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I) Introduction 

Un des éléments fondamentaux de la Science est son rapport à la société : celle-ci se 

doit de toujours être utile au Vivant et respectueuse de celui-ci. A ce titre, elle répond 

à des questions et des besoins majeurs tels que la compréhension du monde qui nous 

entoure ou encore le combat contre les maladies humaines. Ceci nécessite de 

modéliser des événements précis dans un contexte donné et implique dans certains 

domaines l’utilisation d’animaux à des fins scientifiques. 

 

A) L’expérimentation animale dans la recherche biomédicale 

La recherche biomédicale est celle qui s’intéresse à la santé humaine et animale et 

dont l’objectif est d’améliorer la connaissance des mécanismes physiologiques et 

physiopathologiques afin de développer de nouveaux outils (diagnostics, vaccins, 

thérapies) ou d’améliorer ceux existants pour combattre une maladie. Dans cette 

optique, les chercheurs utilisent couramment des animaux afin de répondre aux 

questions posées (Figure 1).  

Figure 1. Représentation des modèles animaux utilisés en recherche. (A) Proportion 

d’animaux utilisés en recherche ou pour des objectifs scientifiques. (B) Animaux cités dans 

les papiers de recherche biomédicale de 1950 à 2010. D’après Dutta et al, 2016.  
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Taylor et Alvarez ont estimé qu’en 2015, les 3 premiers pays utilisateurs d’animaux à 

des fins scientifiques dans le monde étaient la Chine (> 20 millions d’animaux), le 

Japon (> 15 millions) et les Etats-Unis (> 14,5 millions) (Taylor et Alvarez, 2020).  

En France, le Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (MESRI) a 

quant à lui relevé l’utilisation de plus de 1,8 millions d’animaux en 2019, 

majoritairement des rongeurs (77%) mais également des poissons (12%) et des 

poulets (4%).  

La raison principale de cette utilisation importante d’animaux en recherche 

biomédicale est qu’ils permettent de modéliser des réponses biologiques complexes 

dans des contextes pathologiques et thérapeutiques divers tels que les maladies 

infectieuses, métaboliques, les cancers, l’évaluation de nouveaux vaccins et 

traitements etc. Néanmoins, cette modélisation oblige la plupart du temps le chercheur 

à induire la maladie chez ces animaux ce qui soulève des questions éthiques.  

Dans une démarche d’amélioration du bien-être animal, une réglementation relative à 

la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques a été établie. Celle-ci suit 

notamment un principe fondamental qui est la règle des 3R, initialement introduite avec 

« Les Principes de la technique expérimentale humaine » par W. M.S Russel et R. L. 

Burch en 1959. 

 

B)  La règle des 3R « Remplacer, Réduire, Raffiner» 

B.1 Réglementation en France et en Europe 

La règle des 3R « Remplacer, Réduire, Raffiner » représente la règle éthique 

appliquée à l’expérimentation animale et a 3 objectifs : Remplacer le modèle animal 

quand cela est possible, réduire l’utilisation du nombre d’animaux, et raffiner la 

méthodologie utilisée.  

Elle a été introduite dans la réglementation Européenne dès 1986 avec la convention 

Européenne STE 123 mise en place au sein de la Communauté Economique 

Européenne (CEE). L’objectif était d’harmoniser les pratiques existantes relatives à la 

protection des animaux utilisés à des fins scientifiques. La règle des 3R a été mise en 

application à travers la directive 86/609/CEE. Cette directive a persisté avec 

l’apparition de l’Union Européenne (UE) le 1er Novembre 1993 et a ensuite été abrogée 

et remplacée en 2010 par la directive 2010/63/UE, qui définit de façon plus complète 
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mais également plus stricte les conditions d’utilisation des animaux à des fins 

scientifiques.  

Celle-ci s’est traduite en France par le décret D. n°2013-118 du 1er Février 2013 relatif 

à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques. Plusieurs notions 

essentielles à l’expérimentation animale y sont tout d’abord définies, telles que le 

respect de l’animal, l’importance de son bien-être et la nécessité d’éviter toute 

souffrance inutile. 

Le décret précise les espèces qui peuvent être utilisées à des fins scientifiques. Il 

détaille également les conditions d’hébergement et d’entretien des animaux ainsi que 

les conditions de mise à mort. Il instaure la nécessité pour les établissements de 

recherche de posséder un agrément les autorisant à recourir à l’expérimentation 

animale. Enfin il impose des exigences de formation du personnel et une obligation 

d’inspection des établissements agréés. A l’échelle du chercheur le décret D. n°2013-

118 du 1er Février 2013 lui impose une évaluation de chaque projet par un comité 

d’éthique. Ces comités d’éthique sont seules habilités à délivrer les autorisations de 

projets sur animaux et répondent à des critères spécifiques définis par le décret D. 

n°2013-118. Parmi eux sont inclus la « compétence pluridisciplinaire de ses 

membres », l’obligation de « garantir le respect à la fois de la charte nationale portant 

sur l’éthique en expérimentation animale », mais aussi des « principes relatifs à 

l’évaluation de l’éthique ». Ces comités s’assurent que le projet soit justifié d’un point 

de vue scientifique ou éducatif, que ses objectifs justifient l’utilisation d’animaux et qu’il 

soit conçu dans le respect de l’animal, de l’environnement et de la règle des 3R. Les 

projets sur animaux soumis pour autorisation doivent donc détailler les procédures 

expérimentales utilisées et les mesures mises en œuvre pour éviter la douleur, la 

souffrance ou l’angoisse ainsi que tout dommage durable à l’animal.  

L’ensemble de ces mesures permettent une application de la règle des 3R et incitent 

les chercheurs à développer et utiliser des alternatives au modèle animal. 

 

B.2 Les Alternatives au modèle animal 

Dans cette optique, différentes approches in vitro et ex vivo ont été développées, telles 

que l’utilisation de cultures de cellules primaires, de lignées cellulaires, ou plus 

récemment d’organoïdes (Kim et al, 2020) et d’Organs-on-chips (Low et al, 2020).  
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Les cultures de cellules primaires extraites du vivant ont été historiquement l’une des 

premières alternatives au modèle animal.  Elles peuvent être maintenues et/ou se 

multiplier dans des milieux standardisés contenant des facteurs de croissance et/ou 

de différentiation et sont ensuite utilisées dans des expériences dites ex-vivo. Malgré 

tout, ces cellules finissent inéluctablement par rentrer dans un état de senescence et 

de mort ce qui en limite leur utilisation. De plus, il existe une variabilité liée au 

processus d’extraction pouvant affecter la reproductibilité des résultats. 

Les lignées cellulaires correspondent quant à elles à des clones d’une cellule issue du 

vivant et pouvant être transformée ou immortalisée. Ce sont les modèles les plus 

utilisés après les approches ex vivo car ils permettent d’obtenir très facilement des 

quantités illimitées de cellules issues d’un même clone, ce qui en fait un modèle peu 

coûteux et très reproductible. Néanmoins, leur faculté à se diviser indéfiniment peut 

provoquer l’accumulation d’une ou plusieurs mutations au sein de la lignée, et induire 

un biais dans les résultats observés. Elles imposent donc une utilisation et un suivi 

rigoureux en limitant le nombre de passages afin d’éviter les dérives. 

Il existe également des matrices cellulaires en 3D appelées organoïdes. Il s’agit de 

cultures de cellules souches tissulaires ou pluripotentes dans une matrice à 3 

dimensions où elles s’autoorganisent (Figure 2). Bien que ces modèles nécessitent 

d’obtenir des cellules souches initialement extraites du vivant et un temps de 

croissance important afin d’obtenir une structure organisée, il s’agit de modèles moins 

coûteux que certains modèles animaux, faciles à manipuler, et mimant d’autres 

aspects des réponses biologiques (Kim et al, 2020).  
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Les « Organ-on-ships » ou organes sur puce en français sont des structures en 3 

dimensions, organisées en chambres de culture et dans lesquelles sont cultivés 

plusieurs types cellulaires afin de reproduire les événements biologiques et 

mécaniques qui ont lieu au sein d’un organe.  

Figure 2. Schématisation des préparations d’Organoïdes issus de cellules souches de patients 

adultes (« Adult Stem cells (ASC) ») isolés de biopsies tissulaires ou de cellules souches 

pluripotentes (« Pluripotent Stem Cells (PSC) »). Après obtention de ces cellules, celles-ci sont 

cultivées en 3 dimensions dans des milieux de culture conditionnés et sont différenciées afin 

d’obtenir un organoïde mature. D’après Iakobachvili et al, 2017 
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Les organes sur puce ont comme avantage de permettre un contrôle total sur ce qu’il 

se passe au sein de l’organe mimé : Il est par exemple possible d’imiter le flux 

hémodynamique cardiaque ou la motilité intestinale à l’aide de ce modèle (Figure 3) 

(Low et al, 2020).  

Enfin, il existe des approches dites in silico qui consistent à modéliser une réponse de 

façon mathématique et à l’aide de la bio-informatique (Madden et al, 2020). Elles 

permettent par exemple de mimer des réponses biologiques parfois impossible à 

mettre au point sur les autres modèles, de réaliser des pré-ciblages de molécules 

ayant l’activité pharmacologique souhaitée, d’évaluer l’efficacité d’un candidat 

médicament ou vaccin pour la prévention et le traitement de maladies. Par ailleurs, il 

est possible d’intégrer des données issues des précédents modèles afin de le rendre 

plus robuste. 

Ces multiples alternatives permettent ainsi de recueillir de nombreuses informations et 

de limiter l’utilisation d’animaux en recherche qui au final, seront utilisés pour valider 

les données obtenues.  

 

Grâce à ces modèles, il est ainsi possible d’étudier l’interaction hôte-pathogène sous 

plusieurs angles. Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à l’infection par 

Bordetella pertussis, bactérie responsable de la coqueluche. 

Figure 3. Schématisation des Organ-on-ships. Après culture des cellules en milieux 

conditionnés, celles-ci sont placés et recultivées dans des microcanaux fluidiques. L’analyse 

de différents paramètres tels que les phénomènes mécaniques ou l’équilibre osmotique peut 

être détecté, quantifié puis analysé par méthode informatique. D’après Bovard et al, 2017.  
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II)  Bordetella pertussis, agent de la coqueluche 

Bordetella pertussis (ci-après dénommé B. pertussis) est un coccobacille Gram négatif 

et représente l’agent pathogène responsable de la coqueluche, une maladie 

respiratoire responsable de plus de 24 millions de cas dans le monde et plus de 

160 000 décès chez les enfants de moins de 5 ans (Yeung K H T et al, 2014).  

La transmission de B. pertussis se fait par voie interhumaine directe via des 

gouttelettes respiratoires transmises au moment de la toux. Lors d’une infection, la 

bactérie va coloniser progressivement le tractus respiratoire depuis les voies 

aériennes supérieures jusqu’au niveau alvéolaire, ceci à l’aide de plusieurs facteurs 

de virulence, notamment des adhésines telles que l’hémagglutinine filamenteuse 

(FHA), les fimbriae de type 2 et de type 3 (FIM-2, FIM-3) et la pertactine (PRN) (Melvin 

et al, 2014) ainsi que des toxines comme la toxine pertussique (PTx), la toxine 

cytotrachéale (TCT) et l’adénylate cyclase toxine (ACT) qui sont responsables de la 

pathologie (Figure 4).  

Figure 4. Infection des voies respiratoires par B. pertussis. L’individu est contaminé avec des 

gouttelettes aérosols contenant du B. pertussis. La bactérie va s’attacher aux cellules ciliées 

du nasopharynx et se propager au sein du tractus respiratoire grâce à la production de facteurs 

de virulence, adhésines et toxines. D’après Hewlett et al, 1997 
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Chez l’homme, l’infection à B. pertussis se manifeste cliniquement par 3 phases : i) 

une phase catarrhale, qui apparait 7 à 10 jours après le premier contact et qui se 

caractérise par des signes peu spécifiques (fièvre modérée, toux simple, inflammation 

des muqueuses) et une forte contagiosité ; ii) une phase paroxysmale, définie par des 

quintes spécifiques de l’infection à B. pertussis associées à des cyanoses et des 

vomissements post-tussifs. Cette phase peut durer jusqu’à 1 mois. Enfin iii) une phase 

de convalescence qui se caractérise par des troubles respiratoires pouvant durer 

plusieurs semaines voire plusieurs mois. (Daniels et Sabella, 2018). Dans les formes 

létales d’infection à B. pertussis observées chez l’enfant, ces effets se caractérisent 

localement par une muqueuse pulmonaire endommagée avec perte des cils, une 

métaplasie squameuse et un infiltrat inflammatoire important conduisant à des 

bronchiolites et des alvéolites (Paddock et al, 2008).  

 

A) Rôle des macrophages alvéolaires dans l’infection à B. pertussis 

Les macrophages alvéolaires (AMs) sont des cellules sentinelles du tractus 

respiratoire capables de phagocyter les pathogènes et d’initier une réponse 

immunitaire, à travers notamment la production de cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNF, l’IL-6 ou l’IL-8 (Duque et Descoteaux, 2014). Lors d’une infection par B. 

pertussis, les AMs sont parmi les premières cellules qui vont interagir avec la bactérie. 

Chez la souris, une déplétion de ces cellules conduit à une augmentation de la charge 

de B. pertussis dans les poumons 4 jours après l’inoculation (Carbonetti et al, 2007), 

ce qui souligne un rôle précoce dans la protection contre la bactérie. 

Certains des facteurs de virulence produits par la bactérie vont jouer un rôle important 

dans l’interaction avec les AMs. Ainsi, l’hémagglutinine filamenteuse (FHA), adhésine 

majeure produite par B. pertussis, est capable de se lier in vitro au récepteur du 

complément CR3 (appelé aussi CD11b ou intégrine αMβ2) présent sur les 

macrophages (Relman et al, 1990). Parmi les toxines produites par B. pertussis, 

l’adénylate cyclase (ACT) prévient la maturation des monocytes en macrophages 

(Ahmad et al, 2019) et la toxine pertussique (PTX) inhibe l’apoptose des AMs in vitro 

via la voie PI3K/PKB (Wang et al, 2007).  

Par ailleurs, les macrophages ont été décrit comme réservoir potentiel de B. pertussis. 

En effet, une étude réalisée à partir de lavages broncho-alvéolaires d’enfants HIV+ a 

montré la présence de B. pertussis dans des macrophages alvéolaires (Bromberg et 
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al, 1991). B. pertussis est également détectée dans les AMs 3 jours après une infection 

respiratoire chez la souris (Vandebriel et al, 2003). Lamberti et ses collègues (2010) 

ont pour leur part observé dans un modèle d’infection in vitro de macrophages humains 

THP-1 que la majorité des bactéries était tuée par les cellules infectées mais qu’un 

nombre réduit de ces bactéries pouvait s’échapper vers les endosomes précoces et y 

survivre. L’ensemble de ces données suggèrent que les macrophages et plus 

particulièrement les macrophages alvéolaires pourraient jouer un rôle de réservoir 

dans l’infection à B. pertussis.  

 

B)  Objectifs de la thèse 

L’étude de l’interaction entre Bordetella pertussis et les macrophages alvéolaires est 

compliquée par le fait que la récupération d’AMs primaires implique l’utilisation d’un 

grand nombre d’animaux, le rendement de récupération étant particulièrement faible 

(entre 2 x 105 à 5 x 105 cellules/souris).  

L’objectif de cette thèse de pharmacie est de comparer plusieurs modèles de 

macrophages pour l’étude des interactions avec B. pertussis et d’évaluer l’intérêt à la 

fois scientifique et éthique de ces modèles cellulaires. 
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III) Matériel et Méthodes 

• Souches de B. pertussis et milieux de culture utilisés :  

Dans le cadre de ce travail, 3 souches de B. pertussis ont été utilisées. Le tableau ci-

joint résume les spécificités de ces souches : 

 BPSM B1917g BPZE1 

Origine 
Dérivé de Tohama-I 

résistant à la 
streptomycine 

Dérivé de B1917, 
résistant à la 
gentamicine 

Dérivé de 
BPSM 

Facteurs de 
virulence 
exprimés 

PTx + 

TCT + 

DNT+ 

PTx +++ 

TCT + 

DNT + 

PTx inactive 

TCT (<98%) 

DNT - 

Résistance aux 
antibiotiques 

Streptomycine (SR) Gentamicine (GR) 
Streptomycine 

(SR) 

Référence Menozzi et al, 1994 
Coutte et al, non 

publié 
Mielcarek et al, 

2006 

 

 

Les cultures de B. pertussis se font sur milieu solide Bordet-Gengou (BG ; DifcoTM®), 

supplémenté en sang de mouton défibriné (10%). Après ensemencement, les boîtes 

de Pétri sont incubées à 37°C pendant 36h à 48h. Les bactéries peuvent également 

être cultivées dans un milieu de croissance liquide appelé milieu Stainer-Scholte (SS 

– composition décrite en annexe). La quantification des bactéries se fait alors par 

spectrophotométrie, sachant qu’une unité de densité optique (DO) à 600 nm 

correspond à 3.0 x 109 bactéries/ml. L’ensemble de ces manipulations est réalisé dans 

un laboratoire de sécurité biologique de niveau 2 (BSL-2). 

Sauf si précisé, la souche B1917g est appelée B1917 dans ce document. 

 

• Culture des macrophages : 

Cellules THP-1 : 

Les cellules THP-1 (ATCC®TIB-202TM) sont cultivées dans un milieu de culture 

composé de RPMI1640 + Glutamax-I (Gibco®) supplémenté avec 10% de Sérum de 

Veau Fœtal (SVF) (Eurobio®) décomplémenté. Les passages de cellules THP-1 sont 

Tableau 1. Souches de B. pertussis utilisées dans le cadre de ce travail. 
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effectués par dilution de la culture dans du milieu frais, qui est ensuite incubée à 37°C, 

en présence de 5% de CO2. Les THP-1 sont utilisées jusqu’à un maximum de 20 

passages. 

 

Cellules MPI : 

Les cellules MPI (Fejer et al, 2013) nous ont été données par l’équipe du Docteur Jean-

Claude Sirard (INSERM U1019, UMR9017, Centre d’Infection et d’Immunité de Lille, 

équipe BAI). Ces cellules sont cultivées dans un milieu composé de RPMI1640 + 

Glutamax-I (Gibco®) supplémenté avec 10% de SVF (Eurobio®) décomplémenté et 30 

ng/ml de GM-CSF recombinant murin (Miltenyi®). Les passages de cellules MPI sont 

effectués en éliminant le surnageant de culture et en détachant le tapis cellulaire par 

incubation pendant 5 minutes avec du Versène Froid (Gibco®). La suspension 

cellulaire est ensuite centrifugée 5 min à 240 g. Après centrifugation, le surnageant est 

éliminé et le culot cellulaire repris dans du milieu de culture frais. Les MPIs sont 

utilisées jusqu’à un maximum de 30 passages. 

 

• Isolement de macrophages alvéolaires murins primaires 

Les souris femelles utilisées pour ces expériences sont des C57BL/6 âgées de 6 

semaines provenant de chez Charles River (L’abresle, France). 

Les souris sont anesthésiées par administration intrapéritonéale d’Euthasol (TVM 

Lab®) dilué au 
1

13
. Des lavages broncho alvéolaires (BAL) sont alors réalisés de 

manière à récupérer la population de macrophages alvéolaires. Brièvement un 

cathéter est inséré dans la trachée de l’animal puis, à l’aide d’une seringue, 800 µl de 

tampon de lavage (PBS SVF 2% EDTA 2mM) préalablement préchauffé à 37°C sont 

injectés dans les poumons. Le liquide est récupéré par aspiration. Cette étape de 

lavage est répétée 10 fois et les 8 ml de BAL d’un même animal sont poolés. 

La suspension est centrifugée à 300 g, 5 min à 4°C. Une lyse des érythrocytes 

résiduels est réalisée à l’aide de 500 µl de tampon ACK (Gibco®). Les culots cellulaires 

issus de 10 souris sont ensuite rassemblés et repris dans 2 ml de RPMI SVF 10%. 

Après comptage les cellules, reprises en RPMI, SVF 10%, pyruvate 1 mM (Gibco®), 

Pénicilline 100 U/ml /Streptomycine 100 µg/ml (Gibco®), sont distribuées en plaque 96 

puits à raison de 5 x 105 cellules/puits 24h avant de réaliser l’infection par B. pertussis. 
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• Infection cellulaire par B. pertussis : 

Pour les expériences d’infection, les THP-1 sont déposées en plaque 6 puits 

(CytoOne®) à raison de 2 106 cellules/puits et différenciées en macrophages par 

addition de 50 ng/ml de Phorbol 12-Myristate 13- Acétate (Sigma-Aldrich®) durant 36 

à 72h. Les MPI sont déposées également en plaque 6 puits, à la même concentration, 

24h avant infection pour permettre aux cellules d’adhérer au fond du puits. 

Les macrophages alvéolaires primaires sont déposés en plaques 96 puits 

immédiatement après la récupération des BALs à raison de 2 x 105 cellules/puits. 

L’infection est réalisée 24h après. 

Après lavage et reprise des cellules dans le milieu de culture approprié dépourvu 

d’antibiotique, les macrophages sont infectés par B. pertussis à une MOI (ou 

Multiplicité de l’Infection) de 10, de 50 ou de 100 selon les expériences, pendant 30 

minutes ou 1h. Deux lavages successifs sont ensuite réalisés avant traitement pendant 

1h avec de la Polymyxine B (Euromedex®) à 100µg/ml afin d’éliminer les bactéries 

extracellulaires résiduelles. Après incubation, l’antibiotique est éliminé et du milieu frais 

est alors ajouté. A différents temps post-infection, les cellules sont lavées en PBS puis 

lysées par 1 ml de Saponine 0.1% diluée en PBS, afin de récupérer les bactéries 

intracellulaires. Des dilutions sériées de ce lysat sont ensuite étalées sur milieu Bordet-

Gengou. Ces boites de Petri sont alors incubées à 37°C pendant 7 jours puis un 

comptage des Colonies Formant Unités (CFU) est effectué. 

 

• Dosage des cytokines sécrétées dans le surnageant par les 

cellules infectées par B. pertussis : 

24h après la fin de l’infection, le surnageant de culture des cellules infectées est 

récupéré afin de doser les cytokines libérées. Dans le cas des cellules Thp1, le TNF, 

l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-8, l’IL-2, l’IL-4, l’IL-5, le GM-CSF ont été quantifiés par Luminex (kit 

« human ultrasensitive Magnetic 10-Plex Panel», Thermofisher®). Pour les cellules 

MPI et les macrophages alvéolaires primaires, le TNF a été dosé par ELISA (kit 

« Mouse TNF ELISA SET II », BD Biosciences®). 
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• Inhibition de la phagocytose :  

L’inhibition de la phagocytose des cellules a été réalisée par incubation avec 10µM de 

Cytochalasine D (Sigma-Aldrich®) pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite 

lavées avant de réaliser l’infection. 

 

• Evaluation de la viabilité cellulaire :  

24h après infection, la viabilité cellulaire est évaluée à l’aide d’un test MTT (kit « Cell 

Prolifération Kit I (Test MTT) », Roche®), qui est une méthode de dosage 

colorimétrique basé sur la bioréduction des sels de Tétrazolium (MTT) en Formazan 

par les cellules vivantes. Brièvement, les cellules sont incubées pendant 4h avec des 

sels de Tétrazolium (0,5 mg/ml) afin de former des cristaux de Formazan, dont la 

concentration est proportionnelle à la quantité de cellules vivantes. Les cristaux de 

Formazan sont ensuite dissous par incubation sur la nuit avec une solution de 

solubilisation. Une mesure de la densité optique (DO) est alors effectuée à 570 nm. 

Les résultats sont exprimés en rapportant la DO des cellules infectées à celles des 

cellules non infectées et traduits en pourcentage (%). 

 

• Analyse statistique des données : 

L’analyse statistique des données a été effectuée sur le logiciel GraphPad Prism 

(version 9) et Rstudio®. Les tests statistiques utilisés sont le test de Mann-Whitney 

(GraphPadPrism®) le Two-Way Ordinary ANOVA (GraphPadPrism®) et l’ART-ANOVA 

(Rstudio). Tous ces tests ont été réalisés avec une p-value bilatérale, p ≤ 0.05 est 

considéré comme statistiquement significative. * correspond à une p-value ≤ 0.05, ** 

correspond à une p-value ≤ 0.01. 

 

• Déclaration éthique: 

Les animaux utilisés dans cette étude ont été hébergés et manipulés selon les 

directives du Ministère Français de la Recherche et les directives éthiques en vigueur 

(C59-350009 ; Institut Pasteur de Lille, Lille, France). Les expériences ont été 

conduites par du personnel qualifié et agréé.  
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IV) Résultats 

A)  Réponse des cellules THP-1 après infection par B. pertussis 

Les THP-1 proviennent d’un patient atteint d’une leucémie aigüe monocytique et ont 

des propriétés semblables aux monocytes humains, exprimant par exemple le CD13 

et le CD14 (Forrester et al, 2018). Ils peuvent être différenciés en macrophages après 

incubation avec un agent chimique, le Phorbol 12-Myristate-13-Acétate (ou PMA).  

Les THP-1 sont couramment utilisés dans l’étude des interactions macrophages-

pathogènes et nous avons donc choisi d’avoir recours à ce modèle pour évaluer la 

survie intracellulaire de B. pertussis au cours du temps et quantifier la production de 

cytokines par les cellules en réponse à l’infection. Le protocole d’infection est 

schématisé ci-dessous (Figure 5) :  

 

  

Les THP-1 préalablement différenciés en macrophages sous l’action du PMA sont 

infectées pendant 30 minutes avec 3 souches de B. pertussis :  

• la souche virulente BPSM est résistante à la streptomycine et est couramment 

utilisée dans mon laboratoire d’accueil. Elle est dérivée de Tohama-I issu d’un 

isolat clinique datant des années 50 (Antoine et Locht, 1990). 

• la souche virulente B1917 est représentative des souches de B. pertussis circulant 

actuellement. B1917 produit une plus grande quantité de toxine pertussique que 

Tohama-I (Mooi et al, 2009).  

Figure 5. Protocoles d’infection des cellules THP-1. Après différenciation des cellules en 

macrophages à l’aide du PMA, les cellules sont lavées puis infectées avec B. pertussis. 

L’infection est arrêtée par des lavages et l’ajout d’un antibiotique pendant 1h.  Les cellules 

sont ensuite lysées avec de la Saponine 0,1% et le lysat cellulaire est étalé sur boite pour 

lecture des Unités Formant Colonies (UFC ou « Colony Forming Units » (CFU) en anglais) 5 

jours après.  24h après la fin de l’infection, le surnageant de culture est récupéré et la 

quantification des cytokines est effectué par la méthode Luminex. 
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• la souche atténuée BPZE1, dérivée de BPSM. BPZE1 exprime une PTx 

enzymatiquement inactive, libére une quantité résiduelle de toxine cytotrachéale 

(TCT) et ne produit plus de toxine dermonécrotique (DNT) (Mielcarek et al, 2006).  

Après 30 min de contact (T0), les bactéries extracellulaires sont éliminées par lavages 

et incubation d’une heure avec la polymyxine B.  

A.1 Survie intracellulaire de B. pertussis dans les THP-1 différenciées 

en macrophages :  

Après infection réalisée à une MOI 100, les cellules sont lysées à différents temps 

avec de la saponine pour récupérer les bactéries intracellulaires. Des dilutions sériées 

du lysat cellulaire sont ensuite étalées sur un milieu solide Bordet-Gengou de manière 

à dénombrer les unités formant colonies (UFC ou « Colony Forming Units » (CFU)  en 

anglais). Les résultats sont exprimés en pourcentage en rapportant le nombre de 

bactéries retrouvées au cours du temps au nombre de bactéries internalisées à T0 

(Figure 6). 
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Figure 6.Survie intracellulaire de B. pertussis  dans les cellules THP-1. Les cellules sont
infectées avec les souches virulentes BPSM ou B1917 ou la souche atténuée BPZE1. A
différents temps après infection, les cellules sont lysées et les lysats sont étalés sur boite BG.
Les comptages des colonies bactériennes sont réalisés 5 jours plus tard. Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport aux bactéries initialement retrouvées à T0. L'expérience a
été réalisée 2 fois, en triplicats techniques.

 

Ces résultats montrent une clairance rapide des bactéries avec plus de 80% des 

bactéries intracellulaires éliminées par les macrophages THP-1 24h après le début de 

l’infection. Aucune différence significative n’est observée entre les 3 souches de                      

B. pertussis, suggérant que dans ces conditions la virulence de la souche n’influe pas 

sur la survie intracellulaire de la bactérie. 
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A.2 Réponse cytokinique des THP-1 infectées par B. pertussis :  

Afin d’analyser l’impact de la virulence bactérienne sur la réponse cytokinique des 

cellules, des THP-1 sont infectées par B. pertussis en utilisant 3 MOI (10, 50 et 100) 

différentes. La production de cytokines est mesurée dans le surnageant de culture, 

24h après la fin de l’infection par Luminex® (Figure 7).  

MOI 10 MOI 50 MOI 100

0

20

40

60

80

T
N

F
 (

p
g

/m
l)

✱✱

✱✱

✱✱

MOI 10 MOI 50 MOI 100

0

100

200

300

400

IL
-1


 (
p

g
/m

l)

BPZE1

BPSM

B1917

✱✱

✱✱

✱✱

MOI 10 MOI 50 MOI 100

8000

10000

12000

14000

IL
-8

(M
e
a
n

 F
lu

o
re

s
c
e
n

c
e
 I
n

te
n

s
it

y
)

BPZE1

BPSM

B1917

Figure 7. Production de cytokines par les cellules THP-1 24h après infection avec B. pertussis.

Les cellules sont infectées avec les souches virulentes BPSM ou B1917 ou la souche atténuée
BPZE1. Le dosage des cytokines par Luminex est réalisé dans les surnageants de culture
récupérés 24h après infection. Les résultats sont exprimés en pg/ml moyen. ** correspond à une
p-value ≤ 0,01. Le trait en pointillé correspond à la moyenne obtenue pour des cellules non
infectées. Test statistique utilisé : Kruskal-Wallis. ** correspond à une p-value < 0,01.

  

Dans ces conditions expérimentales, seules les cytokines pro-inflammatoires TNF, 

IL-1β et IL-8 sont détectées. Nous constatons que la production de TNF et de l’IL-

1β est dépendante de la MOI. Une production importante (> 640 pg/ml) d’IL8 a pu 

être détectée mais n’a pas pu être quantifiée précisément du fait des limites 

techniques de la technologie Luminex. 
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Par ailleurs, nous n’avons pas observé de différence significative entre les 3 souches, 

suggérant que dans ces conditions, la virulence bactérienne n’impacte pas la 

production de ces cytokines. 

 

A.3 Conclusion sur l’utilisation du modèle THP-1 : 

 

Ces premiers résultats montrent que les THP1 différenciées en macrophages sont 

capables d’internaliser et d’éliminer rapidement B. pertussis. L’infection bactérienne 

stimule la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF, l’IL-1β et l’IL-

8. Cette production est modulée par la quantité de bactéries infectantes. En revanche, 

la virulence de B. pertussis ne semble pas influencer la quantité et la nature des 

cytokines produites.  

Bien que couramment utilisé 

pour étudier la pathogénèse de 

B. pertussis (Lamberti et al, 

2010 ; Rivera-Millot et al, 2017), 

le modèle THP1 présente 

cependant certaines limitations.  

Les THP-1 correspondent à des 

cellules dérivées et 

transformées provenant d’une 

leucémie aiguë monocytique 

humaine qui acquièrent un 

phénotype de macrophage 

après incubation avec un agent 

chimique dans le milieu de 

culture. Les THP-1 expriment 

ainsi des signatures 

transcriptionnelles qui sont 

éloignées de certaines sous-

populations de macrophages 

tels que les AMs ou même les 

macrophages dérivés de 

monocytes (MDM) (Figure 8).  

Figure 8. Arbre phylogénique basé sur les signatures 

transcriptomiques des monocytes, des cellules 

dendritiques (DC), des macrophages dérivés de 

monocytes (MDM), des macrophages alvéolaires 

(AMs) et des lignées cellulaires THP-1 (avec et sans 

PMA), HeLa, et SUPT1. Std ref correspond à une 

référence ARN standard. D'après Tomlinson et al, 2012 
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Par ailleurs, les protocoles de différenciation des THP-1 sont très hétérogènes dans la 

littérature, ce qui peut induire des biais dans l’obtention et la comparaison de données, 

et est donc un autre élément à considérer avec leur utilisation. 

 

J’ai donc souhaité utiliser un second modèle de macrophages pour valider les résultats 

obtenus avec les THP-1. 

 

Parmi les macrophages couramment utilisés, on trouve les Raw 264.7 qui 

correspondent à des macrophages murins issus d’une leucémie viro-induite chez la 

souris. Contrairement aux cellules THP-1, celles-ci ne nécessitent pas d’étapes de 

différenciation. Néanmoins, tout comme les THP-1, les Raw 264.7 peuvent facilement 

dériver et des réponses très différentes peuvent être observées. 

J’ai donc choisi d’utiliser un modèle moins utilisé mais particulièrement intéressant 

pour l’étude la pathogénèse de B. pertussis, les MPI dont les caractéristiques 

phénotypiques sont très proches des AM (Fejer et al. 2013 ; 2015).  

 

B) Le modèle de macrophages MPI 

Les macrophages alvéolaires ont une origine embryonnaire (Guilliams et al, 2013) et 

l’auto-renouvellement de ces cellules dépend de l’action du GM-CSF local (Dranoff et 

al, 1994). Les cellules MPI ont été développées au Max Planck Institute et 

correspondent à des cellules de foie fœtal de souris qui acquièrent un phénotype 

comparable à celui des macrophages alvéolaires après incubation avec du GM-CSF 

(Fejer et al, 2013). Un autre avantage des cellules MPI est que, contrairement aux 

macrophages dérivés de moelle osseuse ou obtenus à partir de lavages broncho-

alvéolaires de souris, il est possible d’en obtenir une grande quantité (Fejer et al, 

2013).  

B.1 Production de TNF par les MPIs infectées avec B. pertussis :  

J’ai dans un premier temps infecté les MPI avec différentes MOI (10, 50 et 100 

bactéries/cellule) de B. pertussis, en utilisant le protocole décrit précédemment. Les 

expériences avec les THP-1 n’ayant pas montré une influence de la virulence 
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bactérienne sur la réponse cellulaire, nous nous sommes concentrés ici sur la souche 

virulente B1917 représentative des souches actuellement circulantes de B. pertussis 

(Mooi et al, 2009). 24h après la fin de l’infection, le surnageant de culture des cellules 

est récupéré et un dosage du TNF est effectué par ELISA (figure 9). 
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Figure 9. Production de TNF (pg/ml) par les MPI. Les MPIs sont infectées pendant 30

minutes avec la souche virulente B1917 de B. pertussis à différentes MOI (10, 50 et 100
bactéries/cellule), deux lavages et une incubation d'une heure en antibiotique sont
effectués. 24h après infection, les surnageants sont récupérés et le TNF produit par les
cellules est dosé par technique ELISA. Les résultats sont exprimés en pg/ml moyen de
TNF. Test statistique utilisé : Kruskal Wallis. ** correspond à une p-value < 0,01.

✱✱

✱✱

✱✱

 

Nous constatons tout d’abord que, dans de mêmes conditions expérimentales, les MPI 

produisent une plus grande quantité de TNF que les THP-1 (Figure 9). Comme dans 

le cas des THP-1, cette production est proportionnelle à la quantité de bactéries 

infectantes, ce qui met donc en avant un effet dose-réponse dans les deux modèles.  

Nous avons ensuite analysé si la durée de contact cellules-bactéries influençait la 

réponse cytokinique des MPI. Pour cela les MPI ont été infectées avec B1917 pendant 

30 minutes, 1h et 2h à une MOI de 10 ou 50 puis le TNF présent dans le surnageant, 

24h après la fin de l’infection, a été dosé par ELISA (Figure 10).  
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Figure 10. Impact du temps d'infection sur la production de TNF par les cellules MPI après

contact avec la souche de B. pertussis B1917. Les cellules sont incubées avec B1917 à une
MOI de 10 ou de 50 bactéries/cellule, pendant 30 minutes, 1h ou 2h. Le surnageant des
cellules infectées est récupéré eaprès 24h et le TNF produit par les cellules est dosé par
ELISA. Les résultas sont exprimés en pg/ml moyen de TNF. Le contrôle négatif correspond à
des cellules non infectées. Test statistique utilisé :  Kruskal-Wallis. ** correspond à une
p-value < 0,01.

 

À une MOI de 10,  nous détectons une augmentation de la concentration en TNF dans 

le surnageant après infection avec B. pertussis. Cette augmentation semble être 

fonction du temps de contact avec la bactérie, avec une sécrétion plus importante 

après 2h de contact.  

Le niveau de production de TNF est encore plus grand à une MOI de 50, avec une 

augmentation significative dès 1h de contact, comparativement aux résultats obtenus 

lors d’une incubation de 30 min. Cette différence n’est pas retrouvée entre 1h et 2h de 

contact ce qui laisse penser que la production de TNF a alors atteint un plateau.  

La production de TNF semble donc être dépendante de la MOI et du temps de contact 

bactéries-cellules. La prochaine étape de ce travail a été de déterminer si la quantité 

de bactéries internalisées était l’élément clé modulateur de la réponse TNF.  

Nous avons dans un premier temps comparé le taux d’internalisation de B1917 ainsi 

que sa cinétique de survie intracellulaire après 30 minutes et 1h de contact avec les 

cellules MPI (Tableau 2, Figure 11). 
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Nous observons dans nos conditions que la quantité de bactéries internalisées est 

dépendante du temps de contact avec les MPI (Tableau 2, figure 11A). Néanmoins 

l’internalisation significativement plus élevée après 1h de contact ne semble pas 

affecter la cinétique de survie intracellulaire de B1917 puisque nous ne détectons pas 

de différence significative au niveau des pourcentages de bactéries intracellulaires 2h, 

4h et 24h post infection. Dans les deux conditions une clairance bactérienne quasi-

totale est observée 24h après infection (Figure 11B). 
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Figure 11. Survie intracellulaire de B. pertussis dans les MPI. Après 30 minutes ou 1h d'incubation

avec B1917, les cellules sont lavées puis incubées avec un antibiotique pour éliminer les bactéries
extracellulaires. Après un lavage en PBS, les cellules sont lysées et le lysat est étalé sur boite
Bordet-Gengou. Le pourcentage d'internalisation (A) est alors calculé en rapportant les UFC
retrouvées à la fin de l'infection (T0) par rapport à l'inoculum initialement administré. Test statistique
utilisé : Mann-Whitney.  La cinétique de survie intracellulaire de B1917 (B) est quant à elle calculé
en rapportant la quantité de bactéries retrouvée à l'instant T à la quantité de bactéries moyennes
retrouvées à T0. Les résultats sont ensuite exprimés en pourcentage (%) de bactéries
intracellulaires restantes. Test statistique utilisé : Two-Way ANOVA. * correspond à une p-value <
0,05.

 

Tableau 2. Internalisation de B. pertussis B1917 par les MPI. Après 30 minutes ou 1h 
d’incubation avec B1917, les MPI sont lavées avec un mélange PBS/antibiotique et PBS avant 
lyse avec de la Saponine 0,1%. Le lysat cellulaire est alors étalé sur boites Bordet-Gengou, 
afin de déterminer les Unités Formant Colonies 5 jours après. Les résultats sont exprimés en 
CFU/million de cellules. 
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Afin de déterminer l’influence de l’internalisation des bactéries sur la réponse TNF, les 

MPI ont été incubés avec un agent inhibiteur de la phagocytose, la Cytochalasine D, 

puis infectés avec B1917 (1h de contact). Comme précédemment la production de 

TNF a été quantifiée 24h après infection, par ELISA (Figure 12).  
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Figure 12. Production de TNF par les MPI après traitement avec la Cytochalasine D et

infection par B. pertussis. Après une incubation de 30 minutes avec 10μM de
cytochalasine D, les cellules sont incubées avec B1917  à une MOI de 50
bactéries/cellule pendant 1h. Le surnageant des cellules infectées est récupéré après
24h et le TNF produit par les cellules est dosé par ELISA. Les résultats sont exprimés en
pg/ml moyen de TNF. Test statistique utilisé : Mann-Whitney. * correspond à une p-value
< 0,05.

 

Nous observons une réduction significative de la production de TNF par les MPIs 

traités avec la cytochalasine D puis infectés (Figure 12). Cet effet n’est pas associée 

à une mortalité cellulaire (Figure 13).  
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Figure 13. Viabilité des cellules MPIs après inhibition de la phagocytose de B. pertussis. Après une

incubation de 30 minutes avec 10μM de cytochalasine D, les cellules sont mises en contact avec
B1917 à une MOI de 50 bactéries/cellule pendant 1h. 24h après l'infection, l'analyse de la viabilité
est effectué avec un test MTT. Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité par rapport
à la valeur mesurée pour les cellules contrôles. Test statistique utilisé : Two-way ANOVA. **
correspond à une p-value < 0,01.
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✱✱

 

Ces résultats montrent que la réponse cytokinique induite par l’infection à B. pertussis 

est dépendante, au moins en partie, de la quantité de bactéries internalisées. 

 

 

B.2 Conclusion et perspectives du modèle MPI : 

Comparativement aux THP-1, nous avons observé une sécrétion de TNF plus 

importante par les MPIs en réponse à l’infection par B. pertussis. A l’instar des THP-

1, cette sécrétion de TNF est dépendante de la MOI et plus précisément de la quantité 

de bactéries internalisées par la cellule. En effet, celle-ci s’en retrouve réduite lorsque 

la phagocytose de B. pertussis est inhibée.  

Par rapport aux THP-1, l’une des forces du modèle MPI est qu’il s’agit de cellules non 

modifiées qui subissent peu de dérivations (Fejer et al, 2013). De plus, ces cellules ne 

nécessitent pas d’étape de différenciation, ce qui permet de développer des protocoles 

plus simples et d’avoir des réponses plus reproductibles.  

Ces données laissent penser que les MPIs peuvent constituer un modèle intéressant 

pour l’étude de l’interaction B. pertussis avec les macrophages alvéolaires. 
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Néanmoins, la validation de ce modèle doit être effectuée en comparant les 

informations obtenues avec des données issus de macrophages alvéolaires primaires. 

 

 

B.3 Infection de macrophages alvéolaires primaires murins avec 

B. pertussis :  

Afin de confirmer la relevance des données précédentes, nous avons isolé des 

macrophages alvéolaires primaires (AMs) issus de lavages broncho-alvéolaires de 

souris (BALs). En effet, près de 95% des cellules issus des BALs sont des 

macrophages alvéolaires SiglecF+ et CD11c+ (Busch et al, 2019). Ce processus 

nécessite de réaliser près de 10 lavages broncho-alvéolaires de souris qui doivent être 

ensuite purifiés par des centrifugations successives et une incubation avec un tampon 

d’érythrolyse. In fine, il est possible de récupérer jusqu’à 5 x 105 AMs/souris, ce qui 

représente de faibles quantités de cellules par rapport à ce que l’on peut obtenir avec 

des cultures cellulaires (entre 10 et 15 millions de cellules/flasque de cellules MPIs). 

Ces AMs primaires sont infectés par la souche B1917 et comme précédemment la 

réponse TNF est quantifiée 24h post infection. 

Les résultats obtenus sont exprimés en pg/ml de TNF/million de cellules et comparés 

aux valeurs observées dans les modèles THP-1 et MPI (Tableau 3). 

 

 

 pg/ml moyen de TNF/million de cellules 

Type cellulaire moyenne +/- deviation standard 

THP-1 176,81 +/- 74,82 

MPI  7166,86 +/- 267,34 

AMs murins 4296,03 +/- 1662,82 

Tableau 3. Comparaison du niveau de production de TNF moyen par million de cellules pour 
chaque type cellulaire après infection avec B. pertussis. Après un contact de 1h avec la souche 
B1917 à une de MOI 50 bactéries/cellule, deux lavages et une incubation d'une heure en 
antibiotique sont effectués. 24h après infection, le surnageant des cellules est récupéré et le TNF 
est dosé par ELISA. Les résultats sont exprimés en pg/ml moyen de TNF par million de cellules. 
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Ces données montrent que suite à une infection par B. pertussis les AMs primaires 

produisent une quantité significative de TNF 24h post infection. Ce taux de TNF est 

comparable à celui observé avec les MPI, les valeurs obtenues avec les THP-1 étant 

en revanche 20 fois plus faibles. 

Ces différences pourraient s’expliquer par le fait que les cellules MPI ont une origine 

murine (Fejer et al, 2013), contrairement aux cellules THP-1 qui correspondent à des 

macrophages humains (Forrester et al, 2018). Ces éléments, associés au profil 

transcriptomique des MPI plus proche de celui des AM que les THP-1, viennent 

confirmer l’intérêt du modèle MPI pour l’étude des interactions de Bordetella pertussis 

avec les macrophages alvéolaires. 
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V)  Discussion 

Depuis plus de 60 ans, les questions relatives à l’expérimentation animale ont été le 

sujet de nombreuses discussions et débats qui ont tout naturellement découlés sur le 

développement d’une législation afin de protéger les animaux. Dans le cadre des 

activités de recherche, celle-ci se base notamment sur la règle des 3R qui incite le 

chercheur à développer et utiliser des alternatives au modèle animal, à réduire la 

quantité d’animaux utilisés et à raffiner la méthodologie expérimentale appliquée. De 

nombreux efforts ont été réalisés en ce sens avec différentes approches telles que la 

culture de cellules primaires ou l’utilisation de lignées cellulaires mais également le 

développement de modèles plus complexes comme les organoïdes, les organ-on-ship 

et même des modèles in silico. Malgré cela, la quantité d’animaux utilisée à des fins 

de recherche reste encore très importante, avec plus de 100 millions de rongeurs 

dénombrés aux Etats-Unis (Carbone et al, 2021) pour la période 2017-2018, et plus 

de 20 millions d’animaux en Chine en 2015 (Taylor et Alvarez, 2020).  

En Europe, la Commission Européenne a estimé avec le système ALURES (« AnimaL 

Uses Reporting – EU System ») qu’il y avait plus de 10 millions d’animaux utilisés à 

des fins scientifiques en 2018, dont la moitié (52,11%) constituée de souris. Près de 

46% de ces animaux sont destinés à la recherche fondamentale, 27% à la recherche 

translationnelle et appliquée et 22% à des études réglementaires et des activités de 

production (plaquettes, sérum, anticorps monoclonaux…). En 2019, la France 

représentait à elle seule 1/5 des animaux utilisés à des fins scientifiques en Europe, 

soit plus de 1,8 millions d’animaux d’après les statistiques rapportées par le MESRI. 

Bien qu’un cadre législatif strict ait été mis en place afin de Remplacer, Réduire et 

Raffiner l’utilisation du modèle animal et bien que les chercheurs travaillent activement 

à cela, il n’y a finalement pas eu pour le moment de diminution drastique du nombre 

d’animaux puisque les chiffres de 2019 indiquent seulement une diminution de 2,8% 

comparativement à 2016.  

Ceci peut s’expliquer par le fait que les chercheurs sont soumis à des contraintes liées 

à leurs thématiques propres. Ainsi, la physiopathologie de certaines maladies, ou la 

pharmacocinétique de certains médicaments tels que les anticorps monoclonaux sont 

encore mal comprises et nécessitent l’utilisation du modèle animal. Par ailleurs, des 

obligations réglementaires s’opposent à la volonté introduite avec les 3Rs de diminuer 

le recours aux animaux et conduisent à des décisions perçues comme paradoxales 
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par le corps des chercheurs. Ainsi de nombreuses études réglementaires comme 

celles à établir pour l’Agence Européenne du Médicament ne peuvent être réalisées 

uniquement à l’aide d’approches in vitro ou in silico, bien que ces dernières apportent 

de premiers éléments de réponse. C’est par exemple le cas des études de toxicologie 

aiguë ou chronique des médicaments en développement pour lesquelles le recours au 

modèle animal est nécessaire pour que les résultats soient validés.  

Malgré tout, la volonté d’abandonner le recours au modèle animal est de plus en plus 

forte. Très récemment en Septembre 2021, le Parlement Européen a adopté une 

nouvelle résolution visant à accélérer l’innovation pour s’affranchir de l’utilisation 

d’animaux dans la recherche et l’enseignement. Celle-ci a résonné comme un coup 

de tonnerre dans le milieu de la recherche et inquiète plusieurs organisations telles 

que l’Association pour la Recherche Animale Européenne (EARA) ou encore la Ligue 

Européenne des Universités de Recherche (LERU). 

Le développement d’alternatives à la fois peu coûteuses, reproductibles et relevantes 

permettant de remplacer les modèles animaux est donc plus que jamais une priorité. 

A ce titre, j’ai été amené à utiliser un nouveau modèle cellulaire, le modèle MPI, dans 

le cadre de l’étude des interactions de Bordetella pertussis avec les macrophages 

alvéolaires. 

Bien qu’il existe de nombreux modèles de macrophages dans la littérature, la majorité 

d’entre eux sont des lignées cellulaires soumises à des dérives potentielles et qui d’un 

point de vue phénotypique sont plus proches des macrophages dérivés de monocytes 

que des macrophages alvéolaires (Forrester et al, 2018). En utilisant le modèle THP-

1 j’ai pu montrer que ces cellules sont capables d’internaliser et d’éliminer rapidement 

B. pertussis. En réponse à l’infection, les THP-1 sécrètent différentes cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF, l’IL-1β et l’IL-8. J’ai pu montrer que cette production 

est modulée par la quantité de bactéries infectantes. En revanche, aucune influence 

de la virulence de B. pertussis n’a été mise en évidence.  

Ces derniers constituent une population résidente qui provient originellement du sac 

embryonnaire (Guilliams et al, 2013), contrairement aux macrophages dérivés de 

monocytes qui sont d’origine médullaire. Les macrophages alvéolaires se 

caractérisent par une demi-vie extrêmement longue et un faible taux de 

renouvellement in vivo (Guilliams et al, 2013). Leur survie dépend notamment d’un 
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facteur de croissance essentiel sécrété en faible quantité dans les tissus qui est le GM-

CSF.  

De façon intéressante, les cellules MPI correspondent à des cellules de foie 

embryonnaire fœtal. L’ajout de GM-CSF dans le milieu de culture est nécessaire à la 

prolifération de ces cellules qui présentent alors un phénotype très similaire à celui des 

macrophages alvéolaires. Lors d’une infection par B pertussis j’ai pu montrer que la 

cinétique de survie intracellulaire de la bactérie est similaire dans les modèles THP-1 

et MPI, une clairance quasi totale de la bactérie étant observée 24h après infection. 

Dans les deux cas, l’infection bactérienne stimule la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF, l’IL-1β et l’IL-8. Cette production est modulée par la 

quantité de bactéries internalisées mais ne semble pas dépendre de la virulence de B. 

pertussis. La magnitude de la réponse TNF observée avec les MPI s’est avérée très 

similaire à celle obtenue avec des macrophages alvéolaires murins primaires. A 

contrario, l’infection de cellules THP-1 conduit à une sécrétion plus faible de TNF suite 

à l’infection. Les MPI constituent donc un bon modèle pour l’étude des interactions 

entre B. pertussis et les macrophages alvéolaires. L’utilisation de ces cellules permet 

de s’affranchir des problèmes de dérive que l’on retrouve avec les lignées cellulaires. 

De plus, contrairement aux THP1, les MPI ne nécessitent pas d’étape de 

différenciation ce qui conduit à une reproductibilité plus élevée des données.  

Les différences observées entre THP-1 et MPI pourraient s’expliquer par la plus 

grande proximité phénotypique des cellules MPI avec les macrophages alvéolaires. 

L’origine humaine des THP-1 pourrait également en partie être responsable des 

différences observées. B. pertussis étant un pathogène strictement humain, on peut 

imaginer que la bactérie induise une réponse inflammatoire plus faible de la part des 

THP-1, ce qui favoriserait sa persistance. Ces données sont à mettre en parallèle avec 

celles obtenues par Lamberti et son équipe (Lamberti et al, 2010), qui suggèrent 

qu’une faible quantité de bactérie peut survivre et se répliquer au sein des THP-1.  

Un des avantages du modèle MPI réside dans la quantité de cellules qui peut être 

obtenue en très peu de temps (≈ 10 à 15 millions de cellules par flasque) contrairement 

aux macrophages alvéolaires primaires dont l’extraction nécessite de réaliser des 

lavages broncho-alvéolaires sur des souris avec in fine un rendement très faible (entre 

2 x 105 à 5x 105/souris). L’utilisation du modèle MPI s’avère relevante d’un point de 

vue scientifique mais présente également un véritable intérêt éthique puisqu’ainsi 
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l’usage des animaux au sein de cette étude peut être beaucoup plus limité avec pour 

unique objectif de confirmer les données in vivo. En conclusion, cette étude démontre 

l’intérêt du modèle MPI pour l’étude des interactions de B. pertussis avec 

macrophages alvéolaires. De façon plus large elle met en évidence l’intérêt des 

modèles cellulaires qui permettent de générer les premières données et représentent 

un véritable intérêt éthique et un enjeu dans le remplacement du modèle animal, à une 

période où les conditions de l’utilisation de ce dernier deviennent de plus en plus 

strictes. 

 

VI) Annexes 

Composition des milieux de culture utilisées : 

Milieu Stainer-Scholte (SS) : C’est un milieu liquide contenant une fraction A et une 

fraction B ajoutée extemporanément Pour 1 litre de fraction A, on ajoute 10 ml de fraction 

B. 

Fraction A : Pour 1 litre de fraction A Fraction B : Pour 10 mL de fraction B 

Na-L-Glutamate (Sigma Aldrich®) : 11.84g L-cystéine (Merck®) : 40mg 

L-Proline (Sigma Aldrich®) : 0.24g FeSO4 7H2O (Merck®) : 10mg 

NaCl (Euromedex®) : 2.5g Niacine (Sigma Aldrich®) : 4mg 

KH2PO4 (Fluka®) : 0.5g Acide ascorbique (Fluka®) : 400mg 

KCl (Euromedex®) : 0.2g Glutathion (Sigma Aldrich®) : 150mg 

MgCl2 6H2O (VWR®) : 0.1g  

CaCl2 2H2O (Sigma Aldrich®) : 20 mg  

TRIS (Euromedex®) : 1.5g  

Casaminoacides (BD®) : 10g  

Cyclodextrine (Sigma Aldrich®): 1g  

H2O MiliQ : Quantité Suffisante Pour (QSP) 1 

litre 

H2O MiliQ : QSP 10 ml 
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