or epigenetic key targets controlling TB will enable the development of new tools for further 

innovative therapies. Together, further investigations are still needed to decipher the role of Tirap 

downstream signalling during Mtb infection through a dependent or non-dependent TLR interaction.  
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Material and methods 

Antibodies and dyes 

Tirap polyclonal antibody was purchased from ThermoFischer. For immunofluorescence, the 

antibodies were probed using secondary donkey anti-rabbit antibodies conjugated to Rhodamine 

Red X (Jackson Immunoresearch). Cell nuclei were fluorescently labelled using DAPI (Sigma Aldrich) 

or Hoechst 33342 (ThermoFisher). Lysotracker Green DND-26, pHrodo Red succinimidyl ester, CCF4- 

AM and LipidTox Deep Red were obtained from ThermoFisher. 

Mice  

C57BL/6NJ wild type and Tirap-/- mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, 

USA). All mice, were maintained and breeding was performed in the animal facility of the Pasteur 

Institute of Lille, France, together with heterozygous mice for TIRAP gene (Tirap+/-) generated there 

(agreement B59-350009). All experimental procedures received ethical approval by the French 

Committee on Animal Experimentation and the Ministry of Education and Research (APAFIS#1 327 

0232-2017061411305485 v6, approved on 14/09/2018). All experiments were performed in 

accordance with relevant guidelines and regulations. 

Murine bone marrow-derived macrophages (BMDMs) 

Murine bone-marrow progenitors were obtained by sampling tibias and femur bones from 8 to 12-

week-old C57BL/6NJ wild type, Tirap+/- and Tirap-/- mice. BMDMs were obtained by seeding 107 bone 

marrow cells in 75 cm2 flasks in RPMI 1640 Glutamax medium (Gibco) supplemented with 10% heat-

inactivated Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco; RPMI-FBS) and 10% L929 cell supernatant containing 

Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF). Fresh medium was added every 3-4 days. After 7 

days incubation at 37°C in an atmosphere containing 5% CO2, the BMDMs monolayer was rinsed 

with D-PBS and cells harvested with Versene (Gibco). BMDM were resuspended into culture medium 

to be used for subsequent assays. 

Bacteria 

Recombinant strains of Mtb H37Rv expressing an enhanced green fluorescent protein (GFP) or a red 

fluorescent protein DsRed (Christophe et al., 2009) were cultured in Middlebrook 7H9 medium 

(Difco) supplemented with 10% oleic acid-albumin-dextrose-catalase (OADC, Difco), 0.2% glycerol 

(Euromedex), 0.05% Tween 80 (Sigma-Aldrich) and 50 μg/ml hygromycin (ThermoFisher Scientific) or 

25 μg/ml kanamycin (Sigma-Aldrich) for H37Rv-GFP or H37Rv-DsRed, respectively. Cultures were 

maintained for 14 days until the exponential phase was reached. Before cell infection, bacilli were 
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washed with Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS, free from MgCl2 and CaCl2, Gibco), 

resuspended in 10 mL RPMI-FBS and centrifuged at 1000 RPM for 2 min at room temperature to 

remove bacterial aggregates. Bacterial titer of the suspension was determined by measuring the 

optical density (OD600 nm) and GFP or DsRed fluorescence on a Victor Multilabel Counter (Perkin 

Elmer). The bacterial suspension was diluted at the required titre in RPMI 1640 supplemented with 

10% FBS prior to infection. For in vivo studies, the non-fluorescent Mtb H37Rv strain were grown in 

Middlebrook 7H9 medium, as described previously (Deboosère et al., 2017; Raze et al., 2018). 

Infection of mice and determination of bacterial burden 

8-12-week-old mice were inoculated with H37Rv via the intranasal route (i.n.) (103 CFU/20 μL) as 

previously described (Machelart et al., 2019). 28 days post infection, mice were euthanized and lungs 

were harvested for bacterial burden evaluation by colony forming units (CFU) enumeration. Lungs 

were homogenized for 20 min in a tube containing 2.5 mm diameter glass beads and 1 ml of PBS 

using the MM 400 mixer mill (Retsch GmbH, Haan, Germany). Ten-fold serial dilutions (from 10-2 to 

10-9) of each sample were plated onto 7H11 medium agar plate (Difco) supplemented with 10% oleic 

acid-albumin-dextrose-catalase (OADC, Difco). After a 2-week growth period at 37°C, CFUs were 

determined at the appropriate dilution allowing optimal colonies enumeration.  

Lung histopathology 

At the determined time-point, mice were euthanized, lungs were harvested perfused and soaked in 

4% formaldehyde (10% formalin solution, neutral buffered, HT501128, Sigma-Aldrich) for 24 hours at 

4°C and then dehydrated in a series of ethanol solutions to visualize their internal structures. 

Specimens were then embedded in a paraplast Plus® containing medium and cut in sections down to 

5 μm thickness. Slices were colored using toluidine blue (0.1%) for 4 min after being dewaxed and 

rehydrated. Samples were examined using an optical microscope (Zeiss Axio lab A1) and a 

stereomicroscope (Zeiss Stemi 305) and a camera and the Zen 2011 module (Zeiss) for image 

analyses. 

Flow cytometry 

A described previously (Hanot Mambres et al., 2016), lungs were harvested, cut into small pieces and 

incubated for 1 hour at 37 °C with a mix of DNAse I (100 μg/ml, Sigma-Aldrich) and collagenase (400 

U/ml 1.6 mg/ml, Roche). Lung cells were washed and filtered through a 100 μM filter before being 

incubated with saturating doses of purified 2.4G2 (anti-mouse Fc receptor, ATCC) in 200 μL PBS 0.2% 

BSA 0.02% NaN3 (FACS buffer) for 20 minutes at 4 °C to prevent antibody binding on the Fc receptor. 

Various fluorescent mAb combinations in FACS buffer were used to determine cell populations (table 
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1). Acquisitions were done on FACScanto II cytofluorometer (Becton Dickinson) with the following 

mAbs from BD Biosciences: Fluorescein (FITC)-coupled HL3 (anti-CD11c), FITC-coupled 145-2C11 

(anti-CD3), APC-coupled RB6-8C5 (anti-GR1), phycoerythrine (PE)-coupled RM4-5 (anti-CD4), PE-

coupled E50-2440 (anti-SIGLEC-F), APC-coupled BM8 (anti-F4/80). APC-eF780-coupled M1/70 

(antiCD11b) were purchased from eBiosciences and fixable viability dye Aqua (ThermoFisher) was 

used to gate viable cells. Gating strategies are summarized in Supp. Fig. 3. 

Cell type Phenotype 

Neutrophils CD11b+ Ly6G+ 

Dendritic cells  CD11b+ CD11c+ F4/80- 

Alveolar macrophages F4/80+ SiglecF+ CD11c+ 

Interstitial macrophages F4/80+ SiglecF- CD11cint 

CD4 T cells CD3+ CD4+ 

CD8 T cells CD3+ CD8+ 

B cells CD3- B220+ MHCII+ 

Table 1: Phenotypic determination of pulmonary immune cells. 

Infection for quantification of intracellular mycobacterial replication, phagosomal acidification, 

phagosomal rupture and Lipid Droplets (LDs) formation 

2x104 BMDM were seeded per well in 384-well plates. Cells were infected for 3 h with H37Rv-GFP at 

a MOI of 2. Cells were extensively washed with RPMI-FBS in order to remove extracellular Mtb and 

incubated at 37°C with 5% CO2. 

For intracellular mycobacterial replication assay, 10% formalin solution (Sigma-Aldrich) containing 10 

μg/mL Hoechst 33342 (Life-Technologies) was replaced to each well at 3 h and 96 hpi. Plates were 

incubated for 30 min, allowing nuclei staining and cell fixation. Cells were stored in DPBS until image 

acquisition. 

To quantify phagosomal acidification, 2 assays were carried out. For Lysotracker assay, 3 hpi, cells 

were incubated with 1mM LysoTracker Green DND-26 for 1.5h at 37°C with 5% CO2. Cells were than 

fixed with a solution containing 10% formalin solution and 10 μg/mL Hoechst 33342. For pHrodo 

assay, prior to cell infection, H37Rv-GFP culture was incubated for 1 h at 37°C in 100 mM sodium 

bicarbonate, pH 8.5, containing 0.5 mM of amine-reactive. Labelled-bacteria were washed and 
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BMDMs were then infected with this pHrodo-labelled and GFP-expressing Mtb culture at a MOI of 2. 

Phagosomal acidification was kinetically evaluated (every hour up to 12h post-infection) as 

previously described (Deboosere et al., 2021). 

For phagosomal rupture, 4 dpi, cells were stained with 8 µM CCF4-AM in EM buffer (120 mM NaCl2, 

7 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM MgCl2, 5 mM glucose, 2.5 μM probenecid, and 25 mM Hepes, pH 

7.3) for 1 h at room temperature in the dark. Cells were then washed three times using EM buffer 

before imaging. 

For LD formation assay, cells were washed and fixed at 96 h post-infection, as previously described 

(Deboosere et al., 2021). Cells were washed twice with DBPS and intracellular LDs were stained with 

25 μL per well of 2000-fold diluted HCS LipidTOX deep Red neutral lipid probe (Invitrogen) in DPBS 

for 30 min at room temperature.  

Immunofluorescence 

2x104 BMDMs were seeded per well in 384-well plates and infected with Mtb H37Rv-GFP at a MOI of 

2 for 24 h. Subsequently, cells were washed with PBS and fixed in PBS + 4% paraformaldehyde for 20 

min at RT followed by quenching in PBS + 50 mM NH4Cl for 10 min. Cells were labeled for Tirap and 

DNA using DAPI (Sigma-Aldrich, USA). Cells were then extensively washed prior to imaging.  

Image acquisition 

Images were acquired using an automated fluorescent confocal microscope (In Cell analyzer 6000, 

GE) equipped with a 20X (NA 0.70) air lens or 60X (NA 1.2) water lens for Tirap localization, 

intracellular mycobacterial replication, phagosomal acidification and LD formation assays. The 

confocal microscope was equipped with 405, 488, 561 and 642 nm excitation lasers. The emitted 

fluorescence was captured using a camera associated with a set of filters covering a detection 

wavelength ranging from 450 to 690 nm. Hoechst 33342-stained nuclei were detected using the 405 

nm laser with a 450/50‐nm emission filter. Green signals corresponding to LysoTracker Green DND-

26 and H37Rv-GFP were recorded using 488 nm laser with 540/75-nm emission filters. Red signals 

corresponding to H37Rv-DsRed, pHrodo and secondary Alexa fluor antibodies were recorded using 

561 nm laser with 600/40-nm emission filters. LipidTOX signal was detected using 630-nm excitation 

and 690-nm emission wavelengths. 

Image analysis 

Images from the automated confocal microscope were analyzed using multi-parameter scripts 

developed using Columbus system (version 2.3.1; PerkinElmer). Segmentation algorithms were 
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applied to input images to detect nuclei and the signal of Mtb H37Rv to determine infection and 

replication rates. Briefly, the host cell segmentation was performed using two different Hoechst 

signal intensities—a strong intensity corresponding to the nucleus and a weak intensity in 

cytoplasm—with the algorithm “Find Nuclei” and “Find Cytoplasm”, as described previously 

(Deboosere et al., 2021). GFP or DsRed signal intensities in a cell were used for the intracellular 

bacterial segmentation with the algorithm “Find Spots”. The identified intracellular bacteria were 

quantified as intracellular Mtb area with number of pixels. Subsequently, population of infected cells 

was determined, and the increase of intracellular Mtb area, corresponding to intracellular 

mycobacterial replication, was calculated. For quantification of phagosomal acidification with 

Lysotracker Green DND-26, green signal intensity in a cell was used for the intracellular acidic 

compartment segmentation with the algorithm “Find Spots”.  

RNA extraction  

BMDMs were grown in 6-well plates and RNA was extracted using QIAzol lysis reagent and miRNeasy 

Mini Kit according to the manufacturer instructions (Qiagen). RNA concentration was determined 

using the GE SimpliNano device (GE Healthcare, UK). Remaining DNA in samples was digested using 

the amplification grade DNase I kit (Sigma-Aldrich, USA) for 6 min at RT. The reaction was stopped by 

heat inactivation for 10 min at 70°C.  

Total RNA from lung tissues were extracted with the NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, 

Germany).  

Quantitative RT-PCR  

For BMDMs RNA extracts, cDNA synthesis was achieved by reverse transcription using the 

Superscript IV Vilo Mastermix kit (ThermoFisher, USA) following the manufacturer’s instructions. RNA 

from lung extract was reverse-transcribed with the High-Capacity cDNA Archive Kit (Life 

Technologies, USA). qPCR was performed using the applied biosystems SYBR Select Master Mix 

(Thermofischer) with 20 ng cDNA per sample and the appropriate primer pairs (table 2). Gapdh was 

used as the reference housekeeping gene for normalization. qPCR reactions were measured by the 

QuantStudio 12K Flex system (Applied Biosystems, USA) using the following cycles: 2 min 50°C, 10 

min 95°C followed by 40 cycles of 15 s 95°C, 30 s 60°C and 30 s 72°C. The target mRNA fold change 

was calculated based on the 2-ΔΔCt formula, where the Gapdh gene was used as the reference gene, 

and RNA from non-infected wild type BMDMs was used as the standard condition. 
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Genes Forward primer Reverse primer 

arg1 ATTGTGAAGAACCCACGGTCTG ACTGTGGTCTCCACCCAGCA 

cish CTAGACCCTGAGGGGGATCT GGGTGCTGTCTCGAACTAGG 

gapdh GCAAAGTGGAGATTGTTGCCA GCCTTGACTGTGCCGTTGA 

gm-csf TGCCTGTCACGTTGAATGAAGA CCCGTAGACCCTGCTCGAATA 

ifng CAACAGCAAGGCGAAAAAG GTGGACCACTCGGATGAGCT 

il12p40 GACCCTGCCCATTGAACTGGC CAACGTTGCATCCTAGGATCG 

il1b TCGTGCTGTCGGACCCATA GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT 

il6 CAACCACGGCCTTCCCTACT CCACGATTTCCCAGAGAACATG 

inos CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTCGAAGTGAAGCGTTTCG 

tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

Table 2: Forward and reverse primers sequences 

RNA sequencing  

RNA quality was analysed by the measurement of the RNA integrity number (RIN) with a bioanalyzer 

RNA 6000 Nano assay prior to sequencing. mRNA library preparation was realized following 

manufacturer’s recommendations (Ultra 2 mRNA kit from NEB). Final samples pooled library prep 

were sequenced on Novaseq6000 ILLUMINA with S1-200 cartridge (2x1600Millions of 100 bases 

reads) in one run. Corresponding to 2x30Millions of reads per sample after demultiplexing. Quality of 

raw data was evaluated with FastQC. Poor quality sequences and adapters were trimmed or 

removed with fastp tool, with default parameters, to retain only good quality paired reads. Illumina 

DRAGEN bio-IT Plateform (v3.8.4) was used for mapping on mm10 reference genome and 

quantification with gencode vM25 annotation gtf file. Library orientation, library composition and 

coverage along transcripts were checked with Picard tools. Following analysis were conducted with R 

software. Differential expression analysis was performed with DESeq2 (v1.26.0) bioconductor 

package. Multiple hypothesis adjusted p-values were calculated with the Benjamini-Hochberg 

procedure to control FDR with a threshold of significance at 0.05. The cut-off for absolute log2-ratio 

was set at 2. 

Finally, enrichment analysis was performed by copy-pasting the identified genes in Enrichr 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/). 

https://maayanlab.cloud/Enrichr/
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Statistics  

All analyses and histograms were performed using GraphPad Prism 9 software. Significance of 

obtained results was tested using Ordinary one-way ANOVA. Differences in the mean between two 

groups were analysed using Student’s t-test (Supp. Fig. 2B). Indicated symbols of *, **, *** and **** 

denote p < 0.05, p < 0.01, p < 0.001 and p < 0.0001 respectively. 
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Supplementary figure 1: (A) Workflow of mycobacterial in vivo and in vitro infection experiments 

indicating different read-outs. (B) Comparison of the number of resident immune cells in the lungs of 

4 naive mice for each mouse strain. Cell numbers were normalized to the total cell number analyzed 

in each sample and were extrapolated to the whole lung. Shown are mean ± SEM of cells obtained in 

each group. (C) Comparison of BMDMs proliferation from the 3 mouse strains. * P value < 0.05, ** P 

value < 0.01, as determined by Ordinary one-way ANOVA test.   
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Supplementary figure 2: (A) BMDMs from +/+, +/- and -/- mice were infected with a non-virulent 

strain of Mtb (H37Ra-GFP) (MOI of 2) and analyzed by automated confocal microscopy. The 

histogram shows the replication fold increase from 3 hpi to 4 dpi. Shown are mean ± SEM obtained 

from at least 12 analyzed wells per condition. (B) Wild-type (+/+), knocked-out (-/-) for Myd88, TLR2, 

TLR4 and TLR9 BMDMs were infected with H37Rv-GFP at a MOI of 2 for 3 h and 4 days. Using 

immunofluorescence and image analysis, intracellular bacterial load was measured based on the 

H37Rv-GFP area per cell to determine replication fold increase. Shown are mean ± SEM obtained 

from at least 4 analyzed wells per condition. *** P value < 0.001 as determined by Ordinary one-way 

ANOVA test.   
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Supplementary figure 3: Gating strategies in flow cytometry to analyze the different populations in 

lungs of mice 
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Rappel de la problématique et des objectifs 

La TB représente toujours une menace pour la santé publique avec 10 millions de personnes 

touchées chaque année, 1.5 million de décès en 2020 et l’émergence continue des souches MDR et 

XDR. Les HDT sont de nouvelles approches dans le domaine des médicaments anti-infectieux pour 

améliorer les traitements actuels et surmonter la résistance aux antimicrobiens. Ces nouvelles 

thérapies ciblent les facteurs de la cellule hôte qui sont manipulés par un agent pathogène lui 

permettant de se répliquer et persister. Elles permettent de renforcer les réponses immunitaires 

protectrices contre un agent pathogène et à réduire l'inflammation exacerbée. Dans le cas de la TB, 

les HDT visent à renforcer l’activité antimicrobienne des cellules phagocytaires en améliorant par 

exemple la maturation phagosomale et l'autophagie. Elles réduisent également l'inflammation en 

interférant avec des facteurs solubles (eicosanoïdes ou cytokines) ou cellulaires (molécules co-

stimulatrices) et modulent les granulomes pour permettre l'accès aux antimicrobiens ou limiter les 

lésions tissulaires (Kaufmann et al., 2018). 

Mtb persiste dans les macrophages en subvertissant plusieurs mécanismes antimicrobiens 

intracellulaires. Elle se réplique dans les endosomes précoces, empêche la fusion avec les lysosomes, 

bloque l'acidification et s'échappe dans le cytosol de l'hôte. Mtb inhibe l'apoptose et l'autophagie 

des cellules hôtes et provoque leur lyse (Lugo-Villarino & Neyrolles, 2014). En se répliquant dans les 

macrophages, Mtb peut induire leur transformation en cellules épithélioïdes géantes, ainsi qu'en 

cellules spumeuses riches en cholestérol stocké dans les corps lipidiques, qui sont une importante 

source de carbone pour le bacille.  

L’étude des interactions entre l’hôte et la bactérie permet d’identifier et de caractériser des voies de 

signalisation qui pourraient être ciblées afin d’empêcher la bactérie de détourner la machinerie 

cellulaire à son avantage. 

L’étude de voies de signalisations précoces comme celles induites après reconnaissance des PAMPs 

par les TLRs permet de cibler des facteurs de l’hôte à des temps précoces de l’infection et limiter Mtb 

dans ses stratégies d’échappement. La reconnaissance des PAMPs initie des voies de signalisation via 

des protéines adaptatrices (MyD88/Tirap) conduisant à l'activation de l'inflammation. Des études 

humaines ont indiqué que les variations génétiques des gènes de la voie de signalisation des TLRs 

régulent la réponse immunitaire cellulaire et peuvent influencer la sensibilité à la TB dans différentes 

populations (Harishankar et al., 2018). En effet, plusieurs études se sont focalisées sur l'implication 

du polymorphisme Tirap lors de l'infection à Mtb conduisant à des conclusions parfois 

contradictoires (Belhaouane et al., 2020) (Tableau 2).  
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Tableau 2: Effets de différentes mutations de Tirap sur la résistance à la TB 

Hôte Génotype de Tirap Effet Références 

Souris Déficience homozygote Pas d'effet (Fremond et al., 2007) 

Mutation S200L Protection (Ní Cheallaigh et al., 2016) 

Homme Mutation S180L Pas d'effet (Castiblanco et al., 2008; Hawn et al., 2006; Khor 
et al., 2007; Sánchez et al., 2012; Y. X. Zhang et al., 
2011) 

Mutation S180L Susceptibilité (Selvaraj et al., 2010) 

Mutation S180L Protection (Capparelli et al., 2013; Q. Liu et al., 2014; Miao et 
al., 2011; Nejentsev et al., 2008) 

Mutation S55N Pas d'esffet (Hawn et al., 2006) 

Mutation D96N Susceptibilité (Y. X. Zhang et al., 2011) 

Mutation A186A Susceptibilité Hawn 2006 J infect Disease 

L’étude de l’implication de Tirap dans différents modèles de pathologies a permis le développement 

de souris génétiquement modifiées qui sont délétées de deux exons du domaine TIR de Tirap 

traduisant une protéine tronquée et non fonctionnelle (Horng et al., 2002; Yamamoto et al., 2002). 

Ce modèle de souris permet d’étudier indirectement l’effet de différents SNP de Tirap chez l’homme, 

comme le S180L, mutation la plus fréquente et associée à une perte de fonction de la protéine 

(Capparelli et al., 2013). 

Dans cette thèse, nous nous sommes proposés d’étudier l’impact d’une déficience pour Tirap, sur la 

susceptibilité d’un modèle murin d’infection et sur le trafic intracellulaire de Mtb au sein du 

macrophage.  

Au niveau cellulaire, la déficience pour Tirap a été investiguée pour son impact sur : 

 La rentrée et la réplication intracellulaire de la bactérie 

 L’expression de gènes inflammatoires induits pendant l’infection 

 L’acidification de la vacuole contenant Mtb 

 La rupture phagosomale induite par Mtb 

 L’accumulation de gouttelettes lipidiques suite à l’infection 

Une déficience pour Tirap inhibe la réplication de Mtb dans le macrophage 

1. Effet de Tirap sur le contrôle de la réplication de Mtb 

Dans les macrophages dérivés de moelle osseuse de souris (BMDMs, Bone Marrow Derived 

Macrophages), nous avons montré qu’une déficience hétérozygote (+/-) ou homozygote (-/-) pour 

Tirap inhibait la réplication d’une souche virulente de Mtb (H37Rv) et que dans les macrophages wild 
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type (+/+), la bactérie induisait l’expression du gène Tirap et sa localisation à la vacuole qui contient 

la bactérie (MCV, Mtb-Containing Vacuole) suggérant que ce facteur de l’hôte soit important pour la 

croissance de bactérienne. L’infection des BMDMs avec la souche avirulente de Mtb (H37Ra) n’a 

montré aucune différence de réplication entre les trois types de macrophages. L’effet d’une 

déficience pour Tirap sur la réplication de Mtb serait lié aux facteurs de virulence exprimés par la 

bactérie. 

Dans le poumon, il existe plusieurs types de macrophages qui ont des ontogénies distinctes leur 

conférant un phénotype métabolique différent selon le statut inflammatoire de l’organe (Huang et 

al., 2018). Le BMDM est souvent utilisé pour l’étude de la réplication intracellulaire de Mtb. 

Cependant, il n’est sans doute pas le meilleur modèle pour mimer une infection d’un macrophage 

alvéolaire et a une durée de vie courte. Les cellules du Max Plank Institute (MPI) sont des cellules 

auto-renouvelables et non transformées provenant du foie fœtal de souris C57BL/6J. Les cellules MPI 

ont été utilisées comme modèle de macrophages alvéolaires, en raison de leur profil plus proche 

(Fejer et al., 2013). 

2. Tirap et la signalisation des TLRs pendant l’infection à Mtb 

Historiquement, Tirap a été principalement étudiée pour son implication dans la régulation des 

cascades de signalisation en aval des TLR2 et TLR4 en facilitant le recrutement de MyD88 (Horng et 

al., 2002; Yamamoto et al., 2002) aboutissant à la nucléarisation du facteur de transcription NFkB. 

Ceci induit la sécrétion de cytokines inflammatoires qui permettent le recrutement et l’activation des 

cellules effectrices et l’établissement d’une réponse adaptative et d’une mémoire immunitaire. Plus 

récemment, des études ont montré que Tirap était également importante pour la signalisation à 

partir de compartiments endosomaux en aval du TLR9 suite à la reconnaissance d’acides nucléiques 

microbiens (Bonham et al., 2014; Zyzak et al., 2020). Nous avons suivi la réplication bactérienne dans 

des macrophages déficients pour les TLRs impliqués dans la détection de Mtb et induisant une 

signalisation dépendante de Tirap. Nous avons observé que seule la déficience en TLR9 altérait la 

réplication du bacille. En s’appuyant sur une étude réalisée chez l’homme montrant que le 

polymorphisme TLR9 est associé à la résistance contre la TB (Chen et al., 2015), on peut s'attendre à 

ce que Mtb utilise la signalisation TLR9-Tirap pour permettre sa réplication. Il n’est pas non plus à 

exclure que les mycobactéries possèdent des ligands TLR9 distincts de l'ADN bactérien génomique. 

Une précédente étude a par exemple décrit une stimulation de TLR9 par l’hémozoïne, pigment de 

l’agent du paludisme (Bafica  et al., 2005; Coban et al., 2005).  

Il est également important de prendre en compte les différences entre l’homme et la souris dans les 

gènes qui codent pour les TLRs. Par exemple, bien que le locus codant pour le TLR11 soit présent 
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dans le génome humain, il ne s’agit que d’un pseudogène et n’est pas exprimé en récepteur. Le 

TLR11 a été décrit pour son interaction avec la flagelline de Salmonella et E. coli, et la profiline de T. 

godii et Leishmania (Hatai, Lepelley, Zeng, Hayden, & Ghosh, 2016; Shukla et al., 2018). Bien 

qu’aucune étude à ce jour ne fait référence à l’implication du TLR11 dans l’infection à Mtb, une 

activation celui-ci via Tirap n’est pas exclure. En effet, une étude récente sur l’infection à L. major, a 

montré que l’expression de TLR11 est augmentée suite à l’activation d’une voie MyD88-Tirap en aval 

du TLR2. Ceci a été associé à une susceptibilité à l’infection (Shukla et al., 2018). 

Tirap interagit avec de nombreuses protéines dans diverses voies de signalisation. Il est donc possible 

que des variations génétiques chez l’un de ces partenaires modulent sa signalisation. L’effet d’une 

telle interaction s’appelle épistasie. Fulgione et al. ont étudié une interaction épistatique entre 

MyD88 et Tirap lors d'une infection à Helicobacter pylori. L’étude de cohorte a révélé que 

l'hétérozygotie pour S180L de Tirap confère une résistance accrue à l'infection, qui s'est avérée 

associée à un faible niveau de production d'IL-6, de COX-2, de TNF-α et d'IL-1β. Indépendamment de 

Tirap, le polymorphisme dans MyD88 seul n'a pas d’effet sur l'infection. Cependant, en combinaison 

avec Tirap S180L, certains polymorphismes dans MyD88 confèrent une protection plus élevée, ce qui 

prouve une interaction épistatique entre les deux gènes (Fulgione et al., 2020). Il a également été 

documenté que les mêmes sites polymorphes agissent de manière épistatique contre l'infection à 

Mtb (Capparelli et al., 2013). Ces résultats ont montré que l'épistasie pourrait jouer un rôle 

important dans l’influence d’une déficience pour Tirap sur la résistance à la TB. 

D’autres fonctions indépendantes des TLRs peuvent aussi être attribuées à Tirap. Ní Cheallaigh et al. 

ont montré que pendant l’infection à Mtb, Tirap activerait la signalisation en aval du récepteur à 

l’IFN-γ pour induire la phosphorylation de p38, l’autophagie et l’élimination de la bactérie (Ní 

Cheallaigh et al., 2016). Cette étude associe la mutation hétérozygote S180L (associée à une perte de 

fonction) à une réponse atténuée de l’IFN-γ conduisant à une susceptibilité à la TB in vivo et in vitro. 

L’étude montre aussi que les macrophages déficients pour Tirap (délétion des deux allèles) ne sont 

pas capables de contrôler l'infection. Ces résultats sont contradictoires avec ceux générés au cours 

de cette thèse et avec ce qui est observé dans les études de cohortes chez l’homme. L'utilisation de 

procédures expérimentales assez différentes (MOI plus élevée, activation des macrophages par l’IFN-

γ, comptage de CFU (Colonie Forming Unit) pour l'évaluation de la charge bactérienne intracellulaire 

pourrait aider à expliquer ces divergences.  

3. Interaction Mtb-Tirap 

Il a été décrit pour d'autres infections que l'exploitation de la signalisation Tirap est une stratégie 

efficace pour survivre dans les macrophages (Imbert et al., 2017; Ke et al., 2016; Salcedo et al., 2013). 
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Par exemple, il a été montré que Pseudomonas aeruginosa possède une protéine contenant un 

domaine TIR appelée PumA (Pseudomonas UBAP1 modulator A) qui est transloquée dans les cellules 

hôtes pendant l'infection pour interagir directement avec Tirap au niveau de la membrane plasmique 

et contrôler la signalisation des TLRs (Imbert et al., 2017). De même, Brucella produit une protéine 

contenant un domaine TIR (TcpB/Btp1) pour cibler sélectivement Tirap et inhiber l'activation de NF-

κB pour permettre la survie et la réplication (Ke et al., 2016). À l'avenir, il sera intéressant d'étudier si 

Mtb produit un effecteur responsable du recrutement de Tirap dans le phagosome pour favoriser sa 

réplication. 

4. Effet de Tirap sur la production de cytokines inflammatoires pendant l’infection 

Nous avons investigué l’expression de gènes de cytokines inflammatoires. De manière intéressante, 

nous avons montré que bien qu’une déficience pour Tirap soit corrélée à une inhibition de réplication 

bactérienne comparable, l’inflammation induite dans les macrophages +/- était plus importante que 

celles dans les macrophages -/-. L’expression des gènes codant pour le TNF-α, l’IL-1β, l’IL-6 et iNOS 

était cependant plus importante dans les macrophages +/+. Ce profil inflammatoire intermédiaire 

associé aux macrophages +/- corrèle avec les résultats d’une étude qui montre que des individus 

portant la mutation hétérozygote S180L présentaient des taux intermédiaires d'IFN-γ, de TNF-α et de 

monoxyde d'azote (NO), ce qui représentait un réel avantage biologique dans le contrôle de 

l'infection (Capparelli et al., 2013). 

Il est intéressant de considérer que dans les macrophages +/-, Tirap soit exprimée à un niveau 

optimal pour induire une expression adéquate des cytokines inflammatoires après activation des 

TLRs. Dans le macrophage +/+, l’expression de Tirap est augmentée pendant l’infection ce qui 

explique les niveaux plus élevés des cytokines inflammatoires. 

Notre modèle d’infection des BMDMs ne tient cependant pas compte des stimuli inflammatoires 

engendrés dans le tissu pulmonaire suite à l’infection, et l’activation de ces macrophages avec de 

l’IFN-γ avant infection modulerait certainement les réponses de la cellule face à la bactérie. En effet, 

comme décrit dans l’étude de Ní Cheallaigh et al., Tirap est impliqué dans la signalisation du 

récepteur à l’IFN-γ et induit l’expression du TNF-α (Ní Cheallaigh et al., 2016). Il serait donc 

intéressant d’étudier l’effet de l’activation de nos modèles de cellules déficientes avec de l’INF-γ avec 

notre protocole d’infection. 

5. Effet de Tirap sur la maturation de la vacuole 

Afin d'identifier quelles voies de signalisation de Tirap pouvaient être manipulées par Mtb pour 

favoriser sa réplication, nous avons effectué une analyse RNAseq pour comparer l'expression des 

gènes entre les macrophages déficients pour Tirap et les macrophages +/+. Parmi la centaine de 
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gènes identifiés, le gène Cish était sous-exprimé dans les macrophages déficients pour Tirap. Une 

précédente étude de l’équipe a montré que la v-ATPase est ubiquitinée et ensuite dégradée par le 

protéasome pendant l’infection à Mtb suite à l’augmentation de l'expression de Cish (Queval et al., 

2017). La dégradation de la v-ATPase empêche l'acidification de la MCV et favorise sa réplication. 

Plus précisément, l'infection à Mtb induit la sécrétion de GM-CSF qui active la voie STAT5 aboutissant 

à l'expression de Cish. De manière cohérente, il a été démontré que l'inhibition de l'expression de 

Cish inhibe la réplication de Mtb dans les macrophages. Nous avons donc étudié l'expression du GM-

CSF et l'acidification de la MCV dans les cellules déficientes pour Tirap. Nos résultats ont montré que 

la sous-expression de Cish était associée à une expression plus faible de GM-CSF dans les 

macrophages déficients pour Tirap. Cependant, l'acidification de la MCV n'était augmentée que dans 

les macrophages +/-. Cela suggère que la résistance contre Mtb associée à la déficience pour Tirap 

présenterait des mécanismes différents entre les cellules hétérozygotes et les cellules totalement 

déficientes pour Tirap. Pour confirmer le rôle de GM-CSF dans l’activation de la voie STAT5/Cish, il 

serait intéressant d’étudier l’effet de surnageant de culture de BMDM +/+ infecté par Mtb sur 

l’acidification des vacuoles de BMDMs +/-. On pourrait s’attendre que le surnageant contenant du 

GM-CSF sécrété par les BMDMs +/+ active le recrutement des protéine Cish dans les BMDMs +/- 

bloquant l’acidification des MCV. 

Dans les macrophages -/-, la résistance à l'infection par Mtb ne serait donc pas liée à une 

augmentation de l'acidification vacuolaire malgré l’inhibition de l’expression de Cish. Cependant, une 

rupture phagosomale moins importante et l’absence de gouttelettes lipidiques dans ces 

macrophages après infection montre que la déficience pour Tirap empêche la bactérie d'établir sa 

niche réplicative (Laval et al., 2021; Menon et al., 2019). Nous pourrions donc nous attendre à ce que 

les bactéries résident dans un compartiment différent d'un phagosome habituel ou du moins, dans 

un compartiment incapable de maturer correctement. Dans ce contexte, la bactérie serait incapable 

d'établir sa niche réplicative et même si la sous-expression de Cish empêche la dégradation des v-

ATPase, elle ne pourrait pas atteindre ce compartiment particulier. Il sera intéressant de suivre et de 

comparer le recrutement de marqueurs clés impliqués dans la maturation de la MCV tels que Rab5, 

Rab7, PI3P et Galectin-8 dans les macrophages déficients pour Tirap (Bussi & Gutierrez, 2019; E. 

Hoffmann et al., 2018). L’étude de l’expression de TFEB, un activateur transcriptionnel du système 

lysosomal, permettrait aussi de comprendre cette différence d’acidification observée entre les 

macrophages +/- et les macrophages -/-. 

En résumé, nous suggérons qu’à l’échelle cellulaire, la présence d’un seul allèle codant pour une 

protéine fonctionnelle inhibe la réplication de Mtb grâce à un mécanisme qui pourrait être lié à la 

maturation phagosomale et l’acidification du compartiment. La résistance des cellules -/- quant à 
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elle, ne semble pas être liée à ce mécanisme. La perturbation de la membrane de la MCV 

habituellement observée au cours de l’infection par Mtb, semble être également inhibée dans les 

macrophages déficients pour Tirap. Comme décrit précédemment, en cas de perturbation de la 

membrane phagosomale, la voie ESCRT de la cellule hôte est activée pour favoriser la réparation du 

phagosome endommagé. Mtb est capable d’inhiber cette machinerie de réparation grâce à la 

sécrétion de EsxG et EsxH du T7SS ESX-3 (Mittal et al., 2018). Il sera intéressant dans le futur, 

d’étudier l’activation de cette voie de réparation membranaire dans les cellules déficientes pour 

Tirap et infectées par Mtb. 

Comme décrit dans l’introduction, suite à la rupture phagosomale, Mtb active aussi les NLRs 

conduisant à l'assemblage de l'inflammasome et à la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-

18 et IL-1β ainsi que la mort cellulaire par pyroptose (B. B. Mishra et al., 2010; Saiga et al., 2012; 

Wassermann et al., 2015). Le niveau important d’IL-1β contribue également à la compréhension de la 

susceptibilité des macrophages +/+ face à l’infection. L’étude de l’expression des différents acteurs 

responsable de l’assemblage de l’inflammasome pourrait confirmer cela. 

Nous avons également montré, que la réplication de Mtb dépendante de Tirap et le recrutement de 

celle-ci à la MCV pouvaient être associés à la voie de signalisation du TLR9. L’étude de l’expression et 

de la distribution cellulaire de Tirap dans des macrophages déficients pour le TLR9 pourrait confirmer 

cette observation. Nous nous attendons à ce que dans les macrophages déficients pour TLR9, Tirap 

soit plus faiblement recrutée à la MCV ce qui inhiberait l’expression et le recrutement de Cish 

permettant au phagosome de maturer et d’éliminer les bactéries. Nous pouvons aussi supposer que 

dans des macrophages hétérozygotes pour TLR9, la signalisation de Tirap serait diminuée ce qui 

induirait un phénotype de résistance comparable aux cellules hétérozygotes pour Tirap. 

L’hétérozygotie pour Tirap protège de l’infection par Mtb chez la souris 

1. Effet de Tirap sur la charge bactérienne dans le poumon 

Dans un autre volet de la thèse, nous nous sommes intéressés à l’impact d’une déficience pour Tirap 

sur la susceptibilité d’un modèle murin d’infection. De manière intéressante, nos résultats montrent 

que seules les souris hétérozygotes étaient plus résistantes à l'infection. Les souris complètement 

déficientes étaient susceptibles à l’infection ne reflétant pas le phénotype observé in vitro. Ces 

résultats sont cohérents avec les études chez l’homme montrant que seul l'hétérozygotie pour le SNP 

S180L, est associée à la protection contre la TB (Capparelli et al., 2013; Castiblanco et al., 2008).  

2. Effet de Tirap sur la production des cytokines inflammatoires 

Comme décrit précédemment et comme le montrent nos résultats in vitro, une sécrétion 

intermédiaire de cytokines et molécules inflammatoires semble être liée au contrôle de l’infection. 
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Cependant, l’étude de l’expression de ces gènes dans les poumons entiers de souris infectées n’a pas 

révélé de différences significatives entre les trois souches de souris. Une analyse de l’expression des 

cytokines inflammatoires dans des zones plus restreintes de lésions induites par l’infection pourrait 

se révéler plus concluante quant à l’inflammation induite lors d’une déficience pour Tirap. L’étude de 

l’expression des ARNm de ces cytokines pourrait être réalisée par hybridation in situ de sondes 

fluorescentes spécifiques (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization). En effet, un granulome typique 

de la TB représente un microenvironnement distinct du reste du tissu pulmonaire qui permet, soit de 

contenir l’infection grâce à une réponse immunitaire locale efficace et les bactéries s’y trouvant sont 

dans un état de latence, soit de fournir à Mtb une niche favorable à sa réplication. Cependant, le 

modèle de souris C57B/L6 infecté par Mtb ne présente pas les caractéristiques distinctives de la TB 

pulmonaire humaine, comme les lésions nécrotiques et caséeuses et la fibrose dans les poumons. Il 

existe un autre modèle de souris décrit précédemment dans l’introduction (souris C3He3B/FeJ ou 

Kramnik mouse), qui est plus sensible à l’infection par Mtb et caractérisé par la formation de lésions 

nécrotiques riches en neutrophiles similaires à celles observées chez l’homme. Ces régions 

granulomateuses peuvent être excisées pour une meilleure caractérisation du microenvironnement 

inflammatoire (Chiu, Stolberg, Freeman, & Chensue, 2007). La seule limite aujourd’hui, c’est la non 

disponibilité de souris déficientes pour Tirap dans ce modèle de souris Kramnik. Il serait également 

intéressant d’étudier l’infection de Mtb chez des souris portant la mutation S200L dans le gène de 

Tirap, qui est l’équivalent murin du SNP S180L chez l’homme (Ní Cheallaigh et al., 2016).  

3. Effet d’une déficience pour Tirap sur le recrutement des cellules immunitaires 

Nous avons également observé une importante augmentation du nombre de neutrophiles recrutés 

aux poumons des souris -/-. Cette forte infiltration peut être liée à une réponse compensatoire et 

inappropriée de l'hôte due à une plus faible signalisation après détection de Mtb par le système 

immunitaire. Les neutrophiles sont le plus souvent associés à la susceptibilité à l'infection par Mtb 

(Dallenga & Schaible, 2016) et en particulier chez les individus génétiquement sensibles (Fonseca et 

al., 2020; Yeremeev et al., 2015). Une étude a montré que la neutralisation des neutrophiles protège 

contre l'exacerbation de Mtb chez les souris déficientes pour ACOD-1 (Nair et al., 2018). Nous 

pouvons nous attendre à ce que le traitement des souris totalement déficientes pour Tirap avec un 

anticorps anti-Ly6G (qui entraine la déplétion des neutrophiles), puisse les rendre plus résistantes à 

l'infection en comparaison aux souris non traitées. Il serait intéressant également, d’étudier la 

réplication de Mtb dans les macrophages alvéolaires directement isolés à partir de poumons de 

souris. Cette expérience nous permettra de savoir si un macrophage alvéolaire de souris -/- est 

capable de contrôler la réplication de Mtb comme observé in vitro, et que la susceptibilité de ces 

souris est liée au recrutement massif des neutrophiles qui représentent un autre réservoir de la 
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bactérie. Un séquençage du transcriptome des macrophages alvéolaires pourrait aussi nous 

renseigner sur l’état d’activation des cellules et leur capacité à éliminer la bactérie. 

Nous avons également observé que les souris +/- présentaient un niveau plus élevé de cellules 

immunitaires adaptatives dans les poumons 28 jours après l'infection, ce qui pourrait être un 

indicateur d’une activation efficace du système immunitaire adaptative. De manière intéressante, 

une étude précédente a montré que des individus portant un déficit récessif pour Tirap, initialement 

prédit comme étant délétère, présentaient une augmentation des réponses immunitaires 

adaptatives compensatoires et une diminution des infections invasives à pneumocoque chez l’enfant 

(Israel et al., 2017). En concordance avec ce qui a été observé in vitro, de nombreuses études ont 

également décrit que l'activité lysosomale contrôle la présentation antigénique (Cruz-Leal et al., 

2018; Honey & Rudensky, 2003; Mantegazza et al., 2014). Le rôle d’une mutation hétérozygote pour 

Tirap dans l’activation du système immunitaire adaptatif, peut être étudié grâce à l’approche des 

hybridomes rapporteurs (Sayes et al., 2018). Ces derniers sont des cellules T exprimant des 

récepteurs (TCRs, T cell receptors) spécifiques aux antigènes de Mtb comme les produits de sécrétion 

du système Esx-1. L’infection de cellules présentatrices d’antigènes (macrophages ou DC) issues de 

moelle osseuses de souris +/+, +/- ou -/- activeraient plus ou moins efficacement ces hybridomes T 

qui sécrèteraient en conséquence de l’IL-2, marqueur précoce de l’activation des lymphocytes T. 

Cette même approche d’hybridomes rapporteurs peut également nous permettre de discriminer 

quels facteurs de virulence de la bactérie sont impliqués dans cette interaction avec la protéine 

Tirap. En effet, Sayes et al. ont développé une approche pour exprimer des rapporteurs fluorescents 

distincts basée sur la reconnaissance spécifique des épitopes de Mtb (présentés par les molécules du 

MHC classe II) par des hybridomes de cellules T hautement discriminants.  

Conclusion et perspectives 

En résumé, nos résultats montrent que l’hétérozygotie pour Tirap confère une résistance à la TB chez 

la souris. Cette résistance peut s’expliquer à différentes échelles (Figure 12) : 

 Dans les macrophages hétérozygotes, Mtb se trouverait dans un phagosome capable de 

maturer en exprimant des v-ATPase et des hydrolases qui permettent l’acidification de la 

MCV et l’élimination ou le contrôle de la réplication de la bactérie. 

 Les MCV sont moins sensibles aux effecteurs de Mtb qui induisent la rupture phagosomale. 

 Ceci empêche la bactérie d’établir sa niche réplicative et d’échanger de manière efficace avec 

le compartiment cytosolique de l’hôte. 
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 Dans les macrophages hétérozygotes, les corps lipidiques, qui représentent une source de 

nutriments pour Mtb, sont moins disponibles dans le cytosol. 

 L’expression de Tirap à un niveau intermédiaire induit une inflammation intermédiaire de 

cytokines inflammatoires ce qui peut représenter un stimulus optimal pour l’activation de la 

cellule et potentiellement le recrutement d’autres effecteurs immunitaires. 

Notre hypothèse est que l’expression de Tirap dans les macrophages +/- est suffisante pour induire 

l’inflammation dépendante de la signalisation TLR2-TLR4, mais la présence d’un seul allèle 

fonctionnel n’est pas suffisante pour le recrutement des différents effecteurs de l’hôte et de Mtb qui 

bloqueraient la maturation de la MCV. 

  



126 
 

 

Figure 12: Hypothèses sur le rôle de Tirap dans la régulation des défenses du macrophage infecté 
par Mtb 

La reconnaissance des différents PAMPs de Mtb induit son internalisation par les macrophages. Une 

fois dans les phagosomes, les composants de Mtb sont reconnus par des récepteurs intracellulaires, 

tel que le TLR9 qui est activé par l'ADN mycobactérien. La signalisation cytosolique dépendante de 

Tirap pourrait être liée à la voie TLR9. Tirap conduit à une libération précoce de GM-CSF impliqué 

dans la signalisation STAT5. Ceci conduit à la production de Cish qui entraine l’ubiquitination et a 

dégradation des v-ATPase permettant la survie et la réplication intracellulaire de Mtb.  
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L’inhibition des voies de signalisation impliquant Tirap à des fins thérapeutiques, a déjà fait l’objet de 

précédentes études (Hao et al., 2019; M. Srivastava et al., 2019). En effet, une étude a montré que le 

traitement d’un modèle cellulaire et murin de septicémie avec le Géfitinib, interférait avec 

l’interaction Tirap-c-Jun inhibant une réponse inflammatoire majeure (médiée par le facteur de 

sécrétion AP1) souvent observée chez les patients souffrant de septicémie (M. Srivastava et al., 

2019). Dans l’optique d’une HDT utilisant un inhibiteur de Tirap associé à un traitement antibiotique, 

nous avons réalisé une expérience préliminaire d’infection de macrophages déficients pour Tirap 

pour s’assurer de l’efficacité d’antibiotiques de première ligne, l’isoniazide et la rifampicine (Figure 

13). La quantification de l’aire bactérienne par cellule infectée, qui est représentative de la 

réplication de Mtb, a montré que le traitement à l’isoniazide ou à la rifampicine présentait la même 

efficacité dans les trois souches de macrophages. Ceci ne représente évidemment qu’une preuve 

indirecte de l’efficacité des antibiotiques dans un modèle d’inhibition de Tirap. Il sera important dans 

le futur, de tester l’effet d’un traitement avec des inhibiteurs sur l’efficacité des antibiotiques in vitro 

et in vivo. Il n’est pas aussi à exclure que la molécule sélectionnée puisse avoir un effet direct sur la 

bactérie extracellulaire. 
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Figure 13: Test d’efficacité de l’isoniazide et la rifampicine sur la réplication bactérienne au sein de 
macrophages wild type et de macrophages déficients pour Tirap 

Les BMDMs ont été cultivés dans des plaques à 384 puits, infectés avec Mtb H37Rv-GFP (MOI de 2) 

puis traités par l’isoniazide ou la rifampicine à différentes concentrations pendant 4 jours. Les 

courbes représentent l’aire bactérienne dans les cellules infectées en fonction de la concentration 

croissante de l’antibiotique utilisé. Chaque point de la courbe est représentatif de la moyenne de 12 

puits ± SEM.  
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Cependant, l’inhibition de Tirap chez la souris à l’aide de molécules bioactives ou de siRNA inhibant le 

gène de Tirap, pourrait ne pas améliorer la résistance à l’infection, comparablement au phénotype 

observé chez la souris -/-. Au niveau cellulaire, les macrophages -/- parviennent quand même à 

contenir l’infection. Nous pourrions émettre l’hypothèse que l’inhibition de Tirap spécifiquement 

dans les macrophages alvéolaires des souris permettrait à ces cellules de contenir l’infection. Une 

précédente étude de l’équipe a montré que l’administration de nanoparticules de poly-β 

cyclodextrines chargées d’antibiotiques permettait de cibler spécifiquement les macrophages 

alvéolaires dans les poumons de souris infectées par Mtb et induire leur apoptose (Machelart et al., 

2019). Ces nanoparticules permettraient d’encapsuler des inhibiteurs de Tirap associés à des 

antibiotiques et de les acheminer directement aux macrophages alvéolaires infectés pas Mtb. 

En conclusion, l'utilisation des HDT pour le traitement de la TB en est clairement à ses débuts et 

nécessite des études et des analyses plus approfondies pour pouvoir représenter un élément 

principal du traitement de la TB. L’étude du système immunitaire et des interactions hôte-Mtb 

constitue une étape clé pour l’identification des voies de signalisation qui pourraient être ciblées afin 

d’empêcher la bactérie de détourner la machinerie cellulaire à son avantage. Cibler des voies 

précoces impliquées dans cette interaction comme la reconnaissance du pathogène par les TLRs a 

fait l’objet de plusieurs études dans le traitement de différentes pathologies infectieuses et semble 

être une stratégie prometteuse. 
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Anticorps et marqueurs 

L'anticorps polyclonal Tirap a été acheté chez ThermoFischer. Pour l'immunofluorescence, les 

anticorps ont été sondés en utilisant des anticorps secondaires d'âne anti-lapin conjugués à 

Rhodamine Red X (Jackson Immunoresearch). Les noyaux cellulaires ont été marqués par 

fluorescence en utilisant le DAPI (Sigma Aldrich) ou le Hoechst 33342 (ThermoFisher). Le Lysotracker 

Green DND-26, le pHrodo Red succinimidyl ester, le CCF4-AM et le LipidTox Deep Red ont été 

obtenus auprès de ThermoFisher. 

Souris 

Les souris C57BL/6NJ de type sauvage et Tirap-/- ont été achetées auprès du Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, ME, USA). Tout l’élevage de souris a été réalisé dans l'animalerie de l'Institut Pasteur de Lille, 

France, avec des souris hétérozygotes pour le gène Tirap (Tirap+/-) qui y ont été générés (accord B59-

350009). Toutes les procédures expérimentales ont fait l'objet d'une validation éthique par le Comité 

français de l'expérimentation animale et le Ministère de l'Education Nationale et de la Recherche 

(APAFIS#1 327 0232-2017061411305485 v6, agréé le 14/09/2018). Toutes les expériences ont été 

réalisées conformément aux directives et réglementations en vigueur. 

Macrophages murins dérivés de la moelle osseuse (BMDM) 

Des progéniteurs murins de moelle osseuse ont été obtenus en prélevant des tibias et des fémurs 

chez des souris de type sauvage C57BL/6NJ, Tirap+/- et Tirap-/- âgées de 8 à 12 semaines. Les BMDM 

ont été obtenus en ensemençant 107 cellules de moelle osseuse dans des flasques de 75 cm2 dans du 

milieu RPMI 1640 Glutamax (Gibco) additionné de 10 % de sérum de veau fœtal inactivé par la 

chaleur (FBS, Gibco ; RPMI-FBS) et de 10 % de surnageant de culture de cellules L929 contenant du 

M-CSF. Du milieu frais a été ajouté tous les 3-4 jours. Après 7 jours d'incubation à 37°C dans une 

atmosphère contenant 5% de CO2, la monocouche de BMDM a été rincée avec du D-PBS et les 

cellules récoltées avec de la Versene (Gibco). Les BMDM ont été remis en suspension dans un milieu 

de culture pour être utilisés pour des essais ultérieurs. 

Bactéries 

Des souches recombinantes de Mtb H37Rv exprimant une protéine fluorescente verte (GFP) ou une 

protéine fluorescente rouge DsRed (Christophe et al., 2009) ont été cultivées dans du milieu 

Middlebrook 7H9 (Difco) additionné de 10 % d'acide oléique-albumine-dextrose-catalase (OADC, 

Difco), 0,2 % de glycérol (Euromedex), 0,05 % de Tween 80 (Sigma-Aldrich) et 50 μg/ml 

d'hygromycine (ThermoFisher Scientific) ou 25 μg/ml de kanamycine (Sigma-Aldrich) pour H37Rv-GFP 

ou H37Rv-DsRed, respectivement. Les cultures ont été maintenues pendant 14 jours jusqu'à ce que la 

phase exponentielle soit atteinte. Avant l'infection cellulaire, les bacilles ont été lavés avec du DPBS, 
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sans MgCl2 ni CaCl2, (Gibco), remis en suspension dans 10 ml de RPMI-FBS et centrifugés à 1000 

rpm/min pendant 2 min à température ambiante pour éliminer les agrégats bactériens. Le titre 

bactérien de la suspension a été déterminé en mesurant la densité optique (OD600 nm). La 

suspension bactérienne a été diluée à la concentration voulue dans du RPMI 1640 additionné de 10 

% de FBS avant l'infection. Pour les études in vivo, la souche non fluorescente Mtb H37Rv a été 

cultivée dans du milieu Middlebrook 7H9, comme décrit précédemment (Deboosère et al., 2017 ; 

Raze et al., 2018). 

Infection des souris et détermination de la charge bactérienne 

Des souris âgées de 8 à 12 semaines ont été inoculées avec H37Rv par voie intranasale (i.n.) (105 

CFU/20 μL) comme décrit précédemment (Machelart et al., 2019). 28 jours après infection, les souris 

ont été euthanasiées et les poumons ont été récoltés pour une évaluation de la charge bactérienne 

par CFU. Les poumons ont été homogénéisés pendant 20 min dans un tube contenant des billes de 

verre de 2,5 mm de diamètre et 1 ml de PBS à l'aide du broyeur MM 400 mixer mill (Retsch GmbH, 

Haan, Allemagne). Des dilutions en série de dix fois (de 10-2 à 10-9) de chaque échantillon ont été 

étalées sur une plaque de gélose 7H11 (Difco) additionnée de 10 % d’OADC. Après une période de 

croissance de 2 semaines à 37°C, les CFU ont été déterminées à la dilution appropriée permettant un 

dénombrement optimal des colonies. 

Histopathologie pulmonaire 

Les poumons ont été récoltés, perfusés et trempés dans du formaldéhyde à 4 % (solution de formol à 

10 %, HT501128, Sigma-Aldrich) pendant 24 heures à 4 °C, puis déshydratés dans une série de 

solutions d'éthanol pour visualiser leurs structures internes. Les échantillons ont ensuite été inclus 

dans un milieu contenant du paraplast Plus® et coupés en sections de 5 μm d'épaisseur. Les coupes 

ont été colorées au bleu de toluidine (0,1%) pendant 4 min après avoir été déparaffinées et 

réhydratées. Les échantillons ont été examinés à l'aide d'un microscope optique (Zeiss Axio lab A1) et 

d'un stéréomicroscope (Zeiss Stemi 305). 

Cytométrie en flux 

Comme décrit précédemment (Hanot Mambres et al., 2016), les poumons ont été récoltés, coupés 

en petits morceaux et incubés pendant 1 heure à 37 °C avec un mélange de DNAse I (100 μg/ml, 

Sigma-Aldrich) et de collagénase (400 U/ml 1,6 mg/ml, Roche). Les cellules pulmonaires ont été 

lavées et filtrées sur un filtre de 100 μM avant d'être incubées avec des doses saturantes de 2.4G2 

purifié (anti-récepteur Fc de souris, ATCC) dans 200 μL PBS 0,2% BSA 0,02% NaN3 (tampon FACS) 

pendant 20 minutes à 4° C pour empêcher les anticorps de se lier au récepteur Fc. Diverses 

combinaisons d’anticorps monoclonaux fluorescents (dilués dans du tampon FACS) ont été utilisées 
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pour déterminer les populations cellulaires (Tableau 3). Les acquisitions ont été effectuées sur un 

cytomètre en flux, le FACScanto II (Becton Dickinson) avec les anticorps suivants de BD Biosciences : 

HL3 couplé à la fluorescéine (FITC) (anti-CD11c), 145-2C11 couplé à la FITC (anti-CD3), RB6-8C5 

couplé à l'APC (anti-GR1), RM4-5 couplé à la phycoérythrine (PE) (anti-CD4), E50-2440 couplé à la PE 

(anti-SIGLEC-F), BM8 couplé à l'APC (anti-F4/80). Le M1/70 couplés à APC-eF780 (antiCD11b) ont été 

achetés chez eBiosciences et un marqueur de viabilité Aqua (ThermoFisher) a été utilisé pour 

distinguer les cellules viables des mortes.  

Type cellulaire Phénotype 

Neutrophils CD11b+ Ly6G+ 

Dendritic cells  CD11b+ CD11c+ F4/80- 

Alveolar macrophages F4/80+ SiglecF+ CD11c+ 

Interstitial macrophages F4/80+ SiglecF- CD11cint 

CD4 T cells CD3+ CD4+ 

CD8 T cells CD3+ CD8+ 

B cells CD3- B220+ MHCII+ 

Tableau 3: Détermination phénotypique des cellules immunitaires pulmonaires. 

Quantification de la réplication mycobactérienne intracellulaire, l'acidification phagosomale, la 

rupture phagosomale et la formation de gouttelettes lipidiques (DL) 

2x104 BMDM ont été ensemencés par puits dans des plaques à 384 puits. Les cellules ont été 

infectées pendant 3 h avec H37Rv-GFP à une MOI de 2. Les cellules ont été lavées abondamment 

avec RPMI-FBS afin d'éliminer les bactéries extracellulaires puis incubées à 37 ° C avec 5% de CO2. 

Pour le test de réplication intracellulaire, les cellules ont été incubées dans une solution de formol à 

10 % (Sigma-Aldrich) contenant 10 μg/mL de Hoechst 33342 (Life-Technologies) à 3 h et 96 h post-

infection (hpi). Les plaques ont été incubées pendant 30 min, permettant la coloration des noyaux et 

la fixation des cellules. Les cellules ont été stockées dans du DPBS jusqu'à l'acquisition de l'image. 

Pour quantifier l'acidification phagosomale, 2 essais ont été réalisés. Pour le test Lysotracker, 3 hpi, 

les cellules ont été incubées avec 1 mM de LysoTracker Green DND-26 pendant 1,5 h à 37 °C avec 5 % 

de CO2. Les cellules ont ensuite été fixées avec une solution contenant du formol à 10 % et 10 μg/mL 

de Hoechst 33342. Pour le test pHrodo, avant l'infection cellulaire, la culture H37Rv-GFP a été 

incubée pendant 1 h à 37 °C dans du bicarbonate de sodium 100 mM, pH 8,5, contenant 0,5 mM 
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d'amine réactive. Les bactéries marquées ont été lavées et les BMDM ont ensuite été infectées avec 

cette culture de Mtb marquée au pHrodo et exprimant la GFP à une MOI de 2. L'acidification 

phagosomale a été évaluée (toutes les heures jusqu'à 12 hpi) comme décrit précédemment 

(Deboosere et al. , 2021). 

Pour la rupture phagosomale, à 4 jours post-infection (dpi), les cellules ont été colorées avec 8 µM 

CCF4-AM dans du tampon EM (120 mM NaCl2, 7 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 0,8 mM MgCl2, 5 mM 

glucose, 2,5 µM probénécide et 25 mM Hepes, pH 7.3) pendant 1 h à température ambiante et dans 

l'obscurité. Les cellules ont ensuite été lavées trois fois en utilisant un tampon EM avant l'imagerie. 

Pour le test de formation de LD, les cellules ont été lavées et fixées à 96 hpi, comme décrit 

précédemment (Deboosere et al., 2021). Les cellules ont été lavées deux fois avec du DBPS et les LD 

intracellulaires ont été marquées avec 25 μL par puits par la sonde HCS LipidTox Deep Red diluée 

2000 fois (Invitrogen) dans du DPBS pendant 30 min à température ambiante. 

Immunofluorescence 

2x104 BMDM ont été ensemencés par puits dans des plaques à 384 puits et infectés avec Mtb H37Rv-

GFP à une MOI de 2 pendant 24 h. Par la suite, les cellules ont été lavées avec du PBS et fixées dans 

du PBS + paraformaldéhyde à 4 % pendant 20 min à température ambiante, suivies d'une incubation 

dans du PBS + NH4Cl 50 mM pendant 10 min. Les cellules ont été marquées pour Tirap et le noyau 

l'ADN à l'aide du DAPI (Sigma-Aldrich, USA). Les cellules ont ensuite été lavées abondamment avant 

l'imagerie. 

Acquisition d'image 

Les images ont été acquises à l'aide d'un microscope confocal à fluorescence automatisé (In Cell 

Analyzer 6000, GE) équipé d'une lentille 20X (NA 0,70) ou d'une lentille à immersion 60X (NA 1,2) 

pour la localisation de Tirap, la réplication mycobactérienne, l'acidification phagosomale et les essais 

de formation de LD. Le microscope confocal est équipé de lasers d'excitation à 405, 488, 561 et 642 

nm. La fluorescence émise a été capturée à l'aide d'une caméra associée à un ensemble de filtres 

couvrant une longueur d'onde de détection allant de 450 à 690 nm. Les noyaux colorés au Hoechst 

33342 ont été détectés à l'aide du laser 405 nm avec un filtre d'émission 450/50 nm. Les signaux 

verts correspondant à LysoTracker Green DND-26 et H37Rv-GFP ont été détectés à l'aide d'un laser 

de 488 nm avec des filtres d'émission de 540/75 nm. Les signaux rouges correspondant aux anticorps 

secondaires Alexa fluor, à H37Rv-DsRed, et au pHrodo ont été détectés à l'aide d'un laser de 561 nm 

avec des filtres d'émission de 600/40 nm. Le signal LipidTOX a été détecté en utilisant des longueurs 

d'onde d'excitation de 630 nm et d'émission de 690 nm. 
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L'analyse d'image 

Les images du microscope confocal automatisé ont été analysées à l'aide de scripts multiparamètres 

développés à l'aide du système Columbus (version 2.3.1; PerkinElmer). Des algorithmes de 

segmentation ont été appliqués aux images d'entrée pour détecter les noyaux et le signal de Mtb 

H37Rv afin de déterminer les taux d'infection et de réplication. En bref, la segmentation de la cellule 

hôte a été réalisée en utilisant deux intensités de signal Hoechst différentes - une forte intensité 

correspondant au noyau et une faible intensité dans le cytoplasme - avec l'algorithme "Find Nuclei" 

et "Find Cytoplasm", comme décrit précédemment (Deboosere et al. , 2021). Les intensités du signal 

GFP ou DsRed dans une cellule ont été utilisées pour la segmentation bactérienne intracellulaire avec 

l'algorithme "Find Spots". Les bactéries intracellulaires identifiées ont été quantifiées en nombre de 

pixels ce qui correspond à l’aire bactérienne intracellulaire. Par la suite, la population de cellules 

infectées a été déterminée et l'augmentation de la surface intracellulaire de Mtb, correspondant à la 

réplication mycobactérienne intracellulaire, a été calculée. Pour la quantification de l'acidification 

phagosomale avec Lysotracker Green DND-26, l'intensité du signal vert dans une cellule a été utilisée 

pour la segmentation du compartiment acide intracellulaire avec l'algorithme "Find Spots". 

Extraction d'ARN 

Les BMDM ont été cultivés dans des plaques à 6 puits et l'ARN a été extrait à l'aide du réactif de lyse 

QIAzol et du kit miRNeasy Mini conformément aux instructions du fabricant (Qiagen). La 

concentration d'ARN a été déterminée à l'aide du SimpliNano (GE Healthcare, Royaume-Uni). L'ADN 

restant dans les échantillons a été dégradé à l'aide de du kit amplification grade DNase I (Sigma-

Aldrich, USA) pendant 6 min à température ambiante. La réaction a été stoppée par inactivation 

thermique pendant 10 min à 70°C. 

L'ARN total des tissus pulmonaires a été extrait avec le kit NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt, 

Allemagne). 

RT-PCR quantitative 

Pour les extraits d'ARN des BMDM, la synthèse d'ADNc a été réalisée par transcription inverse à 

l'aide du kit Superscript IV Vilo Mastermix (ThermoFisher, USA) en suivant les instructions du 

fabricant. L'ARN de l'extrait de poumon a été rétrotranscrit avec le kit High-Capacity cDNA Archive 

(Life Technologies, États-Unis). La qPCR a été réalisée à l'aide du SYBR Select Master Mix 

(Thermofischer) avec 20 ng d'ADNc par échantillon et les paires d'amorces appropriées (Tableau 4). 

Gapdh a été utilisé comme gène de ménage de référence pour la normalisation. Les réactions qPCR 

ont été mesurées par le système QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems, USA) en utilisant les 
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cycles suivants : 2 min à 50°C, 10 min à 95°C suivis de 40 cycles de 15 s à 95°C, 30 s à 60°C et 30 s à 

72°C. L’expression relative de l'ARNm cible a été calculée sur la base de la formule 2-ΔΔCt, où le gène 

Gapdh a été utilisé comme gène de référence, et l'ARN des BMDM de type sauvage non infectés a 

été utilisé comme condition standard (contrôle négatif). 

Gènes Amorces sens Amorces anti-sens 

arg1 ATTGTGAAGAACCCACGGTCTG ACTGTGGTCTCCACCCAGCA 

cish CTAGACCCTGAGGGGGATCT GGGTGCTGTCTCGAACTAGG 

gapdh GCAAAGTGGAGATTGTTGCCA GCCTTGACTGTGCCGTTGA 

gm-csf TGCCTGTCACGTTGAATGAAGA CCCGTAGACCCTGCTCGAATA 

ifng CAACAGCAAGGCGAAAAAG GTGGACCACTCGGATGAGCT 

il12p40 GACCCTGCCCATTGAACTGGC CAACGTTGCATCCTAGGATCG 

il1b TCGTGCTGTCGGACCCATA GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTGT 

il6 CAACCACGGCCTTCCCTACT CCACGATTTCCCAGAGAACATG 

inos CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTCGAAGTGAAGCGTTTCG 

tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

Tableau 4: Séquences des amerces sens et anti-sens 

Séquençage de l'ARN 

La qualité de l'ARN a été analysée par la mesure du numéro d'intégrité de l'ARN (RIN) avec un 

bioanalyseur RNA 6000 Nano assay avant le séquençage. La préparation de la bibliothèque d'ARNm a 

été réalisée en suivant les recommandations du fabricant (kit Ultra 2 mRNA de NEB). La bibliothèque 

regroupant les échantillons finaux a été séquencée sur le Novaseq6000 ILLUMINA (2x1600 millions 

de lectures de 100 bases) en une seule passe, correspondant à 2x30 millions de lectures par 

échantillon après démultiplexage. La qualité des données brutes a été évaluée avec FastQC. Les 

séquences et les adaptateurs de mauvaise qualité ont été coupés ou supprimés avec l'outil fastp, 

avec les paramètres par défaut, pour ne conserver que les lectures appariées de bonne qualité. La 

plateforme bio-IT Illumina DRAGEN (v3.8.4) a été utilisée pour la cartographie sur le génome de 

référence mm10 et la quantification avec le fichier gtf d'annotation gencode vM25. La composition 

de la bibliothèque et la couverture des transcrits ont été vérifiées avec les outils Picard. Les analyses 

suivantes ont été réalisées avec le logiciel R. L'analyse de l'expression différentielle a été réalisée 
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avec le package bioconductor DESeq2 (v1.26.0). Les valeurs de p ajustées aux hypothèses multiples 

ont été calculées avec la procédure de Benjamini-Hochberg pour contrôler le FDR avec un seuil de 

significativité à 0,05. Le seuil du rapport log2 absolu a été fixé à 2. 

Enfin, une analyse d'enrichissement a été réalisée en copiant-collant les gènes identifiés dans Enrichr 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/). 

Statistiques 

Toutes les analyses et tous les histogrammes ont été réalisés à l'aide du logiciel GraphPad Prism 9. La 

significativité des résultats obtenus a été testée à l'aide du test Ordinary one-way ANOVA. Les 

différences de moyenne entre deux groupes ont été analysées à l'aide du test t Student. Les 

symboles *, **, *** et **** indiquent respectivement p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 et p < 0,0001. 
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Résumé 

Mycobacterium tuberculosis est capable de coloniser, de persister et de se répliquer massivement 

dans les cellules hôtes, comme les cellules phagocytaires et les cellules épithéliales. Différentes 

étapes du trafic intracellulaire de la bactérie sont essentielles au développement de la pathogenèse 

de la tuberculose. Les mécanismes détaillés du trafic intracellulaire du bacille ne sont pas 

entièrement compris et nécessitent des investigations supplémentaires. Accroître nos connaissances 

sur ce processus aidera à développer des outils thérapeutiques qui réduiront l’incidence de la 

tuberculose. M. tuberculosis peut être génétiquement modifiée et exprimer des protéines 

fluorescentes. Ainsi, la distribution intracellulaire des bactéries exprimant ces marqueurs peut être 

facilement suivie à l'aide de la microscopie confocale. Les progrès des techniques d'imagerie et de 

l'analyse d’images permettent la quantification rapide d'objets biologiques dans des environnements 

complexes. Dans ce chapitre, nous avons détaillé les méthodes d'imagerie à haut contenu / haut 

débit pour suivre le bacille dans les différentes étapes de son trafic dans la cellule hôte.  
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Running head: High-content analysis of host-pathogen interactions  

 

Abstract 

Mycobacterium tuberculosis is able to colonize, persist and massively replicate in host cells, such as 

phagocytes and epithelial cells. The intracellular stage of the bacteria is critical to the development of 

tuberculosis pathogenesis. The detailed mechanisms of intracellular trafficking of the bacillus are not 

fully understood and require further investigations. Therefore, increasing the knowledge of this 

process will help to develop therapeutic tools that will lower the burden of tuberculosis. M. 

tuberculosis is genetically tractable and tolerates the expression of heterologous fluorescent 

proteins. Thus, the intracellular distribution of the bacteria expressing fluorescent tracers can be 

easily defined using confocal microscopy. Advances in imaging techniques and images-based analysis 

allow the rapid quantification of biological objects in complex environments. In this chapter, we 

detailed high content / high-throughput imaging methods to track the bacillus within host cell 

settings. 

Keywords  

Mycobacterium tuberculosis, High-content/High-throughput screening, drug discovery, siRNA library, 

phenotypic assays, automated confocal microscopy, image-based analysis 
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1. Introduction 

There is a strong interplay between M. tuberculosis and the host cell at various levels, including 

uptake, intracellular trafficking and metabolic reprogramming (Soldati & Neyrolles, 2012). Once 

internalized, mycobacteria prevent and control the acidification of the M. tuberculosis-containing 

vacuole (pH at around 6.3–6.5), thereby inducing an intra-phagosomal environment favouring its 

survival (Christophe et al., 2009). These organelles were long considered sealed, but it was recently 

shown that the bacilli induce vacuolar rupture, thereby allowing direct interactions of bacterial 

components with host cytosolic proteins (Cambier, Falkow, & Ramakrishnan, 2014; Simeone et al., 

2015). Thus, M. tuberculosis blocks innate immune defense of the host to establish its intracellular 

replicative niche. However, the host machinery and bacterial effectors that control the spatio-

temporal vacuolar maturation and intracellular survival are not fully characterized and need further 

investigation (Philips & Ernst, 2012). 

With the alarming emergence of multi-drug resistant strains, it has become a race against time to 

discover new anti-tuberculosis drugs. Antibacterial compounds identified during the last decades 

were mainly revealed by whole cell phenotypic screens. To study mycobacterial survival within host 

cells, in vitro models usually rely on the enumeration of colony forming units (CFU), which is labor-

intensive and time-consuming. Moreover, these assays do not take into account individual host cell 

behavior from the sample. In this context, the identification of small molecule inhibitors, siRNA, or 

molecular genetic interventions interfering with the pathological cycle of the bacteria would help to 

elaborate new therapeutic strategies.  

Fluorescence microscopy-based approaches and user-friendly interfaces of image analysis provide 

the possibility to visualize and quantify biological events at different time points post-infection, 

making them particularly well-suited for host-pathogen interaction studies (C. Conrad et al., 2011). In 

this chapter, taking into account that dynamics of M. tuberculosis infection can vary depending on 

the virulence of the strain and the type of host cells, we detailed miniaturized and automated assays 

allowing the screening of large libraries of compounds, genetic modulators of host pathways and 

their mutants. Moreover, we also described high-content fluorescent microcopy assays and their 

analysis to follow successive biological events implicated in the intracellular establishment of M. 

tuberculosis.  

1.1. Experiment outline 

We provide here multiple fluorescence-based high-content and high-throughput phenotypic assays 

to monitor the intracellular trafficking and replication of M. tuberculosis. These methods allow the 

quantitative and qualitative investigation of the impact of various genetic or chemical modulators on 
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M. tuberculosis-infected host cells (Fig. 1) (Christophe, Ewann, Jeon, Cechetto, & Brodin, 2010; 

Christophe et al., 2009; Queval et al., 2017; Queval et al., 2014; Song et al., 2017; Song et al., 2018; S. 

A. Stanley et al., 2014). 

The following protocols describe details of the preparation of various types of professional 

phagocytes as well as a type II pulmonary epithelial cell model to monitor M. tuberculosis 

interactions with the host at the single cell level, thereby adding a considerable value over the CFU-

based methods that fail to take into account individual host cell parameters. The high-throughput 

screening (HTS) assays presented here are based on the adaptation of cellular imaging to 

automation, which consist of acquiring automated images from a large set of samples. The 

acquisition device used in this method is an automated confocal fluorescence microscope recording 

several fields and different focal planes for each well of optical multi-well plates, such as 96-well, 

384-well, etc. Due to the high-resolution capacity that can now be obtained with modern devices, 

not only can quantification of bacterial survival be recorded, but phenotypic changes of either the 

bacteria or the host cell can also be observed simultaneously. The methodology presented here was 

developed to quantify intracellular M. tuberculosis by detecting enhanced-GFP (eGFP)-expressing 

bacteria inside fluorescently labelled phagocytic or non-phagocytic cells.  

The first part of this chapter explains the preparation and use of the reagents and the equipment 

required for the different assays. In the second part, the cultivation methodology of selected cell 

lines and primary cells are provided, which we use successfully for the investigation of M. 

tuberculosis infection in our laboratory. The robustness and rapid growth of the murine macrophage 

cell line RAW264.7 make this cell model a good candidate for large-scale screens. However, readers 

should consider differences in cell surface receptor expression and the different composition of the 

phagosomal proteome between RAW264.7 and primary macrophages (Guo et al., 2015) , when 

choosing their experimental model. More specific assays have been efficaciously adapted in our 

laboratory to other cell lines, such as the human monocyte cell line THP-1, the A549 human type II 

pneumocyte-like cell line, murine bone-marrow-derived macrophages or dendritic cells, and human 

peripheral blood-derived macrophages. We also describe protocols for preparing and dispensing all 

the components involved in the various screening methodologies, which include the distribution of 

infected cells directly onto library compounds, and distribution and transfection of siRNA for cell 

infection. We describe how macrophages are prepared and infected at a low multiplicity of infection 

(MOI) with an eGFP-expressing M. tuberculosis strain prior to incubation with compounds. Particular 

attention is given to the description of bacterial culture methods allowing the growth of non-

clumping bacteria and the use of two-week pre-cultures of mycobacteria, as these parameters are 

crucial for successful and reproducible infections of macrophages. 



161 
 

Then, we describe cell staining procedures to monitor intracellular trafficking and replication of M. 

tuberculosis inside host cells, either for end point studies when kinetic data are not needed, or for 

dynamic studies requiring image acquisition for at least three days. We propose a population-based, 

multi-parametric analysis pipeline that can be used to monitor the intracellular fate of M. 

tuberculosis and the dynamics of cellular events involved in host defense, such as phagosomal 

maturation (acidification) and vacuolar rupture, generation of reactive oxygen species (RO) and nitric 

oxide (NO) synthesis, a zinc-poisoning system and the investigation of the accumulation of lipid 

droplets, also known as lipid bodies. 

Finally, we outline basic image parameters that can best depict the impact of the intervention 

(compounds or siRNA) on mycobacterial survival or virulence. 

 

Fig. 1. Summary of the main subcellular events that can be monitored using the proposed pipeline 

following M. tuberculosis infection in macrophage. 

2. Materials 

2.1. Growth of Mycobacterium tuberculosis strains for cellular infection assay 

N.B. Requirement of a biosafety cabinet and a dedicated biosafety laboratory adapted for pathogens 

of class 3. 
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1. Bacterial strains (see Note 1). 

2. 20% w/v Tween 80: Add 20 g of Tween 80 in 100 mL of deionized water. Filter-sterilize through a 

0.22 µm cellulose ester membrane. 

3. Hygromycin B: 50 mg/mL stock solution (supplied ready to use). Store at 4°C for 24 months from 

date of manufacture. Add to medium at a final concentration of 50 µg/mL. 

4. Kanamycin sulfate: store powder at 4°C. Prepare 25 mg/mL stock in Dulbecco's phosphate-

buffered saline (DPBS). Store at -20°C in 500 µL aliquots for up to one year. Add to medium at a 

final concentration of 25 µg/mL. 

5. Middlebrook OADC enrichment (supplied ready to use), containing oleic acid, bovine albumin, 

dextrose, catalase and NaCl. Store at 4°C in the dark. 

6. Complete 7H9 medium (7H9-OADC-Tw): Add 4.7 g of 7H9 powder and 5 mL of glycerol to 900 mL 

of deionized water; autoclave for 10 min at 121°C. Cool to room temperature and add 100 mL of 

OADC and 2.5 mL of 20% w/v Tween 80. Add 50 µg/mL hygromycin B or 25 µg/mL kanamycin, as 

required (see Note 1). 

7. Middlebrook 7H11 agar: Add 21 g of 7H11 powder and 5 mL of glycerol to 900 mL of deionized 

water; autoclave for 10 min at 121°C. Cool to 55°C and add 100 mL of OADC. Add 50 µg/mL 

hygromycin B or 25 µg/mL kanamycin, as required (see Note 1). 

8. Sterile and ventilated 125 and 250-mL Erlenmeyer. 

9. Sterile 50-mL Polypropylene Conical Centrifuge tubes. 

10. Sterile 384-well assay plates with lids, compatible with cell culture and laser-scanning confocal 

microscope (see Note 2). 

11. Laboratory centrifuge to achieve 3750 × g. 

12. Humidified 37°C incubator maintaining a 5% CO2 atmosphere. 

13. 37°C shaking incubator. 

14. Microplate fluorescence reader, e.g. Victor 3 (Perkin Elmer) or any other microplate fluorescence 

reader, equipped with emission and excitation filters at 488 and 520 nm, respectively. 

2.2. RAW264.7 macrophage cell line culture 

N.B. Requirement of a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 
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1. RAW264.7 cells: a murine tumour-derived macrophage cell line (Raschke, Baird, Ralph, & 

Nakoinz, 1978) available from the American Type Culture Collection (ATCC, TIB-71) (see Note 3).  

2. Fetal bovine serum (FBS): heat-inactivated at 56°C for 30 min. Store at -20°C in 50 mL aliquots 

(see Note 4). 

3. Complete RPMI medium (RPMI-FBS): add 50 mL of FBS to a 500 mL bottle of RPMI 1640 medium 

supplemented with 2 mM glutamine. Store at 4°C for up to one month. 

4. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS), modified without calcium chloride and magnesium 

chloride, suitable for cell culture. 

5. Laboratory centrifuge to achieve from 220 up to 330 × g. 

6. Sterile 50-mL Polypropylene Conical Centrifuge tubes. 

7. Counting chamber. 

8. Humidified 37°C incubator maintaining a 5% CO2 atmosphere.  

9. Dimethylsulfoxide (DMSO): store at room temperature. 

10. Sterile and ventilated 75 cm² and 175 cm²-tissue culture flasks (75 and 175 cm² flasks). 

11. Versene solution (Gibco) formulated as EDTA solution (0.48 mM) in PBS: store at 4°C and use 

within one month after opening. 

2.3. THP1 macrophage cell line culture 

N.B. Requirement of a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 

1. See items 2-11 under Subheading 2.2.  

2. THP-1 cells: Human monocyte cell line (Tsuchiya et al., 1980) (ATCC, TIB-202) (see Note 3). 

3. 50 µg/mL Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) stock solution: dissolve 1 mg of PMA in 

20 mL of DMSO. Store 0.1-1 mL aliquots at -20°C in the dark for up to 6 months. 

2.4. A549 human type II pneumocyte-like cell line culture  

1. See items 2-11 under Subheading 2.2. 

2. A549 cells: Human type II pneumocyte-like cell line (Giard et al., 1973) (ATCC, CCL-185) (see 

Note 3). 
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2.5. Production of L929-derived M-CSF conditioned medium for murine primary macrophage 

differentiation and culture (E. R. Stanley & Heard, 1977) 

N.B. Requirement of a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 

1. See items 2-10 under Subheading 2.2. 

2. Murine L929 fibroblast cell line (ATCC® CCL-1™) (see Note 3).  

3. Trypsin-EDTA (0.05%) solution (Gibco): store at 4°C and use within one month after opening. 

2.6. Production of J558-derived GM-CSF conditioned medium for murine primary dendritic cell 

differentiation and culture (Winzler et al., 1997) 

N.B. Requirement of a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 

1. See items 2-10 under Subheading 2.2. 

2. Murine J558 cell line (ATCC® TIB-6™) (see Note 3). 

3. Complete IMDM medium (IMDM-FBS): add 50 mL of FBS to a 500 mL bottle of IMDM medium 

supplemented with 50 mM -mercaptoethanol. Store at 4°C for up to one month. 

4. 50 mg/ml Geneticin stock solution (G418 disulfate salt). Store at 4°C for up to one year. For J558 

cell maintenance, freshly prepare IMDM-FBS supplemented with 1 mg/ml Geneticin.  

2.7. Murine primary monocyte isolation  

N.B. Requirement of an animal facility and a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 

1. See items 2-10 under Subheading 2.2. 

2. 6- to 10-weeks old C57BL6 mice (used to collect bone marrow and purify murine primary 

monocytes). 

3. 10× Red blood cell lysis buffer: add 15.6 g of NH4Cl, 2 g of NaHCO3 and 74 mg of EDTA in 200 mL 

of deionized water. Adjust the pH to 7.3 using 12 M HCl and filter-sterilize through a 0.22 µm 

cellulose ester membrane. Store 5 mL aliquots at -20°C for up to one year. For cell preparation: 

freshly prepare 1× Red blood cell lysis buffer by diluting 5 mL of the 10× solution with 45 mL of 

deionized water. Store at 4°C. 

2.8. Culture of murine bone marrow-derived macrophages (BMDM) 

N.B. Requirement of a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 
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1. See items 2-11 under Subheading 2.2. 

2. Murine primary monocytes purified from 6- to 10-weeks old C57BL6 mice bone-marrow (see 

Subheading 2.7, items 1-3, and Note 5). 

3. Murine Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF) stock (0.1 mg/mL): resuspend 100 µg of 

lyophilized M-CSF in 1 mL of sterile deionized water. Store at -20°C in 100 µL aliquots (see Note 

6). Avoid more than 3 freeze/thaw cycles.  

2.9. Culture of murine bone marrow-dendritic cells (BMDC) 

N.B. Requirement of a dedicated laboratory with a type 2 biosafety cabinet. 

1. See items 2-8 under Subheading 2.2. 

2. Murine hematopoietic stem cells purified from 6- to 10-weeks old C57BL6 mice bone-marrow 

(see Subheading 2.7 items 1-3, and Note 5). 

3. Murine Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) stock (0.1 mg/mL): 

resuspend 100 µg of lyophilized GM-CSF in 1 mL of sterile deionized water. Store at -20°C in 

100 µL aliquots (see Note 7). Avoid more than 3 freeze/thaw cycles.  

4. 0.5 M EDTA solution (Sigma-Aldrich): store at 4°C for up to 3 years. For cell preparation, freshly 

prepare 2 mM EDTA solution from the 0.5 M stock solution with pre-warmed (37°C) DPBS, no 

calcium, no magnesium.  

5. 2 mM EDTA solution. For cell preparation, freshly prepare 2 mM EDTA solution by dissolving 

29.2 mg of EDTA in 50 mL of DPBS. Filter-sterilize through a 0.22 µm PTFE membrane and pre-

heat up to 37°C. 

6. Sterile 78.5 cm (100 x 20 mm) and 500 cm (245 x 245 x 25 mm) square culture petri dishes. 

2.10. Human primary cell purification and culture 

N.B. Requirement of a type 2 biosafety cabinet in a dedicated biosafety laboratory adapted for 

pathogens of class 2. 

1. See items 2-9 under Subheading 2.2. 

2. Healthy volunteer peripheral blood samples. 

3. Ficoll's density gradient solution (density = 1.077). Store at room temperature in the dark. 
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4. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS): add 5 mL of FBS in a 

500 mL DPBS bottle. Store at 4°C for up to one month. 

5. 2 mM EDTA in DPBS supplemented with 2% FBS (PBMC-buffer): dissolve 58.4 mg of EDTA in 

98 mL of DPBS, no calcium, no magnesium. Filter-sterilize through a 0.22 µm PTFE membrane. 

Add 2 mL of FBS and sonicate for 30 min. Store at 4°C for up to one week. 

6. Human Macrophage-Colony Stimulating Factor (hM-CSF) stock (0.1 mg/mL): resuspend 100 µg of 

lyophilized hM-CSF in 1 mL of sterile water. Store 100 µL aliquots at -20°C. Avoid more than 3 

freeze/thaw cycles. 

7. CD14+ beads: magnetic micro-beads conjugated to monoclonal anti-human CD14 antibodies 

(Miltenyi Biotec). 

8. Magnet, column adaptors and columns for magnetic separation (Miltenyi Biotec). 

9. Sterile single-use beaker. 

10. Sterile 144 cm2 (120 x 120 mm) culture petri dishes. 

11. Laboratory centrifuge to achieve 330 × g for 10 min and 850 × g for 20 min (using a rotor with 

swing-out buckets). 

2.11. Intracellular Mycobacterial Replication Assays for siRNA screening 

N.B. Requirement of a sterile environment, such as a biosafety cabinet in a dedicated laboratory. 

1. RNase AWAY Spray Bottle (see Note 8). 

2. Lipofectamine LTX Reagent. 

3. Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent. 

4. HiPerFect Transfection Reagent. 

5. RNase-free DEPC-treated water (see Note 8). 

6. 5× siRNA buffer (Horizon Discovery). Prepare 1× siRNA buffer by mixing 1 volume of 5× siRNA 

buffer with 4 volumes of RNase-free water. 

7. siRNA solution: dilute 5 nmol lyophilized siRNA in 500 µL DEPC-treated water to reach a final 

stock concentration of 10 µM. Vortex and keep on ice during 15 min before use. Store stock 

solutions at -20°C. 
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8. Scramble siRNA solution: dilute ON-TARGETplus Non-targeting Control Pool (Horizon Discovery 

or Dharmacon), for RNAi experiments in human and mouse cells, or siGENOME Non-Targeting 

siRNA Pool #2 (Horizon Discovery) for human cell screening, with 1× siRNA buffer to reach a final 

stock concentration of 10 or 20 µM. Store stock solutions at -20°C. 

9. Echo (Labcyte) or any other High Precision Automatic Liquid Dispenser able to accurately 

dispense volumes of 5-50 µL, adapted to your 384-well plates (see Note 9). 

10. Automatic Plate Washer/Dispenser adapted to your 384-well plates (see Note 10). 

11. Sterile 384-well assay plates with lids, compatible with cell culture and laser-scanning confocal 

microscope (see Note 2). 

12. Breathable sealing tape for microplates (Corning) or any equivalent adhesive breathable sealing 

film suitable for your 384-well plates. 

13. Laboratory centrifuge for tubes and microplates to achieve 220 × g. 

14. Sterile 50-mL polystyrene reservoirs. 

15. Multichannel 50-µL pipette (16 channels). 

16. Humidified 37°C incubator maintaining a 5% CO2 atmosphere. 

2.12. Intracellular Mycobacterial Replication Assays for compound screening 

N.B. Requirement of a sterile environment, such as a biosafety cabinet in a dedicated laboratory. 

1. See items 9-16 under Subheading 2.11. 

2. Dimethylsulfoxide (DMSO): store at room temperature. 

3. Borosilicate amber glass vials with hermetic polypropylene PVDF or PTFE-coated screw caps (see 

Note 11). 

4. Microplate aluminum sealing film (Corning) or any equivalent adhesive aluminum sealing film 

suitable for your 384-well plates. 

5.  Sterile and ventilated 125 and 250-mL Erlenmeyer. 

6.  37°C shaking incubator.  

7. Amikacin disulfate salt: store powder at 4°C. Prepare 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS. 

Filter-sterilize through a 0.22 µm PTFE membrane and store 100 µL aliquots at -20°C for up to 
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one year. For experiments, freshly dilute the 50 mg/mL Amikacin solution 1:1000 in RPMI-FBS to 

obtain a 50 µg/mL Amikacin solution. 

8. 5 mM SYTOTM 60 Red Fluorescent Nucleic Acid Stain solution (Invitrogen) in DMSO: store at -20°C 

and protect from light. For intracellular mycobacterial replication assay, (i) firstly dilute the 5 mM 

SYTO 60 solution 1:200 in appropriate complete medium to prepare 25 µM SYTO 60 solution. (ii) 

Directly add the 25 µM SYTO 60 1:5 into the volume of medium contained in wells of 384-well 

assay plate to obtain a final concentration of 5 µM SYTOTM 60 per well.  

2.13. Intracellular Mycobacterial Replication Assays for mutant screening  

N.B. Requirement of a sterile environment, such as a biosafety cabinet in a dedicated laboratory. 

1. See items 10-16 under Subheading 2.11. 

2. 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS (see Subheading 2.12, item 7). 

2.14. Intracellular Mycobacterial Uptake and Replication assays 

N.B. Requirement of a biosafety cabinet in a dedicated laboratory. 

1. See items 11-16 under Subheading 2.11. 

2. 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS (see Subheading 2.12, item 7). 

2.15. Staining of cell nucleus on live cells for dynamic studies 

1. See items 14-15 under Subheading 2.11. 

2. 10 mg/mL Hoechst 33342 solution: store at 4°C and protect from light. Freshly dilute the 

10 µg/mL Hoechst 33342 solution 1:40 in appropriate complete medium to make a 250 ng/mL 

Hoechst solution. 

2.16. Staining of cell nucleus and plasma membrane on live/fixed cells 

1. 10% Neutral buffered formalin solution (containing 4% formaldehyde): store at room 

temperature and use within one month after opening. 

2. 10 mg/mL Hoechst 33342 solution: store at 4°C and protect from light. Freshly dilute the 

10 mg/mL Hoechst 33342 solution 1:1000 in appropriate complete medium or formalin solution 

to make a 10 µg/mL solution. 

3. 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI): store powder at 4°C and protect from light. Prepare 

1 mg/mL DAPI solution by mixing 10 mg of DAPI in 10 mL of PBS. Filter-sterilize through a 
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0.22 µm membrane. Store 500 µL aliquots at -20°C. For assay, freshly dilute the 1 mg/mL DAPI 

solution 1:1000 in DPBS or 10% formalin solution to make a 1 µg/mL working solution. 

4. 5 mg/mL CellMask Deep Red Plasma Membrane Stain (Life Technologies). Store at -20°C and 

protect from light. For appropriate assay, freshly dilute 5 mg/mL CellMask Plasma Membrane 

1:1000 in RPMI-FBS to obtain 5 µg/mL CellMask Deep Red Plasma Membrane Stain solution. 

5. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS): add 5 mL of FBS in a 

500 mL DPBS bottle. Store at 4°C for up to one month 

2.17. Staining of cell nucleus, cytoplasm and/or F-Actin on fixed and permeabilized cells 

1. 4% formaldehyde solution (see Subheading 2.16, item 1). 

2. 0.1% w/v Triton X-100 solution: add 0.1 g Triton X-100 to 100 mL of PBS. Solubilize by agitation at 

37°C and filter-sterilize through a 0.22 µm polyethersulfone membrane. Store at 4°C for several 

months. 

3. 10 mg/mL Hoechst 33342 stock solution (see Subheading 2.16, item 2).  

4. HCS CellMask™ Blue Stain (Invitrogen). Reconstitute HCS CellMask™ Stain in 25 μL DMSO 

(supplied) to make a 10 mg/mL stock solution. Store at -20°C and protect from light. For 

appropriate assay, freshly dilute the stock solution 1:5000 in DPBS to obtain 2 µg/mL CellMask 

Blue stain solution. 

5. 100 nmoles Alexa Fluor 660 Phalloidin (Life Technologies, 300 Units). Reconstitute Alexa Fluor 

660 Phalloidin in 1.5 mL of methanol to obtain an equivalent to approximately 66 μM Alexa Fluor 

660 Phalloidin stock solution. Store at -20°C and protect from light. For appropriate assay, freshly 

dilute Alexa Fluor 660 Phalloidin stock solution 1:40 in DPBS to obtain 1.65 µM working solution.  

6. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS) (see Subheading 2.16, 

item 5). 

2.18. Phagosomal acidification assay using LysoTracker reagent 

1. See items 11-15 under Subheading 2.11. 

2. Heat-killed bacteria. Heat 1 ml of the bacterial suspension corresponding to the tested MOI, 

used for infection, at 95 °C for 30 min.  

3. 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS (see Subheading 2.12, item 7). 
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4. 1 mM LysoTrackerTM Green DND-26 and Red DND-99 dyes (Life Technologies) in DMSO: store at 

-20°C and protect from light. For phagosomal acidification assay, freshly dilute the 1 mM 

LysoTracker dye 1:1000 in appropriate complete medium to obtain 1 µM LysoTracker solution 

(see Note 12).  

7. 4% formaldehyde solution (see Subheading 2.16, item 1). 

5. 10 mg/mL Hoechst 33342 stock solution (see Subheading 2.16, item 2). 

6. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS) (see Subheading 2.16, 

item 5). 

2.19. Phagosomal acidification assay using pHrodo reagent 

1. See items 11-15 under Subheading 2.11. 

2. Laboratory centrifuge to achieve 3750 × g. 

3. 100 mM sodium bicarbonate buffer, pH 8.3. 

4.  1 mg amine-reactive pHrodo™ Red succinimidyl (NHS) Ester (Life Technologies): resuspend 1 

mg of in 1 mL of acetonitrile solvent to obtain a stock solution of approximately 1.5 mM pHrodo 

Red. Make 50 µL aliquots in 1.5-mL microtubes and dry by use speed vacuum in dark. Store 

dried aliquots at -20° C. For phagosomal acidification assay (pHrodo assay), (i) freshly prepare 

50 mL of 100 mM sodium bicarbonate, pH 8.5. Filter-sterilize through a 0.22 µm cellulose ester 

membrane.  Then (ii) resuspend 50 µL of pHrodo Red in 10 μL of DMSO for a working solution 

of approximately 7.6 mM pHrodo Red. 

5. CO2-independent Medium (Gibco). For phagosomal acidification assay, freshly adjust 10 mL of 

CO2-independent Medium to a pH range from 4 to 10 (with 100% acetic acid or 5 N NaOH).  

6. Mixed and temperature-controlled microtube incubator. 

7. 10 mg/mL Hoechst 33342 stock solution (see Subheading 2.16, item 2).  

8. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS) (see Subheading 2.16, 

item 5). 

2.20. Phagosomal vacuole rupture assay 

1. See items 11-15 under Subheading 2.11. 

2. Bafilomycin (SIGMA): store at -20°C. Prepare 0.1 mg/mL Bafilomycin stock solution (0.16 mM) in 

DMSO, store 50 µL aliquots at -20°C for up to one year. For phagosomal permeabilization, firstly 
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prepare a 0.16 µM Bafilomycin solution by diluting the 0.16 mM stock solution 1:1000 in RPMI-

FBS. Secondly, dilute the 0.16 µM Bafilomycin solution 1:8 in RPMI-FBS to make a 20 nM 

Bafilomycin working solution (See Note 13). 

3. Heat-killed bacteria (see Subheading 2.18, item 2). 

4. 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS (see Subheading 2.12, item 7). 

5. 5 mg dried CCF4-AM (Life Technologies): store at -20°C and protect from light. (i) Prepare 1 mM 

CCF4-AM stock solution (named “Solution A” provided in Loading kit with CCF4-AM) by mixing 

5 mg of CCF4-AM in 4.6 mL of DMSO (provided). Store 50 and 100 µL aliquots at -20°C. (ii) 

Prepare 50 mM Probenecid stock solution in DMSO by suspending 142.68 mg of Probenecid in 10 

mL of DMSO. Store 500 µL aliquots at -20°C. For phagosomal vacuole rupture assay, (i) freshly 

prepare EM buffer, containing 120 mM NaCl2, 7 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM MgCl2, 5 mM 

glucose and 25 mM Hepes in deionized water. Adjust pH from 5.3 to 7.3 with 5 N NaOH. Filter-

sterilize through a 0.22 µm polyethersulfone membrane. Store at room temperature. Then (ii) 

dilute the 50 mM Probenecid stock solution 1:100 in EM buffer to prepare 500 µM Probenecid 

solution. Prepare 2.5 µM Probenecid solution in EM buffer by diluting the 500 µM solution 1:200 

in EM buffer (EM buffer-2.5 µM Probenecid). And (iii) dilute the 1 mM CCF4-AM stock solution 

1:6 in Solution B (provided in Loading kit with CCF4-AM, stored at room temperature and 

protected from light) and mix well by vortexing. And directly add EM buffer-2.5 µM Probenecid 

to the previous CC4-AM mix to obtain a substrate loading solution containing 8 µM CCF4-AM. A 

volume of 25 μL/well is required. 

6. 4% formaldehyde solution (see Subheading 2.16, item 1). 

7. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS) (see Subheading 2.16, 

item 5). 

2.21. Oxidative stress assays using Reactive Oxygen Species (ROS) measurement 

1. See items 11-15 under Subheading 2.11. 

2. 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS (see Subheading 2.12, item 7). 

3. LPS-EB Ultrapure (InvivoGen): store at -20°C. Prepare 5 mg/mL and 1 mg/mL LPS stock solutions 

by mixing LPS solution in endotoxin-free water (provided). Store 20 µL aliquots at -20°C.  

4. 100 µg recombinant murine IFN (ImmunoTools): Reconstitute the lyophilized IFN in 1 mL sterile 

water to obtain a 100 µg/mL rm IFN stock solution. Store 20 µL aliquots at -80°C.  
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5. LPS/ IFN solution containing 10 µg/mL LPS and 2 µg/mL IFN : Dilute 1 mg/mL LPS stock solution 

1:100 and 100 µg/mL rm IFN stock solution 1:50 in RPMI-FBS. And secondly dilute this solution 

1:100 in RPMI-FBS to make a working solution containing 100 ng/mL LPS and 20 ng/mL IFN, 

respectively. 

6. 100 mM NO inducer (L-Arginine) stock solution in deionized water, 100 µL supplied in ROS-ID NO 

Detection Kit (ENZO). Store 10 µL aliquots at -20°C. Avoid repeated freezing and thawing. Dilute 

1:100 in RPMI-FBS to obtain a 1 mM working solution. 

7. 2.5 mM CellROX® Deep Red or Green Oxidative Stress Reagent in DMSO (Life Technologies). 

Store at -20°C and protect from light. For oxidative stress assay, (i) freshly dilute the 2.5 mM 

CellROX Reagent 1: 500 in RPMI-FBS to obtain 5 µM CellROX Reagent solution. And (ii) prepare 1× 

Wash buffer (provided in the CellROX® Oxidative Stress kit) by dilution of 10× Wash buffer in 

deionized water. 

8. 4% formaldehyde solution (see Subheading 2.16, item 1). 

9. 10 mg/mL Hoechst 33342 stock solution (see Subheading 2.16, item 2). 

10. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS) (see Subheading 2.16, 

item 5). 

2.22. Oxidative stress assays using intracellular nitric oxide (NO) detection assay 

1. ROS-ID® NO Detection Reagent (Red) in Dimethylformamide (DMF) (ENZO). Store 6 µL aliquots at 

-20°C and protect from light. Avoid repeated freezing and thawing. For oxidative stress assay, 

freshly dilute the probe 1:400 by adding 2.5 μL of the reagent per 1ml of pre-warmed (37°C) 

RPMI-FBS. 

2. 10 mg/mL Hoechst 33342 stock solution (see Subheading 2.16, item 2). 

3. Lyophilized NO Scavenger (c-PTIO), 400 nmoles supplied in ROS-ID NO Detection Kit (ENZO). 

Reconstitute in 100 µL of anhydrous 100% Dimethylformamide (DMF) to make a 4 mM stock 

concentration. Store 10 µL aliquots at -20°C. For oxidative stress assay, dilute the 4 mM stock 

solution from 1:50 up to 1:200 in RPMI-FBS to obtain the recommended final concentration from 

20 up to 80 µM.  

4. 5 mM NO Inducer (L-Arginine): dilute the 5 mM stock solution 1:5 in RPMI-FBS to obtain final 

concentration of 1 mM. 



173 
 

5. Complete RPMI medium without red phenol (RPMI-FBS without red phenol): add 50 mL of FBS to 

a 500 mL bottle of RPMI 1640 medium supplemented with 2 mM glutamine. Store at 4°C for up 

to one month. 

2.23. Zinc poisoning assay 

1. See items 11-15 under Subheading 2.11. 

2. 4% formaldehyde solution (see Subheading 2.16, item 1). 

3. FluoZinTM-3, AM, cell permeant (Invitrogen). (i) Reconstitute 100 µg in high-quality anhydrous 

DMSO to obtain concentrations of 2 mM. Store 10 µL aliquots at -20°C and protect from light. 

Avoid repeated freezing and thawing. For zinc poisoning assay, freshly dilute the probe 1:1000 in 

DPBS to obtain 2 µM FluoZin-3.  

4. Indicator salts, 500 µg provided in FluoZinTM-3, AM, cell permeant (Invitrogen). Prepare stock 

solutions of water-soluble indicator salts by diluting in distilled water to obtain 1-10 mM 

indicator solutions. Store 50 µL aliquots at -20°C and protect from light. For zinc poisoning assay, 

freshly dilute the salt 1:100 in pre-warmed (37°C) RPMI-FBS to obtain a final intracellular 

indicator concentration of 10-100 µM.  

5. 1 mg/mL DAPI stock solution (see Subheading 2.16, item 3). 

6. DPBS, no calcium, no magnesium, supplemented with 1% FBS (DPBS-FBS) (see Subheading 2.16, 

item 5). 

2.24. Lipid body accumulation assay 

1. See items 11-15 under Subheading 2.11. 

2. 50 mg/mL Amikacin stock solution in PBS (see Subheading 2.12, item 7). 

3. LPS-EB Ultrapure (InvivoGen) (see Subheading 2.21, item 3). 

4. 100 µg recombinant murine IFN (ImmunoTools) (see Subheading 2.21, item 4).  

5. LPS/IFN solution containing 100 ng/mL LPS and 20 ng/mL IFN (see Subheading 2.21, item 5). 

7. Oleic acid. Prepare 6 mM Oleic acid stock solution. For lipid body accumulation assays in bone 

marrow dendritic cells (BMDC), prepare a 60 µM Oleic acid solution by diluting the stock solution 

1:1000 in RPMI-FBS.  

8. 4% formaldehyde solution (see Subheading 2.16, item 1). 
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9. 10 mg/mL Hoechst 33342 stock solution (see Subheading 2.16, item 2). 

10. HCS LipidTOXTM Far-Red or Green Neutral Lipid Stain solution (Invitrogen) (corresponding to 

1000× solution in DMSO). Store at -20°C and protect from light. For lipid body accumulation 

assay, freshly dilute the 1000× LipidTOX neutral lipid stain 1:2000 in PBS to make a 0.5× solution 

(see Note 14). 

2.25. Image acquisition and analysis 

1. Cell nuclei and cytoplasm dyes: SYTO 60 Red Fluorescent Nucleic Acid Stain, Hoechst, DAPI, 

CellMask Blue Stain, CellMask Deep Red Plasma Membrane stain (see Subheadings 2.12 and 2.15 

to 2.17). 

2. Organelle labelling: Alexa Fluor 660 Phalloidin Stain, LysoTracker Green Dye, LysoTracker Red 

Dye, CCF4-AM, LipidTox Green Neutral Lipid Stain, LipidTox Far-Red Neutral Lipid Stain, (see 

Subheadings 2.17, 2.18, 2.20 and 2.24). 

3. Molecules or pH change detection: CellROX® Green Oxidative Stress Reagent, ROS-ID® Red NO 

Detection Reagent, FluoZinTM-3 AM cell permeant, Amine-reactive pHrodo™ Red NHS Ester (see 

Subheadings 2.19 and 2.21 to 2.23). 

4. Automated laser-scanning confocal microscope: Opera (Perkin Elmer) or similar instrument 

adapted for 384-well plates, equipped with 405 nm, 488 nm, 561 nm and 640 nm excitation 

lasers as well as 20× and 60× objectives. 

5. Image analysis software (see Note 15). 

3. Methods 

3.1. Growth and preparation of mycobacteria for cellular infection assay 

1. Inoculate frozen M. tuberculosis strains in the required volume of fresh pre-warmed (37°C) 7H9-

OADC-Tw medium (less than 50 mL) containing the appropriate antibiotic (see Note 1), to reach a 

starting OD600 of 0.2, in a sterile and ventilated 125-mL Erlenmeyer. 

2. Incubate at 37°C, 5% CO2 without shaking for 7 days.  

3. Measure the OD600 and dilute the 7-days old M. tuberculosis culture into 50 mL of pre-warmed 

7H9-OADC-Tw plus required antibiotic (see Note 1), to reach a starting OD600 of 0.2. 

4. Incubate at 37°C, 5% CO2 without shaking for 7 days more (see Note 16). 
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5. Measure the OD600 and dilute the M. tuberculosis culture into 100 mL of pre-warmed 7H9-OADC-

Tw plus required antibiotic (see Note 1), to reach a starting OD600 of 0.2, in a sterile and 

ventilated 250-mL Erlenmeyer. 

6. Incubate for 3 days at 37°C with shaking at 200 rpm. 

7. Pellet bacteria by centrifugation at 3750 × g for 5 min at room temperature.  

8. Resuspend in 35 mL of pre-warmed PBS and pellet bacteria by centrifugation at 3750 × g for 

5 min at room temperature.  

9. Repeat step 8. 

10. Resuspend bacteria in 5 to 10 mL of freshly prepared and pre-warmed RPMI-FBS. 

11. Centrifuge at 220 × g for 2 min to pellet clumped bacteria and use homogeneous supernatant for 

infection (see Note 17). 

12. Calculate the bacterial concentration by measuring the optical density (O.D.) and the relative 

fluorescence units (RFU) of the bacterial stock suspension using a spectrophotometer and the 

microplate fluorescence reader, respectively. Determine the bacterial concentration referring to 

the pre-established relationship, such as 1-unit O.D. is corresponding to 108 CFU/mL bacteria 

concentration, and the CFU = f(RFU) linear relationship previously established for the used 

fluorescent bacterial stock (as described below in step 14). Dilute bacteria in RPMI-FBS to reach 

the needed MOI (see Note 18).  

13. OPTIONAL: mycobacterial batch titration.  

a. Prepare series of 10-fold dilutions of bacteria in PBS using a 384-well plate (dilutions 

from 1 to 10-10 fold).  

b. Record fluorescence levels (RFU) of each dilution using a microplate fluorescence reader.  

c. Plate dilutions on 7H11 agar plates and grow for 2-3 weeks at 37°C.  

d. Count CFU on plates from the different dilutions.  

e. Plot CFU as a function of RFU and fit the curve using a linear regression to obtain 

parameters for the CFU = f(RFU) relationship. Same parameters can be reused for all 

aliquots of the same stock, but a new regression should be established for each stock of 

bacteria. 

3.2. RAW264.7 macrophage cell line culture 
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1. Establish RAW264.7 macrophage monolayer by plating 1 × 106 cells in 20 mL of pre-warmed 

(37°C) RPMI-FBS per 75 cm² flask or 2 × 106 cells in 40 mL of pre-warmed RPMI-FBS per 175 cm² 

flask (see Note 3). 

2. Incubate for three to four days at 37°C and 5% CO2. 

3. Remove the medium and carefully wash the monolayer twice using pre-warmed DPBS. 

4. Incubate cells with 3 mL (75 cm² flasks) or 6 mL (175 cm² flasks) of versene solution for 20 min at 

37°C and 5% CO2. 

5. Detach cells from the flask substrate by tapping and use a scraper, if needed.  

6. Rinse the flask with 10 mL or 20 mL of pre-warmed RPMI-FBS and collect cell suspension in a 

sterile 50-mL centrifuge tube. 

7. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

8. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS. 

9. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 20 – 40 × 106 cells per 75 cm2 flask). 

10. Use cells for any phenotypic assay (see Subheadings 3.11 to 3.24). 

11. Repeat steps 1 to 9 twice a week to maintain and passage RAW264.7 cells, for a maximum of ten 

passages, or pellet and dilute cells in FBS supplemented with 10% DMSO to reach a 

5 × 106 cells/mL suspension for long-term storage in liquid nitrogen (see Note 3) 

3.3. THP-1 macrophage cell line culture 

1. Just after thawing, establish a THP-1 cell suspension at 0.5 × 106 cells/mL in 20 mL of pre-warmed 

(37°C) RPMI-FBS per 75 cm² flask (see Note 3).  

2. Incubate for four days at 37°C, 5% CO2 (incubate the flask vertically). 

3. Collect the cell suspension in a sterile 50-mL centrifuge tube. 

4. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

5. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS. 

6. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 20 × 106 cells in 20 mL per 75 cm2 flask) 

and adjust to 0.2 – 0.4 × 106 cells/mL in maximum 40 mL per 75 cm² flask and 80 mL per 175 cm² 

flask. 
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7. Repeat steps 2 to 6 to maintain and passage undifferentiated THP-1 cells twice a week, for a 

maximum of 10 passages, or pellet and dilute cells in FBS supplemented with 10% DMSO to reach 

a 5 × 106 cells/mL suspension for long-term storage in liquid nitrogen (see Note 3). 

8. To differentiate cells into macrophages for infection assays, adjust to 20 × 106 cells in 20 mL of 

pre-warmed RPMI-FBS per 75 cm2 flask or 40 × 106 cells in 40 mL of pre-warmed RPMI-FBS per 

175 cm2 flask.  

9. Directly add 50 µg/mL PMA stock solution 1:1000 diluted in the flask to obtain a final 

concentration of 50 ng/mL. 

10. Incubate for three days at 37°C, 5% CO2 (incubate the flask horizontally). 

11. Remove the medium and carefully wash the monolayer twice using pre-warmed (37°C) DPBS. 

12. Incubate cells with 3 mL (75 cm² flasks) or 6 mL (175 cm² flasks) of versene solution for 20 min at 

37°C and 5% CO2. 

13. Detach cells from the flask substrate by tapping and use a scraper, if needed.  

14. Rinse the flask with 10 mL or 20 mL of pre-warmed RPMI-FBS and collect cell suspension in a 

sterile centrifuge 50-mL tube. 

15. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

16. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS. 

17. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 10 × 106 cells per 75 cm2 flask, 

corresponding to cell number needed to prepare one 384-well plate). 

18. Use for any phenotypic assay (see Subheadings 3.11 to 3.24). 

3.4. A549 human type II pneumocyte-like cell line culture 

1. Establish A549 human type II pneumocyte-like cell monolayer by plating 0.5-1 × 106 cells in 20 mL 

of pre-warmed (37°C) RPMI-FBS per 75 cm² flask or 2 × 106 cells in 40 mL of pre-warmed RPMI-

FBS per 175 cm² flask (see Note 3). 

2. Incubate three to four days at 37°C, 5% CO2. 

3. Remove the medium and carefully wash the monolayer twice using pre-warmed (37°C) DPBS. 

4. Incubate cells with 3 mL (75 cm² flasks) or 6 mL (175 cm² flasks) of versene solution for 20 min at 

37°C and 5% CO2. 
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5. Detach cells from the flask substrate by tapping and use a scraper, if needed.  

6. Rinse the flask with 10 mL or 20 mL of pre-warmed RPMI-FBS and collect cell suspension in a 

sterile 50-mL centrifuge tube. 

7. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

8. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS. 

9. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 10-20 × 106 cells/mL per 75 cm2 flask).  

10. Use cells for any phenotypic assay (see Subheadings 3.11 to 3.24). 

11. Repeat steps 1 to 9 to maintain and passage A549 cells twice a week, for a maximum of ten 

passages, or pellet and dilute cells in FBS supplemented with 10% DMSO to reach a 

5 × 106 cells/mL suspension for long-term storage in liquid nitrogen (see Note 3). 

3.5. Production of L929-derived M-CSF conditioned medium for murine primary macrophage 

differentiation and culture (E. R. Stanley & Heard, 1977). 

1. Establish murine L929 fibroblast cell line cell monolayer by plating 5 × 106 cells in 20 mL of pre-

warmed (37°C) RPMI-FBS per 75 cm² flask or 10 × 106 cells in 40 mL of pre-warmed RPMI-FBS per 

175 cm² flask (see Note 3). 

2. Incubate three to four days at 37°C, 5% CO2. 

3. Remove the medium and carefully wash the monolayer twice using pre-warmed (37°C) DPBS. 

4. Incubate cells with 3 mL (75 cm² flasks) or 6 mL (175 cm² flasks) of Trypsin-EDTA solution for 

10 min at 37°C and 5% CO2. 

5. Detach cells from the flask substrate by tapping and use a scraper, if needed.  

6. Rinse the flask with 10 mL or 20 mL of pre-warmed RPMI-FBS and collect cell suspension in a 

sterile 50-mL centrifuge tube. 

7. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

8. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS. 

9. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 20 × 106 cells/mL per 75 cm2 flask).  

10.  Repeat steps 1 to 9 to maintain and passage L929 cells twice a week for a maximum of ten 

passages or pellet and dilute cells in FBS supplemented with 10% DMSO to reach a 

5 × 106 cells/mL suspension for long-term storage in liquid nitrogen (see Note 3). 
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11. To produce M-CSF-enriched supernatant, adjust to 7 × 106 L929 cells in 70 mL of pre-warmed 

RPMI-FBS per 175 cm2 flask.  

12. Incubate for seven to eight days at 37°C, 5% CO2. 

13. Collect and pool the cell supernatants in sterile 50-mL centrifuge tubes.  

14. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

15. Filter-sterilize the cell supernatants through a 0.22 µm polyether sulfone membrane. 

16. Store 10 mL and 50 mL aliquots at -20°C and avoid refreezing.  

17. Determine the M-CSF concentration of the L929-culture supernatants to be used to obtain 

differentiation of monocytes into macrophages (see Subheading 3.8 and Note 6). 

3.6. Production of J558-derived GM-CSF conditioned medium for murine primary dendritic cell 

differentiation and culture (Winzler et al., 1997). 

1. Establish murine J558 cell line cell monolayer by plating 5 × 106 cells in 10 mL of pre-warmed 

(37°C) IMDM-FBS supplemented with Geneticin per 25 cm² flask (see Note 3). 

2. Incubate two days at 37°C, 5% CO2. 

3. Collect the cell supernatant and transfer into a new 25 cm² flask. 

4. Gently replace 10 mL of freshly pre-warmed IMDM-FBS supplemented with Geneticin in the first 

25 cm² flask containing adherent cells. 

5. Incubate the two 25 cm² flasks for two days at 37°C, 5% CO2. 

6. Detach adherent cells by using a scraper and resuspend in the cell supernatants (expect to obtain 

total 2 × 106 cells). 

7. Collect and pool the cell suspensions obtained from the two 25 cm² flasks in sterile 50-mL 

centrifuge tubes.  

8. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 10 min at room temperature. 

9. Seed 2 × 106 cells in 20 mL of pre-warmed IMDM-FBS supplemented with Geneticin per 75 cm² 

flask. 

10. Incubate two-three days at 37°C, 5% CO2. 
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11. Detach adherent cells from the flask substrate by using a scraper and resuspend in the cell 

supernatants (expect to obtain 2 × 107 cells per 75 cm² flask). 

12. Collect and pool the cell suspensions obtained from the flasks in sterile 50-mL centrifuge tubes.  

13. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 10 min at room temperature. 

14. Seed 7 × 106 cells in 40 mL of pre-warmed IMDM-FBS supplemented with Geneticin per 175 cm² 

flask. 

15. Incubate two days more at 37°C, 5% CO2 

16. On day 8-9, repeat steps 11 to 13. 

17. Resuspend cells in adapted volume of pre-warmed IMDM-FBS. 

18. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 3 × 107 cells/mL per 175 cm2 flask). 

19. Repeat steps 14 to 16 to maintain and passage J558 cells twice a week for a maximum of ten 

passages or pellet and dilute cells in FBS supplemented with 10% DMSO to reach a 

5 × 106 cells/mL suspension for long-term storage in liquid nitrogen (see Note 3). 

20. To produce GM-CSF, adjust to 3.5 × 106 J558 cells in 70 mL of pre-warmed IMDM-FBS (without 

Geneticin) per 175 cm2 flask.  

21. Incubate for six to seven days at 37°C, 5% CO2. 

22. Collect and pool the cell supernatants.  

23. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

24. Filter-sterilize the cell supernatants through a 0.22 µm polyethersulfone membrane. 

25. Store 10 mL and 50 mL aliquots at -20°C and avoid refreezing.  

26. Determine the GM-CSF concentration of the J558-culture supernatant to be used to obtain 

differentiation of hematopoietic stem cells into dendritic cells (Subheading 3.9 and Note 7).  

3.7. Murine primary monocyte isolation 

Murine macrophages and dendritic cells are differentiated from mice bone-marrow. 

1. Collect and pool bone marrow from at least one mouse in 50 mL of cold (4°C) RPMI-FBS in sterile 

50-mL centrifuge tubes. 

2. Centrifuge at 220 × g for 5 min and discard the supernatant. 
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3. Resuspend cells in 1 mL of 1× Red blood cell lysis buffer and incubate for exactly 1 min at room 

temperature. 

4. Immediately dilute with 49 mL of cold RPMI-FBS. 

5. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

6. Resuspend cells in 10 mL of cold RPMI-FBS and count the cells using a counting chamber (expect 

to obtain 3-4 × 107 cells per mouse). 

7. Repeat step 5 and resuspend the pellet in pre-warmed (37°C) RPMI-FBS for macrophage and 

dendritic cell differentiation and culture (see Subheadings 3.8 and 3.9) or in FBS supplemented 

with 10% DMSO to reach a 2 × 107 cells/mL for long-term storage in liquid nitrogen (see Note 5). 

3.8. Culture of murine bone marrow-derived macrophages (BMDM) 

1. Establish macrophage monolayer by plating 1 × 107 isolated macrophage progenitor cells in 

20 mL of pre-warmed (37°C) RPMI-FBS supplemented with 40 ng/mL M-CSF (or M-CSF 

containing L929 supernatant) per 75 cm²-tissue culture flasks, or 2 × 107 cells in 40 mL of 

medium per 175 cm²-tissue culture flasks (see Note 5). 

2. Incubate for two to three days at 37°C, 5% CO2. 

3. Remove culture medium and replace with fresh pre-warmed RPMI-FBS supplemented with 

M-CSF. (If confluency is reached, follow steps 5 to 10 and subculture the cells into two new 

75 cm² or 175 cm²-tissue culture flasks). 

4. Incubate cells for three days more at 37°C, 5% CO2. 

5. Remove the medium and carefully wash the monolayer twice using pre-warmed (37°C) DPBS. 

6. Incubate cells with 3 mL (75 cm² flasks) or 6 mL (175 cm² flasks) of versene solution for 

20 min at 37°C and 5% CO2. 

7. Detach cells from the flask substrate by tapping and use a scraper, if needed.  

8. Rinse the flask with 10 mL or 20 mL of pre-warmed RPMI-FBS and collect cell suspension in a 

sterile 50-mL centrifuge tube. 

9. Pellet cells by centrifugation at 220 × g for 5 min at room temperature. 

10. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS. 
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11. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 4-6 × 107 cells per 175 cm2 flask, 

corresponding to cell number needed to prepare four to six 384-well plates).  

12. Use for any phenotypic assay (see Subheadings 3.11 – 3.24). 

3.9. Culture of murine bone marrow-dendritic cells (BMDC) 

1. Establish dendritic cell monolayer by plating 2 × 107 isolated dendritic progenitor cells in 

100 mL of pre-warmed (37°C) RPMI-FBS supplemented with 40 ng/mL GM-CSF (or GM-CSF 

containing J558 supernatant) per 500-cm² square petri dish or 2 × 106 cells in 10 mL of RPMI-

FBS supplemented with GM-CSF per 78.5-cm² petri dish (see Note 5). 

2. Incubate cells for four days at 37°C, 5% CO2. 

3. On day 4, add 50 mL per 500-cm² or 5 mL per 78.5-cm² petri dish of fresh pre-warmed RPMI-

FBS supplemented with GM-CSF. 

4. Incubate cells for three days more at 37°C, 5% CO2. 

5. On day 7, repeat the steps 3 and 4. 

6. On day 10, remove and discard the culture medium from the petri dishes (using a 25 mL 

pipette). 

7. Flush the cell monolayer by 5 aspiration/discharge cycles with 50 mL or 5 mL of pre-warmed 

(37°C) DPBS (using a 25 mL pipette).  

8. Remove and discard the supernatant. 

9. Add 50 mL or 5 mL of pre-warmed (37°C) 2 mM EDTA solution in DPBS. 

10. Incubate cells for 5 min at 37°C, 5% CO2. 

11. Flush the cell monolayer by 5 aspiration/discharge cycles with 50 mL or 5 mL of 2 mM EDTA 

in DPBS.  

12. Collect cell suspension in a sterile 50-mL centrifuge tube. 

13. Centrifuge at 220 × g for 5 min and discard the supernatant. 

14. Resuspend cells in 10 mL of pre-warmed RPMI-FBS.  

15. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 7 × 107 cells per 500-cm² petri dish, 

corresponding to cell number needed to prepare approximately four 384-well plates).  
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16. Use for any phenotypic assay (see Subheadings 3.11 – 3.24). 

3.10. Human primary macrophage cell culture 

Human macrophages are CD14+ differentiated peripheral blood mononucleated cells (PBMC), 

isolated from healthy volunteer peripheral blood samples.  

1. Dilute blood (approximately 500 mL) or buffy coat (approximately 50 mL) 1:2 in pre-warmed 

(37°C) DPBS-FBS. Use a sterile single-use beaker or sterile 50-mL tubes.  

2. Distribute first 15 mL of Ficoll solution in 50-mL centrifuge tubes and carefully deposit 30 mL of 

diluted blood on top of Ficoll solution. Do not mix the tube. 

3. Centrifuge at 850 × g for 20 min using a rotor with swing-out buckets, with braking speed of the 

centrifuge set to zero (expect to obtain total duration centrifugation of 40 min). 

4. Carefully remove and collect the upper fraction corresponding to plasma (using a 25 mL pipette). 

5. Collect PBMC by carefully pipetting the white ring located at the interface between the plasma 

(top) and the Ficoll (bottom) layer and add to the plasma fraction (using a 2 mL suction bulb). 

6. Wash PBMC two times by centrifugation at 330 × g for 10 min at room temperature and 

resuspension of the pellet in 45 mL DPBS-FBS in 50-mL centrifuge tubes. 

7. Resuspend and pool PBMC pellets in 45 mL DPBS-FBS in 50-mL centrifuge tubes.  

8. Count cells using a counting chamber (expect to obtain about 6 × 108 cells per Buffy coat).  

9. Centrifuge at 330 × g for 10 min at room temperature.  

10. Resuspend the pellet in cold (4°C) PBMC-buffer for monocyte purification by magnetic separation 

or in FBS supplemented with 10% DMSO to reach a 2 × 107 cells/mL for long-term storage (see 

Note 19).  

11. Resuspend cell pellet in the appropriate volume of cold PBMC-buffer, based on the use of 80 μL 

per 107 total cells. 

12. Incubate for 5 min on ice. 

13. Add the appropriate quantity of CD14+ magnetic beads, based on the use of 10 μL per 107 total 

cells.  

14. Incubate for 15 min at 4°C, using a rotating shaker to homogenize.  

15. Dilute cells in 15 mL of cold PBMC-buffer.  
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16. Centrifuge at 330 × g for 10 min at 4°C.  

17. Resuspend the pellet in the appropriate volume of cold PBMC-buffer, based on the use of 50 µL 

per 107 total cells. 

18. Apply cell suspension onto a column attached to the magnet and wash three times with 2.5 mL 

of cold PBMC-buffer.  

19. Remove the column from the magnet and elute CD14+ monocytes in a clean 15-mL tube by firmly 

flushing out the column with 5 mL of cold PBMC-buffer. 

20. Repeat steps 18 and 19 on a second column to increase the purification rate.  

21. Complete to 15 mL with DPBS.  

22. Count CD14+ PBMC using a counting chamber (expect to obtain about 60 up to 120 × 106 CD14+ 

cells per Buffy coat to prepare from two up to four × 144 cm² petri dish). 

23. Centrifuge cells at 330 × g for 10 min at room temperature in 15-mL centrifuge tubes. 

24. Resuspend the cell pellet in pre-warmed (37°C) RPMI-FBS containing 20 ng/mL hM-CSF and 

adjust to have 1 × 106 cells/mL. 

25. Seed 30 mL per 144-cm² petri dish (30 × 106 cells per 144-cm² petri dish) (see Note 19).  

26. Incubate for three days at 37°C, 5% CO2. 

27. Replace the medium with fresh pre-warmed RPMI-FBS containing 20 ng/mL hM-CSF.  

28. OPTIONAL: To collect non-adhered cells in supernatant, centrifuge the removed supernatant at 

330 × g for 10 min, resuspend the cell pellet and add in the previous 144-cm² petri dish.   

29. Incubate cells for three days at 37°C, 5% CO2. 

30. Collect supernatants in a sterile 50-mL centrifuge tube. 

31. Add 15 ml per 144-cm² petri dish of warm (37°C) DPBS to rinse and pool with supernatants. 

32. Add 20 mL per 144-cm² petri dish of pre-warmed Buffer-PBMC. 

33. Incubate cells for 20 min at 37°C, 5% CO2. 

34. Collect 10 mL of cell suspension in a new sterile 50 mL tube.  

35. Flush the 144-cm² petri dish with the last 10 mL and pool the cell suspension. 

36. Add 10 mL per 144-cm² petri dish of pre-warmed Buffer-PBMC and repeat step 35. 
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37. Centrifuge collected supernatants and cells at 330 × g for 10 min at room temperature and 

discard the supernatants. 

38. Resuspend and pool cells in 45 mL pre-warmed DPBS.  

39. Count cells using a counting chamber (expect to obtain 10 × 106 cells per 144 cm² petri dish, 

corresponding to cell number needed to prepare approximately 50 wells of 384-well plate). 

40. Use for any phenotypic assay (see Subheadings 3.11 – 3.23). 

3.11. Intracellular Mycobacterial Replication Assays for siRNA screening 

The overview diagram of the following steps is shown in Fig. 2A. The infection procedure (infection of 

adherent cells) is detailed in Fig. 3B. 

1. Clean all equipment with decontamination reagent for RNase (RNase AWAY Spray) to work in 

RNAse-free condition (see Note 8). 

2. Prepare siRNA and scramble siRNA solutions in 384-well plates to reach the recommended final 

concentration (Table 1), by automatic liquid handling (see Note 9). 

3. Prepare transfection reaction by mixing together DPBS and transfection reagent (Lipofectamine 

LTX, RNAiMAX or HiPerfect Transfection Reagent). Vortex briefly. Refer to Table 1 for the 

appropriate transfection reagent and volumes needed for each cell type. 

4. Incubate 3 min at room temperature. 

5. Distribute 10 µL of the transfection reaction per well for each plate using an automatic plate 

dispenser (see Note 10) or a multichannel pipette. 

6. Incubate 20 min at room temperature. 

7. Prepare cells as required (see Subheadings 3.2 - 3.4 and 3.7 - 3.10) in RPMI-FBS, containing 

40 ng/mL M-CSF, GM-CSF or hM-CSF for primary murine macrophages, murine dendritic cells and 

human macrophages, respectively, or no growth factors for cell lines. 

8. Add the appropriate number of cells in 20 µL per well (Table 1). 

9. Incubate 6 h at 37°C, 5% CO2. 

10. Add 20 µl RPMI-FBS containing or not growth factors (see step 7). 

11. Incubate three days at 37°C, 5% CO2. 

12. Remove the supernatant from plates using a multichannel pipette. 
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13. Add 50 µL per well of bacteria at a MOI from 0.5 up to 2 in RPMI-FBS (see Subheading 3.1 and 

Note 18). You will need 20 mL of bacterial suspension per plate. 

14. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge at 220 × g for 1 min. 

15. Incubate for 2 h at 37°C, 5% CO2. 

16. Remove the breathable sealing films. 

17. Wash the cells using an automatic plate washer (see Note 10) or by carefully pipetting up and 

down 50 µL of RPMI-FBS in each well using a multichannel pipette. Finish by removing the 

supernatant from the plates. 

18. Add 50 µL per well of RPMI-FBS with 50 μg/mL amikacin. 

19. Incubate for 1 h at 37°C, 5% CO2. 

20. Remove the supernatants from the plates using a multichannel pipette. 

21. Repeat step 17 twice. 

22. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing or not growth factors (see Step 7). 

23. Incubate for 1 to 5 days at 37°C, 5% CO2. 

24. Remove the supernatants from the plates using a multichannel pipette. 

25. Perform any staining or any phenotypic assay: follow the detailed steps from the step describing 

the addition of staining solutions (see Subheadings 3.15 – 3.24) 



187 
 

 

Fig. 2. Overall scheme for the different assays described in this chapter. 

3.12. Intracellular Mycobacterial Replication Assays for compound screening 

The overview diagram of the following steps is shown in Fig. 2b. The infection procedure (infection of 

cells in suspension) is detailed in Fig. 3a. 

1. Prepare compound stock solutions at 10 mM by dissolving pure compounds in 100% DMSO. 

Use borosilicate amber glass vials (see Note 11). Store stock solutions at -20°C. 

2. Design the source and assay plate layout. An example of a plate layout is given in Fig. 4. 

3. Transfer stock solutions into the 384-well source plates and prepare intermediate dilutions to 

reach the final concentration needed, using micropipettes. 

4. Prepare assay plates by transferring compounds directly from the source plate, using a high 

precision automatic liquid dispenser (see Note 9). The final amount of DMSO in the assay 

plate should be <1% v/v for each well. 
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5. Store assay and source plates at -20°C, sealed with an adhesive aluminum sealing film, until 

the day of infection. 

6. Prepare a bacterial suspension at 2 × 106 CFU/mL (see Subheading 3.1 and Note 18). A volume 

of 10 mL of bacterial suspension per plate is required. 

7. Prepare a cellular suspension as previously described (see Subheadings 3.2 - 3.4 and 3.7 - 

3.10) to have the cell type-adapted MOI (i.e. a cell suspension at 1 × 106 cells/mL to obtain 

MOI 2 for RAW264.7 and THP-1 macrophage cell lines or 2 × 106 cells/mL to obtain MOI 1 for 

human and murine primary macrophages cells) (see Note 18 and Note 20). A volume of 10 mL 

of cellular suspension per plate is required. 

8. Mix one volume of cells with one volume of bacteria in a sterile and ventilated bacterial-

culture Erlenmeyer of appropriate volume. 

9. Incubate the suspension with mild shaking (100 rpm) for 2 h at 37°C and up to 4 h for THP-1 

macrophage cells. 

10. Distribute the infected cell suspension equally in sterile 50 mL centrifuge tubes. 

11. Centrifuge at 220 x g for 10 min. 

12. Resuspend in 20 mL of RPMI-FBS supplemented with 50 μg/ml amikacin. A volume of 20 mL of 

cell suspension per plate is required.  

13. Incubate the suspension with mild shaking (100 rpm) for 1 h at 37°C. This step is required to 

kill remaining extracellular bacteria. 

14. Repeat three times the steps 10-12, using 50 mL of RPMI-FBS for cell pellet resuspension.  

15. Resuspend in 20 ml or 40 ml of RPMI-FBS (to have the cell type-adapted concentration per 

well) containing 40 ng/mL M-CSF, GM-CSF or hM-CSF for primary murine macrophages, 

murine dendritic cells and human macrophages, respectively, or no growth factors for cell 

lines. A volume of 20 mL of cellular suspension per plate is required. 

16. Dispense 40 µL (corresponding to 1×103 A549, or 2×104 RAW264.7, THP-1 macrophages and 

BMDM, or 4×104 BMDC cells/well) of infected cells per well for each assay plate prepared for 

compound screening, using a multichannel pipette or an automatic plate dispenser (see 

Note 10). If needed, fill empty wells with medium to limit evaporation and border effects. 

17. Incubate the plates for 5 days at 37°C, 5% CO2. 
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18. Directly add 10 µL of 25 µM SYTOTM 60 into the wells of 384-well assay plate to obtain a final 

concentration of 5 µM SYTOTM 60 per well.  

OPTIONAL step: Perform any staining or any phenotypic assay following the different detailed steps 

from the addition of dye solutions (see Subheadings 3.15 to 3.24). 

19. Seal plates using breathable sealing films. 

20. Incubate the plates for 30 min at 37 °C with 5 % CO2. 

21. Proceed to image the cells without washing, using the high-content confocal microscope (see 

Subheading 3.25). Use 20× magnification. Plates cannot be stored. 

Fig. 3. Overall scheme for (a) infection of cells in suspension and (b) infection of plated cells. 
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Fig. 4. Example of a 384-well assay plate layout. In this design, all wells located at the border (in 

blue), are filled with medium only, to limit side-effect during incubation. Positive (+) and negative (-) 

controls are added columns 2 and 3, respectively. Each compound is assayed in a dose-response 

format including a total of 10 concentrations, starting from 20 µM (columns 4 and 14) down to 

40 nM (columns 13 and 23). Using this layout, 28 different compounds (lines B to O) can be tested in 

a single plate. 

3.13. Intracellular Mycobacterial Replication Assays for mutant screening 

The overview diagram of the following steps is shown in Fig. 2C.  

1. Prepare bacterial suspensions of mutants at 2 × 106 CFU/mL (see Subheading 3.1 and Note 18). 

2. Distribute 20 µL of bacterial suspensions into 384-well assay plates (see Note 10). 

3. Prepare a cellular suspension as previously described (see Subheadings 3.2 - 3.4 and 3.7 - 3.10) to 

have the cell type-adapted MOI (see Note 18). A volume of 12 mL of cellular suspension per plate 

is required. 

4. Distribute 30 µL of cellular suspension in the 384-well assay plates containing the mutants, using 

an automatic plate dispenser (see Note 10) or a multichannel pipette. 

5. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min. 

6. Incubate for 2 h at 37°C with 5% CO2. 

7. Remove the breathable sealing films. 

8. Carefully remove the supernatant from the plates and wash the cells using an automatic plate 

washer (see Note 10) or by carefully pipetting up and down 50 µL of RPMI-FBS in each well using 

a multichannel pipette. Finish by removing the supernatant from the plates. 
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9. Add 50 µL per well of RPMI-FBS with 50 μg/mL amikacin. 

10. Incubate for 1 h at 37°C, 5% CO2. 

11. Repeat step 8 twice. 

12. Add 50 µL per well of the appropriate complete medium containing 40 ng/mL M-CSF, GM-CSF or 

hM-CSF for primary murine macrophages, murine dendritic cells and human macrophages, 

respectively, or no growth factors for cell lines.  

13. Seal plates using breathable sealing films.  

14. Incubate the plates for 5 days at 37°C, 5% CO2. 

15. Perform any staining or any phenotypic assay following the different detailed steps from the 

addition of dye solutions (see Subheadings 3.15 to 3.24). 

3.14. Intracellular Mycobacterial Uptake and Replication assays 

The infection procedure (infection of adherent cells) is detailed in Fig. 3B. 

1. Seed 1×103 A549 cells, 2×104 RAW264.7 and THP-1 macrophages and BMDM or 4×104 BMDC 

(see Subheadings 3.2 to 3.4 and 3.7 to 3.9) in 40 µL of appropriate complete medium (with M-

CSF or GM-CSF for BMDM or BMDC, respectively) per well in 384-well plates.  

2. Incubate plates overnight at 37°C with 5% CO2.  

3. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

4. In dedicated wells for cell infection: add 50 µL per well of bacteria at a MOI from 0.5 up to 2 in 

RPMI-FBS (see Subheading 3.1 and Note 18). 

5. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min. 

6. Incubate plates for 2 h at 37°C with 5% CO2.  

7. Remove the breathable sealing films. 

8. Carefully remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette and avoid 

disturbing the cell layer.  

9. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  

10. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing 50 µg/mL amikacin.  

11. Incubate plates for 1 h at 37°C with 5% CO2. 
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12. Wash cells twice with RPMI-FBS (repeat steps 8 and 9).  

13. For dynamics studies on live cells, perform staining of cell nucleus on live cells (see Subheading 

3.15).  

14. For uptake assay, perform staining of cell nucleus on live or fixed cells (see Subheading 3.16).  

15. For replication assay, add 50 µL of RPMI-FBS containing 40 ng/mL M-CSF, GM-CSF or hM-CSF 

for primary murine macrophages, murine dendritic cells and human macrophages, respectively, 

or no growth factors for cell lines. 

16. Incubate the plates for the desired infection time (up to 5 days) at 37°C, 5% CO2. 

17. Perform staining of cell nucleus, cytoplasm, plasma membrane or F-actin for end-point studies 

on live and/or fixed cells (see Subheadings 3.16 and 3.17).  

3.15. Staining of cell nucleus on live cells for dynamic studies  

When kinetic data are required, cells can be stained at the beginning of the experiment using the 

Hoechst 33342 stain. Plates can be kept for three days at 37°C without cell toxicity. 

1. Perform an intracellular mycobacterial replication assays (see Subheadings 3.11-3.14). 

2. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette. 

3. Add 50 µL per well of 250 ng/mL Hoechst solution in appropriate complete medium RPMI-FBS 

(with M-CSF or GM-CSF for BMDM or BMDC, respectively). 

4. Incubate from 30 min up to 3 days at 37°C, 5% CO2. 

5. Read plates at regular time points, using the high-content confocal microscope (see Subheading 

3.25). Use 20× or 60× magnification. 

3.16. Staining of cell nucleus and plasma membrane on live/fixed cells 

For live cell imaging, fixation is not required and you can directly proceed with cell staining. If you do 

not want to proceed immediately with image acquisition, a fixation step is required prior to imaging 

(see Fig. 5A). 

1. Perform an intracellular mycobacterial replication assays (see Subheadings 3.11-3.14). 

2. Carefully remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette and avoid to 

disturb the cell layer.  

3. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  
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4. Repeat steps 2 and 3. 

5. Add 50 µL per well of (i) a staining solution in RPMI-FBS containing 10 µg/mL Hoechst 33342 

and 5 µg/mL CellMask Deep Red Plasmas Membrane Stain or (ii) a staining/fixative solution, 

obtained by diluting 10 µg/mL Hoechst 33342 or DAPI solution in 4% formaldehyde solution. 

6. Incubate for 30 min at 37°C, 5% CO2.  

7. For (i) stained live cells, immediately proceed to image acquisition without washing or add 50 

µL per well of 4% formaldehyde solution, incubate for 30 min at room temperature and wash 

cells twice with DPBS, before proceeding with image acquisition using the high-content 

confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 20× or 60× magnification. After fixation, plates 

can be stored for up to one month, sealed and kept in the dark at 4°C.  

8. For (ii) stained and fixed cells, wash cells twice with 50 µL of DPBS, before proceeding with 

image acquisition, using the high-content confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 20× 

or 60× magnification. Plates can be stored. 

3.17. Staining of cell nucleus, cytoplasm and/or F-Actin on fixed and permeabilized cells 

If you do not want to proceed immediately with staining for immunofluorescence assay, a fixation 

step is required prior to staining (see Fig. 5A). 

1. Perform the intracellular mycobacterial replication assays (see Subheadings 3.11-3.14). 

2. Carefully remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette and avoid to 

disturb the cell layer.  

3. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  

4. Repeat steps 2 and 3. 

5. Add 50 µL per well of 4% formaldehyde solution used as fixative solution.  

6. Incubate for 30 min at room temperature.  

7. Repeat twice steps 2 and 3 with DPBS.  

8. Add 50 µL per well of 0.1% w/v Triton X-100 solution in DPBS, used as permeabilization solution 

9. Incubate for 5 min at room temperature.  

10. Repeat twice steps 2 and 3 with DPBS.  
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11. Add 25 µL per well of a staining solution in DPBS containing (i) 10 µg/mL Hoechst 33342 and 

2 µg/mL CellMask Blue Stain or (ii) 1.65 µM Alexa Fluor 660 Phalloidin staining solution.  

12. Incubate for 30 min at room temperature in the dark.  

13. Repeat twice steps 2 and 3 with DPBS-FBS.  

14. Immediately proceed to image acquisition for F-actin staining (phalloidins are stable for a short 

amount of time in 4% formaldehyde fixation buffers), using the high-content confocal 

microscope (see Subheading 3.25). Use 20× or 60× magnification. Plates used for Hoechst and 

CellMask Blue staining can be stored for up to one month, sealed and kept in the dark at 4°C.  

3.18. Phagosomal acidification assay using LysoTracker reagent 

This assay can be used in conjunction with M. tuberculosis mutants for the discovery of new 

virulence factors, as well as siRNA-silenced host macrophages or small molecules to determine 

effectors involved in phagosomal acidification. M. tuberculosis blocks phagosomal acidification, 

stabilizing the intra-vacuolar pH around 6.3-6.5. Fluorescent acidotropic probes, such as LysoTracker 

(Life Technologies), allow the study of vacuole acidification upon infection. After cell phagocytosis, 

live M. tuberculosis resides in phagosomal vesicles escaping acidification and their co-localization 

with acidic vacuoles, while heat-killed inactivated bacteria are targeted by the acidified 

compartment.  

1. Seed 1×103 A549 cells, 2×104 RAW264.7, THP-1 macrophages, BMDM, or 4×104 BMDC (see 

Subheadings 3.2 to 3.4 and 3.7 to 3.9) in 40 µL of appropriate complete medium (with M-CSF or 

GM-CSF for BMDM or BMDC) per well in 384-well plates (see Note 21). 

2. Incubate plates overnight at 37°C with 5% CO2.  

3. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

4. In dedicated wells for positive control (positive phagosomal acidification or LysoTracker), add 

50 µL per well of heat-killed bacteria at a MOI up to 5. 

5. In dedicated wells for cell infection: add 50 µL per well of bacteria at increasing MOI up to MOI 

5 in RPMI-FBS (see Subheading 3.1 and Note 18). 

6. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min. 

7. Incubate plates for 2 h at 37°C with 5% CO2.  

8. Remove the breathable sealing films. 
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9. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

10. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  

11. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing 50 µg/mL amikacin.  

12. Incubate plates for 1 h at 37°C with 5% CO2. 

13. Repeat twice steps 9 and 10 with RPMI-FBS.  

14. Add 25 µL per well of RPMI-FBS containing 1 µM LysoTracker Red DND-99 or Green DND-26 

(see Note 13).  

15. Incubate plates for 1.5 h at 37°C with 5% CO2.  

16. Repeat twice steps 9 and 10 with DPBS-FBS.  

17. Add 50 µL per well of a nucleus staining/cell fixative solution by diluting 10 µg/mL Hoechst 

33342 solution in 4% formaldehyde solution. 

18. Incubate plates for 30 min at room temperature.  

19. Repeat twice steps 9 and 10 with DPBS-FBS. 

20. Proceed to image the cells in 50 µL per well of DPBS-FBS, using the high-content confocal 

microscope (see Subheading 3.25). Use 60× magnification. Plates can be stored for up to one 

month, sealed and kept in the dark at 4°C. 

3.19. Phagosomal acidification assay using pHrodo reagent 

1. Seed 2 × 104 RAW264.7 macrophages and differentiated CD14+ hPBMCs (see Subheadings 3.2. 

and 3.10) in 40 µL per well of RPMI-FBS supplemented or not with 50 ng/mL hM-CSF in 384-well 

plates.  

2. Incubate plates overnight at 37°C with 5% CO2.  

3. Pellet 1 × 109 H37Rv-GFP bacteria (see Subheading 3.1 and Note 18) in a 1.5-mL microtube by 

centrifugation at 3750 × g for 5 min at room temperature.  

4. Resuspend in 140 µL of fresh 100 mM sodium bicarbonate buffer, pH 8.3.  

5. For labeling bacteria, add 10 µl of 7.6 mM pHrodo Red suspension to obtain a 0.5 mM final 

concentration and mix by pipetting up and down several times.    
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6. Incubate microtube for 60 min at room temperature with shaking (800 rpm), using a mixed and 

temperature-controlled microtube incubator, and protect from light.  

7. For removing unincorporated dye from the bacteria conjugate, add 1 mL of DPBS to bacteria 

conjugate and vortex the samples for 30 seconds. 

8. Centrifuge at 3750 × g for 5 min at room temperature. 

9. Carefully remove the supernatant using a micropipette (see red supernatant). 

10. Resuspend the bacterial pellet in 1 mL of DPBS. 

11. Repeat twice steps 8 to 10 to make sure that the supernatant appears clear after 3 washings. 

12. Centrifuge at 3750 × g for 5 min at room temperature. 

13. Resuspend the bacterial pellet in 1 mL of RPMI-FBS. 

14. Wait 5 min at room temperature to pellet clumped bacteria and use homogeneous supernatant 

for infection (see Note 17). 

15. Calculate the bacterial concentration by measuring the optical density (O.D.) and the 

fluorescence (RFU) of the bacterial stock suspension using a spectrophotometer and the 

microplate fluorescence reader, respectively. Determine the bacterial concentration referring 

to the pre-established relationship, such as 1-unit O.D. is corresponding to 108 CFU/mL bacteria 

concentration, and the CFU = f(RFU) linear relationship previously established for the used 

fluorescent bacterial stock (as described in Subheading 3.1).  

16. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

17. In dedicated wells for cell infection: add 50 µL per well of pHrodo-labelled bacteria at a MOI of 

2 in RPMI-FBS (see Note 18).  

18. In dedicated empty wells (without cells) for positive controls (intracellular pH indicator 

controls): add first 50 µL per well of CO2-independent Medium to a pH range from 4 to 10, and 

then 5 µL of the previously diluted pHrodo-labelled bacteria in RPMI-FBS to reach a MOI of 2 

(see Note 18), to determine a pHrodo standard curve relative intensity per bacteria. 

19. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 x g for 1 min at room temperature. 

20. Incubate plates for 24 h at 37°C with 5% CO2.  

21. Remove the breathable sealing films. 
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22. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

23. Wash cells three times with 50 µL per well of DPBS using a multichannel pipette.  

24. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing 10 µg/mL Hoechst.  

25. Incubate plates for 30 min at 37°C with 5% CO2. 

26. Repeat steps 22 and 23 three times with RPMI-FBS.  

27. Immediately proceed to image the cells in 50 µL per well of RPMI-FBS, using the high-content 

confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 60× magnification. Plates cannot be stored. 

3.20. Phagosomal vacuole rupture assay 

M. tuberculosis translocates from the phagosome to the cytosol in macrophages, involving the 

rupture of the enclosing phagosomal membrane and coinciding with cell death by necrosis. The 

CCF4-AM dye (Invitrogen) is cell permeable, β-lactamase substrate displaying a fluorescence 

resonance energy transfer (FRET) property. In the presence of β-lactamase enzymatic activity in the 

cell cytoplasm, the CCF4-AM substrate is rapidly converted into its negatively charged metabolite 

CCF4, which corresponds to a shift in the emission wavelength from green to blue. As M. tuberculosis 

expresses membrane-associated β-lactamase BlaC, this dye can be used to characterize the ability of 

mycobacteria to escape their phagosomal vacuoles and reach the cytoplasm. The green intensity 

(CCF4-AM) decreases while the blue intensity (CCF4) increases in cells infected with live-

mycobacteria, whereas cells infected with heat-killed mycobacteria do not show such changes. 

1. Seed 4 × 104 cells THP-1 macrophages (see Subheading 3.3) in 30 µL per well of RPMI-

FBS in 384-well plates. 

2. Incubate plates overnight at 37°C with 5% CO2.  

3. One hour before infection, in dedicated infected and non-infected wells for positive 

controls (vacuole rupture): remove medium and add 50 µL per well of 20 nM 

Bafilomycin in RPMI-FBS (see Note 12). 

4. Remove the supernatant from all wells of the plates using a multichannel pipette.  

5. In dedicated non-infected wells for negative controls (no vacuolar rupture): add 50 µL 

per well of heat-killed H37Rv-RFP bacteria at a MOI of 2. 

6. In dedicated wells for cell infection: add 50 µL per well of H37Rv-RFP bacteria at a MOI 

of 2 in RPMI-FBS (see Subheading 3.1 and Note 18). 
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7. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min at room 

temperature. 

8. Incubate plates for 2 h at 37°C with 5% CO2.  

9. Remove the breathable sealing films. 

10. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

11. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  

12. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing 50 µg/mL amikacin.  

13. Incubate plates for 1 h at 37°C with 5% CO2. 

14. Repeat twice steps 10 and 11.  

15. Incubate plates overnight at 37°C with 5% CO2.  

16. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

17. Add 25 μL per well of the substrate loading solution containing 8 µM CCF4-AM in EM 

buffer-2.5 µM Probenecid.  

18. Incubate plates for 2 h at room temperature in the dark (cover the plate to protect 

from light and evaporation).  

19. Repeat steps 10 and 11 three times with 50 µL per well of EM buffer-2.5 µM 

Probenecid.  

20. Add 50 µL per well of 4% formaldehyde solution.  

21. Incubate for 30 min at room temperature.  

22. Repeat twice steps 10 and 11 with DPBS-FBS.  

23. Immediately proceed to image the cells in 50 µL per well of DPBS-FBS, using the high-

content confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 60× magnification. Plates 

cannot be stored. 

3.21. Oxidative stress assays using Reactive Oxygen Species (ROS) measurement 

Reactive Oxygen Species (ROS) have long been known to be a component of the killing response of 

immune cells to microbial invasion and are highly toxic to bacteria, as they can either directly destroy 

DNA, protein, and lipids or indirectly damage nucleic acids via oxidation of the nucleotide pool. M. 
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tuberculosis infection triggers the generation of reactive oxygen species by host phagocytic cells 

(primarily macrophages). However, the survival rate of M. tuberculosis is highly concentration-

dependent of ROS produced by the host immune cells. Exposure of M. tuberculosis to a low 

concentration of ROS had no effect on the bacterial cell viability, then the pathogen continued to 

survive and to replicate in the host, whereas high concentrations of ROS could be lethal to M. 

tuberculosis bacilli.  

1. Seed 2 × 104 BMDM (see Subheading 3.8) in 30 µL per well of RPMI-FBS 

supplemented with M-CSF in 384-well plates.  

2. Incubate plates for 12 h at 37°C with 5% CO2.   

3. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

4. In dedicated wells for cell infection: add 50 µL per well of bacteria at a MOI of 1 or 2 

in RPMI-FBS (see Subheading 3.1 and Note 18). 

5. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min at room 

temperature. 

6. Incubate plates for 2 h at 37°C with 5% CO2.  

7. Remove the breathable sealing films. 

8. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

9. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  

10. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing 50 µg/mL amikacin.  

11. Incubate plates for 1 h at 37°C with 5% CO2. 

12. Repeat twice steps 8 and 9.  

13. Add 50 µL per well of RPMI-FBS supplemented with M-CSF.  

14. In dedicated wells for positive control (oxidative stress positive): add 50 µL per well 

of RPMI-FBS supplemented with M-CSF and containing 100 ng/mL LPS and 20 ng/mL 

IFN.  

15.  Incubate plates for up to 24 h at 37°C with 5% CO2.   

16. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

17. Add 50 µL per well of 5 µM CellROX® Reagent in RPMI-FBS. 
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18. Incubate plates for 30 min at 37°C.  

19. Repeat steps 8 and 9 three times with RPMI-FBS. 

20. Add 50 µL per well of 10 µg/mL Hoechst 33342 solution. 

21. Incubate for 30 min at 37°C with 5% CO2 (steps 17 and 20 can be performed 

simultaneously). 

22. Repeat twice steps 8 and 9 with DPBS. 

23. Add 50 µL per well of 4% formaldehyde solution used as fixative solution. 

24. Incubate plates for 15 min at room temperature. 

25. Repeat twice steps 8 and 9 with DPBS. 

26. Proceed to image the cells in 50 µL per well of DPBS-FBS within 24 h for the 

CellROX® Green Reagent and within 2 h for the CellROX® Deep Red Reagent, using 

the high-content confocal microscope (see Subheading 3.25). Use a 60× 

magnification. Plates cannot be stored. 

3.22. Oxidative stress assays using intracellular nitric oxide (NO) detection assay 

Among all the ROS, production of free radical nitric oxide (NO) is one anti-bacterial strategy deployed 

by macrophages to limit the proliferation of intracellular pathogens, such as M. tuberculosis. It was 

previously shown that M. tuberculosis regulates the amount of NO through a mechanism involving 

STAT proteins. M. tuberculosis-infected human macrophages had a low production of NO compared 

to others pathogens. In addition, there is no NO produced by uninfected human macrophages. 

1. Seed and infect cells in 384-well plates and incubate plates for up to 24 h at 37°C with 5% CO2 

(see Subheading 3.21, steps 1 to 15). 

2. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

3. Add 40 µL per well of pre-warmed (37°C) RPMI-FBS containing 1:400-diluted ROS-ID® NO 

Detection Reagent and Hoechst 0.5 μg/mL. 

4. In dedicated wells for negative controls (NO inhibition): add 10 µL per well of a 0.4 mM NO 

Scavenger suspension, directly into the pre-diluted ROS-ID® NO Detection Reagent (to obtain the 

recommended final concentration of 80 µM).  

5. Incubate plates for 2 h at 37°C with 5% CO2. 
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6. For the last 15-30 min of incubation, in dedicated wells for positive controls (NO inducer): add 10 

µL per well of RPMI-FBS containing 5 mM of NO Inducer (L-Arginine) to have a final concentration 

of 1 mM.  

7. After 2 h total incubation, wash cells twice with 50 µL per well of 1× Wash Buffer (supplied). 

8. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette.  

9. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette 

10. Immediately proceed to image the cells in 50 µL per well of RPMI without red phenol-FBS, using 

the high-content confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 60× magnification. Plates 

cannot be stored. 

3.23. Zinc poisoning assay 

This assay can be used in conjunction either with siRNAs or with small molecule screening to 

determine effectors involved in the trafficking of zinc within M. tuberculosis-containing phagosomes. 

The accumulation of zinc and copper inside phagosomal compartments is a component of the host 

defense against pathogens. However, virulent mycobacteria can resist this metal-mediated defense 

mechanism through the expression of various metal efflux pumps and transporters. In negative 

control conditions, the endogenous zinc is evenly located in the cytoplasm and the intensity of 

FluoZin-3 is minimal. Regions of zinc accumulation (metal deposits) can be predominantly observed 

in infected cells, co-localizing with the presence of M. tuberculosis and with a higher specificity of this 

zinc accumulation in bacteria-containing phagosomes than in infected cell cytoplasm. 

1. Seed 2 × 104 Differentiated CD14+ hPBMCs (see Subheading 3.10) in 40 µL per well of 

RPMI-FBS supplemented with 50 ng/mL hM-CSF in 384-well plates (see Note 22). 

2. Incubate plates overnight at 37°C with 5% CO2.  

3. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette. 

4. Infect cells with 50 µL per well of H37Rv-RFP at an MOI of 1 in RPMI-FBS (see 

Subheading 3.1 and Note 18).  

5. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min at room 

temperature. 

6. Incubate plates for 4 h at 37°C with 5% CO2.  

7. Remove the breathable sealing films. 
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8. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette. 

9. Wash cells three times with 50 µL per well of DPBS using a multichannel pipette.  

10. Add 50 µL per well of 4% formaldehyde fixative solution.  

11. Incubate for 30 min at room temperature.  

12. Repeat twice steps 8 and 9 with DPBS.  

13. Add 25 µL per well of the 2 µM FluoZin-3 staining solution in DPBS.  

14. In dedicated wells for positive controls (intracellular Zinc indicator controls): add 10 

µL per well indicator salt suspensions ranging from 10 to 100 µM (or directly into the 

2 µM FluoZin-3 staining solution to obtain the recommended final concentration of 

10-100 µM). 

15. Incubate plates for 50 min at room temperature in the dark (cover the plate to 

protect from light and evaporation).  

16. Add 25 µL per well of a nucleus staining solution, corresponding to a 10 µg/mL DAPI 

solution to have a final concentration of 5 µg/mL.  

17. Incubate for 10 min at room temperature.  

18. Repeat twice steps 8 and 9 with DPBS-FBS. 

19. Immediately proceed to image the cells in 50 µL per well of DPBS-FBS, using the 

high-content confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 60× magnification. 

Plates cannot be stored. 

3.24. Lipid body accumulation assay 

The occurrence of lipid body-loaded host cells during M. tuberculosis infection, also called foamy 

macrophages, has been observed in vivo within human granulomas and in vitro using macrophages 

subjected to various stimuli. The accumulation of cytoplasmic lipid bodies (LBs) was detected using 

the LipidTox dye (Invitrogen), which labels neutral lipids. Following M. tuberculosis infection, the 

number of lipid droplets per cell increases. This assay is dedicated to the study of LB accumulation 

and could lead to the identification of potential druggable targets. 

1. Seed 2 × 104 BMDM or 4 × 104 BMDC (see Subheadings 3.8 and 3.9) in 40 µL per well 

of RPMI-FBS supplemented with 10% M-CSF or GM-CSF in 384-well plates.  

2. Incubate overnight at 37°C with 5% CO2.  
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3. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette. 

4. In dedicated infected wells: add 50 µL per well of bacteria at an MOI of 1 or 2 in 

RPMI-FBS (see Subheading 3.1 and Note 18). 

5. Seal plates using breathable sealing films and centrifuge 220 × g for 1 min at room 

temperature. 

6. Incubate plates for 2 h at 37°C with 5% CO2.  

7. Remove the breathable sealing films. 

8. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette. 

9. Wash cells with 50 µL per well of RPMI-FBS using a multichannel pipette.  

10. Add 50 µL per well of RPMI-FBS containing 50 µg/mL amikacin.  

11. Incubate plates for 1 h at 37°C with 5% CO2. 

12. Repeat twice steps 9 and 10.  

13. Add 50 µL per well of RPMI-FBS supplemented with M-CSF or GM-CSF in 384-well 

plates.  

14. In dedicated wells for positive controls (lipid droplet accumulation): add 50 µL per 

well of RPMI-FBS, supplemented with M-CSF or GM-CSF and containing 100 ng/mL 

LPS and 20 ng/mL IFN-gamma, or 60 µM Oleic acid, for BMDM or BMDC, 

respectively. 

15. Incubate plates at 37°C with 5% CO2 for 2 h up to 4 days.   

16. Remove the supernatant from the plates using a multichannel pipette. 

17. Add 50 μL per well of a nucleus staining/cell fixative solution, corresponding to 10 

µg/mL Hoechst 33342 solution diluted in 4% formaldehyde solution.  

18. Incubate for 30 min at room temperature.  

19. Repeat twice steps 9 and 10 with DPBS. 

20. Add 25 μL per well of 0.5× LipidTOX neutral lipid stain, corresponding to the 1000X 

LipidTOX neutral lipid stain diluted 1:2000 in DPBS. 

21. RECOMMENDED: Seal the plates with opaque plate-sealing film. 
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22. Incubate the plates at room temperature for at least 15 min.  

23. Proceed to image the cells without washing the LipidTOX stain solution, using the 

high-content confocal microscope (see Subheading 3.25). Use 60× magnification. 

Plates cannot be stored and images should be acquired the same day. 

 

Fig. 5. (a) Workflow of the staining process for all dyes listed in this chapter. (b) Workflow of the 

image analysis process. Cells, nuclei and membranes (cellular populations) are first segmented from 

the blue channel. Bacteria and lipid bodies (spots) are then segmented from the green and red 

channel, respectively. Finally, labelled cells, labelled bacteria and infected cells are deduced by 

combining populations together: spots with cells, spots with bacteria and bacteria with cells, 

respectively. The scale bar represents 20 µm. 

3.25. Image acquisition 
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1. Choose the objective from the microscope. For the determination of the ratio of infected cells, 

host cell viability or bacterial load, a 4×, 10× or 20× magnification should be used, as it allows the 

recording of a larger number of cells. For the study of bacterial intracellular trafficking, a higher 

magnification is required and a 60× magnification should be used. 

2. Define wells to be read and the number of fields to acquire from each well. Typically, 4 up to 6 

fields are sufficient to allow the detection of about 1,000 cells with a 20× magnification, while 10 

fields are sufficient to allow the detection of about 100 cells at a 60× magnification. 

3. Set the exposure parameters and acquisition time. Refer to Table 2 for excitation and emission 

wavelengths of common dyes. Cell nuclei and cytoplasm are detected using the blue channel 

(DAPI, Hoechst, CellMask Blue Stain) or the far-red channel (SYTO 60 Red Fluorescent Nucleic 

Acid Stain). Plasma membranes are detected using the deep-red channel (CellMask Deep Red 

Plasma Membrane stain). Bacteria are detected using the green or red channel, obtained 

through the GFP or RFP fluorescence, respectively. Organelle labelling (“spots”) are detected 

using the green (LipidTox Green Neutral Lipid Stain, LysoTracker Green Dye), red (LysoTracker 

Red Dye) or far-red (LipidTox Far-Red Neutral Lipid Stain, Alexa Fluor 660 Phalloidin Stain) 

channels (Fig. 5A). Bacterial escape can be observed using simultaneously the green (CCF4-AM) 

and the blue channel (CCF4). Molecules or pH change involved in host defense can be detected 

using the green channel (CellROX® Green Oxidative Stress Reagent, FluoZinTM-3 AM cell 

permeant) or red channel (Amine-reactive pHrodo™ Red NHS Ester) or far-red channel (CellROX® 

Deep Red Oxidative Stress Reagent, ROS-ID® Red NO Detection Reagent). 

4. Proceed with plate reading and collecting the images. 

3.26. Image-based analysis for cell detection and M. tuberculosis intracellular replication 

These read-outs can be used for compound screening to identify bacteriostatic activities of 

intracellular active anti-TB compounds, as well as to determine their range of active concentrations 

by dose-response. We show the effect of several concentrations of rifampicin on M. tuberculosis 

growth within RAW264.7 after 5 days infection (Fig. 6). Moreover, compound cytotoxic effects can 

be quantified simultaneously determined by the number of detected cells (Fig. 6a). For screening 

purposes, the total number of infected cells, the total area of bacteria in infected cells (expressed in 

pixels) and the ratio of infected cells (Fig. 6a-b) are the most useful parameters to determine the 

extent of infection. In typical kinetics of M. tuberculosis infection, the increase in the percentage of 

infected cells and the expansion of the average bacterial area per infected cell can be monitored over 

time.  
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Fig. 6. Examples of dose-response curves, obtained using two-folds dilutions of various chemical 

modulators, on (a) the percentage of infected RAW264.7 cells and the cellular viability, determined 

by the number of cells and (b) on the bacterial growth, determined by the bacteria area (in pixel) of 

intracellular M. tuberculosis.  All graphs represent the average of 3 experiments ±SD. Fitting were 

obtained by least squares regression of a sigmoidal dose-response (variable slope) equation, using 

the GraphPad Prism software. 

 

1. Set first the intensity threshold that will be used for cell/nucleus/membrane detection, using the 

associated fluorescent channel to yield the best detection in your staining condition (see Note 

23). This could be achieved by manually checking that the cells/nuclei/membranes are correctly 

segmented, using 2-3 representative pictures. 

2. Define host cells from the association of up to three populations: a population of nuclei, a 

population of cytoplasm and a population of membranes.  

3. Use the different cellular populations to calculate all host-related parameters. The total cellular 

area (expressed in pixels) and the total number of cells are the most useful parameters to 

determine the cellular viability (Fig. 6a). 

4. Segment mycobacteria images using a “spot” detection algorithm. Define threshold intensity, i.e. 

pixels with intensity above the threshold, as small objects considered as mycobacteria with high 

intensities compared to the background, and identify as objects within the cytoplasm region (Fig. 

5b). Remove the background and normalize pixel intensities between images. 

5. Cluster remaining adjacent pixels together to generate a list of objects. Calculate the area of each 

object (see Note 24).  

6. Step through the list of identified cellular objects to determine which bacterium is located within 

each object. Store the data in arrays or lists. 
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7. Calculate the total area (expressed in pixels) of intracellular bacteria labelled (Fig. 5b). 

8. Calculate all infection-related parameters. Define “infected” and “non-infected” populations by 

using the area of mycobacteria detected within cells as reference criteria. Calculate the 

percentage of infected cells.  

3.27. Image-based analysis for quantification of phagosomal acidification using LysoTracker 

reagent (Song et al., 2017)   

1. Proceed first to cell and mycobacteria detection and quantification (see steps 1 to 8 in 

Subheading 3.26). 

2. Segment acidified vacuoles using a “spot” detection algorithm similar to the one used for 

mycobacteria. Use “LysoTracker negative” (non-infected cells) and “LysoTracker positive” (heat-

killed bacteria) controls to set intensity thresholds. 

3. Define four distinct cellular populations, “infected” and “non-infected” cells, with or without 

acidic compartments.  

4. Calculate subsequently the co-localization between mycobacteria and acidic vacuoles in infected 

cells as to define two mycobacterial populations, “LysoTracker positive” (overlapping acidic 

region) and “negative” (no overlap).  

3.28. Image-based analysis for quantification of phagosomal acidification using pHrodo reagent 

(Queval et al., 2017) 

1. Proceed first to cell and mycobacteria detection (see steps 1 to 4 in Subheading 3.26). 

2. Extend the size of GFP-bacteria spots by 4 pixels of each spot leading to define “bacterial 

phagosome region” as region of interest (ROI). 

3. Detect pHrodo fluorescence intensity (in the red channel) in previously defined ROI. 

4. Plot data as mean relative pHrodo intensity per phagosome. 

5. Image and use the same analysis parameters to detect labelled bacteria incubated in CO2 

independent medium at various pH (pH10 to pH4).  

6. Measure pHrodo mean intensity in corresponding detected bacteria (at least n=100). 

7. Plot intensity as a median pHrodo intensity per bacterium to obtain standard curve representing 

pHrodo relative intensity per bacterium in function of pH. 
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8. Estimate the relative phagosomal pH obtained by converting pHrodo relative intensity per 

phagosome in pH value according to the standard curve. 

3.28. Image-based analysis for quantification of phagosomal vacuole rupture (Song et al., 2017) 

1. Segment first cells, using the combined green (CCF4-AM) and blue (CCF4) channels, in order 

to get an exhaustive cell detection. (Some cells are not properly loaded with CCF4-AM but 

displayed a significant CCF4 staining). Use “no vacuole rupture” (heat-killed bacteria) and 

“vacuole rupture” (Bafilomycin) controls to set intensity thresholds. 

2. Define the “cell region” as region of interest (ROI).  

3. Measure the green and blue mean intensities for each cellular object detected and calculate 

the ratio of blue (CCF4)/green (CCF4-AM) intensities. 

4. Segment spot on the red channel to detect the RFP-labeled mycobacteria using a “spot” 

detection algorithm. Define threshold intensity, i.e. pixels with intensity above the threshold, 

and identify as objects within the previously defined ROI. 

5. Calculate all host-related parameters. Define “infected” and “non-infected” cell populations 

and mean ratio of intensities of CCF4/CCF4-AM for the two distinct cellular populations. 

3.29. Image-based analysis for quantification of oxidative stress by Reactive Oxygen Species (ROS) 

measurement  

1. Proceed first to cell and mycobacteria detection and quantification (see steps 1 to 8 in 

Subheading 3.26).  

2. Define a manual threshold corresponding to the basal level of ROS, using “non-infected” cell 

population and positive control for oxidative stress positive (LPS+IFN) to set intensity 

thresholds. 

3. Detect and segment spot on the ROS detection channel in the cytoplasm as region of interest 

(ROI), using a “spot” detection algorithm similar to the one used for mycobacteria.  

4. Measure intensity properties (Mean, Max, Sum) and ROS area (in pixels) for each ROS spot 

detected.  

5. Calculate all host-related parameters for all cells. Define “infected” and “non-infected” cell 

populations and (i) number of ROS spots and (ii) ROS area per cell for the two distinct cellular 

populations. 
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3.30. Image-based analysis for quantification of oxidative stress by intracellular Nitric Oxides (NO) 

detection (Queval et al., 2016) 

1. Proceed first to cell and mycobacteria detection and quantification (see steps 1 to 8 in 

Subheading 3.26). 

2. Define a manual threshold corresponding to the basal level of NO, using “non-infected” cell 

population, “NO inhibitor” and “NO inducer” controls to set intensity thresholds. 

3. Detect and segment round shaped spots with a given maximum radius on the NO detection 

channel in the cytoplasm as region of interest (ROI), using a “spot” detection algorithm similar to 

the one used for mycobacteria.  

4. Measure intensity properties (Mean, Max, Sum) and NO area (in pixels) for each NO spot 

detected.  

5. Calculate all host-related parameters for all cells (corresponding to single cell analysis). Define 

“infected” and “non-infected” cell populations and (i) number of NO spots and (ii) NO area per 

cell for the two distinct cellular populations. 

3.31. Image-based analysis for quantification of zinc poisoning (Song et al., 2017)  

1. Proceed first to cell and mycobacteria detection and quantification (see steps 1 to 8 in 

Subheading 3.26). 

2. Define a manual threshold corresponding to the basal level of zinc, using “non-infected” cell 

population, “non-infected cell” and “infected cell” controls to set intensity thresholds. 

3. Detect and segment metal deposits, similarly to the bacteria segmentation, using a “spot” 

detection algorithm.  

4. Calculate the co-localization between bacteria and metal deposits using the Mander’s 

Coefficient, yielding “FluoZin-3 positive” and “negative” bacterial populations.  

5. Calculate all host-related parameters. Define “infected” and “non-infected” cell populations and 

further cluster according to the presence of FluoZin-3 deposits (FluoZin-3 positive versus negative 

mycobacteria).  

6. Image and use the same analysis parameters to detect intracellular Zinc indicator controls (range 

from 10 to 100 µM).  

7. Measure FluoZin-3 mean intensity in corresponding indicator salt concentration. 
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8. Plot intensity as median FluoZin-3 intensity to obtain standard curve representing FluoZin-3 

relative intensity in function of Zinc concentration. 

9. Estimate the relative Zinc concentration obtained for infected cells by converting FluoZin-3 

relative intensity per intracellular bacteria in relative Zinc concentration according to the 

standard curve.  

3.32. Image-based analysis for quantification of lipid body accumulation (Eik Hoffmann et al., 

2019)  

1. Segment host cells, using Hoechst signal and LipidTox intensities to detect nuclei and cell 

borders, respectively.  

2. Detect bacteria using bacteria fluorescence and a “spot” detection algorithm. Define 

threshold intensity, i.e. pixels with intensity above the threshold, as small objects considered 

as mycobacteria with high intensities compared to the background, and identify as objects 

within the cytoplasm region. Remove the background and normalize pixel intensities 

between images. 

3. Detect lipid droplets (LDs) using LipidTox dye signal intensities.  

4. Select specifically LDs by filtering and refinement using the algorithm “Find Micronuclei” 

from Columbus software and based on size-to-signal intensity and area of LD candidates. 

Separate them from out-of-focus and background signal intensities.  

5. Quantify intracellular bacteria as intracellular Mtb area with number of pixels.  

6. Calculate the total area (expressed in pixels) of intracellular bacteria labelled. 

7. Calculate all infection-related parameters. Define “infected” and “non-infected” populations 

by using the area of mycobacteria detected within cells as reference criteria. Calculate (i) the 

percentage of “LD-positive” cells and (ii) the average LD number per cell.  

4. Notes 

1. For antibiotic selection: M. tuberculosis H37Rv-GFP and M. tuberculosis H37Ra-GFP are 

recombinant strains bearing an integrative plasmid (based on Ms6) carrying a GFP gene 

constitutively expressed from the pBlaF promoter (Christophe et al., 2009) and conferring 

resistance to hygromycin B. Others strains can be used: M. tuberculosis H37Rv-RFP is a 

recombinant strain bearing a replicative plasmid (based on pMV261) carrying a pDSRed1-1 

(Clontech) gene under the Hsp60 promoter and conferring resistance to kanamycin. M. 
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tuberculosis Beijing GC1237-mCherry are recombinant strains bearing the pCherry10 plasmid 

(Carroll et al., 2010), conferring resistance to hygromycin B. 

2. Routinely, we used either PerkinElmer CellCarrier-384 (Optically Clear Bottom, tissue culture 

treated, black, sterile with lid;) or Greiner Bio-one, Cat 781091 (384-well polystyrene cell culture 

microplates, Flat Bottom, µClear, black, sterile with lid). 

3. Cells can be stored in liquid nitrogen for long-term storage. Typically, 1 mL aliquots containing 

5 × 106 RAW264.7, THP-1, A549, L929 or J558 cells in FBS containing 10% DMSO are prepared 

during cell isolation. After thawing the aliquot and 10-fold dilution into pre-warmed (37°C) RPMI-

FBS, cells are pelleted by centrifugation for 5 min at 240 × g at room temperature to remove 

DMSO and resuspended in fresh, pre-warmed RPMI-FBS. 

4. Fetal bovine serum (FBS) can interfere with the cell phenotypes. Perform infection assays with 

your new FBS stock in comparison with the previous one to compare the bacterial growth. 

5. Macrophage and dendritic progenitor cells can be stored in liquid nitrogen for longer term 

storage. 

6. Before using a new batch of growth factor-enriched supernatant, the percentage of L929-derived 

M-CSF conditioned medium needs to be determined to obtain good differentiation of isolated 

monocytes into macrophages. We test different percentages of M-CSF on monocytes and follow 

the described protocol for murine primary macrophage culture (see Subheading 3.8). Cell 

suspensions are then incubated with either specific antibodies of macrophage surface markers 

(detection of F4/80, CD11b and MHC-I) and specific antibodies to cell surface markers, which 

should be absent in BMDM (e.g. CD11c). We select the percentage, which shows the best 

differentiation rate using fluorescence-activated cell sorting (FACS).  

7. Before using a new batch of growth factor-enriched supernatant, the percentage of J558-derived 

GM-CSF conditioned medium needs to be determined to obtain good differentiation of 

hematopoietic stem cells into dendritic cells. We usually test different percentages of GM-CSF on 

hematopoietic stem cells and follow the described protocol for murine primary dendritic cell 

culture (see Subheading 3.9). Cell suspensions are then incubated with either specific antibodies 

of dendritic cell surface markers (detection of F4/80, CD11c and MHC-II) and specific antibodies 

to cell surface markers, which should be absent in immature BMDC (e.g. increased expression of 

MHC-I). We select the batch concentration, which shows the best differentiation rate using 

fluorescence-activated cell sorting (FACS). GM-CSF concentration in the supernatant can also be 

determined using an Elisa kit (R&D Systems).  
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8. Working in RNAse-free conditions: always wear clean lab coat and gloves. Clean the workbench, 

the PSM and all equipment with RNase AWAY solution prior to the experiment. Use certified 

RNAse-free tips, pipets, and Eppendorf tubes. 

9. The use of a liquid handling, as Echo Acoustic Liquid Handling Technology (Labcyte), could be 

recommended at this step. This innovative technology allows to transfer smaller volumes than 

250 nL of 10 µM siRNA or compound to have for example a final concentration of 50 nM in a final 

volume of 50 µL) and produces faster and more accurate results.  

10. The use of an automatic plate washer/dispenser is recommended at this step, to ensure fast, 

reproducible and homogenous washing/distribution. 

11. We recommended using borosilicate amber glass vials with hermetic polypropylene PVDF or 

PTFE-coated screw caps. Always work in a fume hood, wearing a lab coat and gloves. As DMSO is 

very hygroscopic, it is also advised to work under a light flow of nitrogen to avoid hydration of 

the solvent. 

12. The LysoTracker protocol indicates that “the green LT variant (DND-26) does not allow pH-

sensitive acidification measurements and can only be used to monitor phago-lysosomal fusion 

events. The rates of uptake into living cells can occur within seconds. Unfortunately, these 

lysosomal probes can exhibit an “alkalizing effect” on the lysosomes, such that longer incubation 

with this probe can induce an increase in lysosomal pH. This probe is useful as pH indicator only 

when it is incubated with cells for 1–5 min at 37°C.” 

13. Bafilomycin is a specific inhibitor of vacuolar H+ ATPase and inhibits lysosomal acidification, it 

can be used to block bacterial escape. 

14. The LipidTOX protocol given by the supplier recommends to dilute 1000X LipidTOX neutral lipid 

stain 1:1000 in DPBS to make a 1X solution. Routinely, we used LipidTOX neutral lipid stain 

1:2000 diluted, as it is sufficient to stain the cells. 

15. You can develop image analysis pipelines by yourself using any object-oriented computer 

language (C++, Java, Python, or similar), but it is advised to use a dedicated software featuring 

pre-defined detection algorithms. We used the Columbus system (version 2.3.1; Perkin Elmer) 

software to develop our own multi-parameter scripts with the best flexibility. 

16. For the infection assays, it is recommended to maintain the bacterial culture for up to 14 days 

before being used, in order to reach the exponential phase of bacterial growth. 
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17. As the presence of aggregates in the mycobacterial inoculum could lead to a heterogeneous 

invasion process, it is important to carefully prepare the bacteria suspensions. To remove 

bacterial aggregates, centrifuge at 220 × g for 2 min. You should see a well dispersed suspension 

without aggregates. You may repeat the centrifugation step if needed. 

18. You can adapt the bacterial concentration to reach higher or lower multiplicity of infection 

(MOI), as required. The MOI of 2 is generally used with macrophage cell lines. A MOI of 1 is 

generally preferred with human and murine primary cells, but MOI of 5 up to 20 are 

recommended for the infection of A549 epithelial cells. 

19. While monocytes can be stored in liquid nitrogen for several months, it is not recommended to 

freeze the isolated CD14+ fraction as it could strongly decrease the yield of the overall 

purification due to cell mortality. 

20. An alternative way for infection is possible on adherent differentiated THP-1 macrophage cells. 

For this infection assay, 20 × 106 cells in suspension in 20 mL of pre-warmed RPMI-FBS is first 

differentiated with 50 ng/mL PMA in a 75 cm2 flask and incubated for three days, as described in 

steps 8 to 10 in Subheading 3.3. Remove the medium and add directly a bacteria suspension in 

pre-warmed RPMI-FBS on the cell monolayer to reach MOI ranged from 2 up to 5. Incubate for 

2h at 37°C, 5% CO2 to allow macrophage infection. Wash and detach the infected cells as 

described in steps 11 to 17 in Subheading 3.3. Centrifuge at 220 x g for 10 min and suspend the 

cell pellet in RPMI-FBS to adjust cell suspension to 5 × 105 cells/mL. Dispense 40 µL of infected 

cells per well (corresponding to 2×104 THP-1 macrophages/well) and follow the steps 16 to 21 in 

Subheading 3.12. 

21. An alternative way for infection is possible: bacteria (20 µL) and BMDM (30 µL) could be seeded 

together on the day of experiment. 2 h are enough to allow macrophage adhesion. 

22. An alternative assay is possible to identify new compounds possibly involved in impairing or 

inducing of zinc accumulation inside of phagosome in macrophage. For this assay, add directly 20 

µL compounds on 40 µL cells on day one. Incubate assay plate at 37°C in 5% CO2 for 4 h. Remove 

the supernatant from the plates using a multichannel pipette. Infect cells by adding 20 µL per 

well of H37Rv-RFP to have a final MOI of 1 in RPMI-FBS (see Subheading 3.1). And follow the 

steps 5 to 19 in Subheading 3.22. 

23. The easiest algorithm for a fast cellular or organelle detection is the threshold-based method, 

similar to that used for bacteria detection. However, this method usually cannot yield a list of 

individualized objects, especially when objects are too close to each other, which generally 



214 
 

happens at low magnification (20×). In this case, a more precise algorithm based on contrast, 

shape and/or intensity has to be applied. The use of already available algorithms is then 

recommended, as their de novo development can be time-consuming. 

24. Due to the tendency of mycobacteria to form clumps, the bacterial area parameter is more 

reliable than the actual counting of the bacteria. The total bacterial area, expressed in pixels, is 

the most useful parameter to determine the extent of bacterial growth 
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Tables 
Table 1. Recommended conditions for siRNA transfection in 384-well microplate 

Cell type 

Transfection 

reagent 

name 

Transfection 

reagent 

volume/well 

DPBS 

volume/well 

siRNA final 

concentration 
Cells/well Medium 

RAW264.7 LTX 0.1 µL 9.9 µL 80 nM 2,000 40 µL
a
 

BMDC LTX 0.1 µL 9.9 µL 50 nM 40,000 40 µL
b
 

PBMC CD14
+
 Hiperfect 0.9 µL 9.1 µL 80 nM 20,000 40 µL

c
 

A549 RNAiMax 0.1 µL 9.9 µL 20 nM 1,500 40 µL
a
 

THP-1 RNAiMax 0.1 µL 9.9 µL 50 nM 40,000 40 µL
a
 

aComplete RPMI medium 

bComplete RPMI medium containing 40 ng/mL of murine GM-CSF. 

cComplete RPMI medium. Supplement with 40 ng/mL of hM-CSF 6 h after cell plating. 
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Table 2. Excitation and emission wavelength for common fluorophores 

Fluorophore Excitation (nm) Emission (nm) 

DAPI 405 450 

Hoechst 33342 405 450 

HCS CellMask Blue Stain 405 450 

CCF4-AM 405 450-540 

GFP 488 540 

LysoTracker Green DND-26 dye 488 540 

CellROX® Green Oxidative Stress Reagent 488 540 

FluoZin
TM

-3, AM, cell permeant 488 540 

HCS LipidTox Green Neutral Lipid Stain 488 540 

RFP 561 600 

LysoTracker Red DND-99 dye 561 600 

pHrodo™ Red succinimidyl (NHS) Ester 561 600 

SYTO
 
60 Red Fluorescent Nucleic Acid Stain 640 690 

HCS CellMask Deep Red Plasma Membrane Stain 640 690 

Alexa Fluor 660 Phalloidin Stain 640 690 

CellROX® Deep Red Oxidative Stress Reagent 640 690 

ROS-ID® Red NO Detection Reagent 640 690 

HCS LipidTox Far Red Neutral Lipid Stain 640 690 
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