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RESUME

Leishmania est le parasite causant la leishmaniose, une maladie endémique
dans prés de 100 pays a travers le monde. Elle est présente sous forme viscérale,
cutanée et mucocutanée selon l'espéce de Leishmania impliquée. Le parasite est
phagocyté par les cellules immunitaires de son hote mammifére suite a son injection
par son vecteur, la mouche des sables. Pour survivre, le parasite modifie le phagosome
en vacuole parasitophore (PV) qui peut étre individuelle, petite et serrée autour du
parasite (L. major), ou communale, large et volumineuse (L.amazonensis). Nous avons
émis l'hypothése que des petites protéines de fusion membranaire appelées SNAREs
jouent un roéle différentiel lors de la biogenése des deux types de PV. Nous avons
d'abord établi que la vacuole communale de L. amazonensis recrute la membrane
plasmique (SNAP23), les endosomes de recyclage (VAMP3), le réticulum endoplasmique
(STX18) et le trans-Golgi (Vtila) tout en fusionnant avec les lysosomes (LAMP1).
D’autre part, seuls les endosomes tardifs (VAMPS8) sont recrutés aux PV individuelles
de L. magjor sans fusion avec les lysosomes, indiquant deux meécanismes de survie
distincts. En infectant des macrophages dérivés de la moélle osseuse (BMM) de souris
Vamp3-/-, nous avons démontré une augmentation significative de la survie et du
volume de la PV de L. amazonensis. Nous avons également observé une augmentation
significative du recrutement de la sous-unité TCIRG1 du domaine Vo de la V-ATP-ase
aux PV de L. amazonensis en absence de VAMP3. Le domaine V, pourrait favoriser la
fusion membranaire a la PV de L. amazonensis et jouer un role anti-inflammatoire. De
plus, il est impliqué dans l'élargissement des PV de L. amazonensis en modulant
I'homéostasie du cholestérol. Pour évaluer la capacité inflammatoire des BMMs Vamp3-
/-, nous avons quantifié leur production d'oxyde nitrique (NO) suite a un traitement a
l'interféron et au LPS. Cette production, et leur capacité a éliminer L. amazonensis se
révéla réduite de moitié en absence de VAMP3. De plus, 'homéostasie du cholestérol
est importante a la présentation antigénique au CMH-I. Nous avons trouvé, en absence
de VAMP3, une présentation antigénique croisée augmentée. En conclusion, nos
travaux mettent en évidence la participation de VAMP3 comme régulateur négatif de

l'infection par L. amazonensis, ainsi que de la présentation antigénique croisée.

Mots clés: Leishmania, macrophage, fusion membranaire, SNAREs, VAMP3, V-ATPase,

présentation antigénique croisée.
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ABSTRACT

Leishmania is the parasite responsible for Leishmaniasis, a disease endemic in
roughly 100 countries around the world. This disease can be visceral, cutaneous or
mucocutaneous depending on the Leishmania species involved. Following the
bloodmeal of its vector, the female sandfly, the parasite is quickly phagocytosed by its
mammalian host immune cells. To survive, the parasite then transforms the
phagosome into a parasitophorous vacuole (PV) that can be individual, small and tight
around the parasite (L. major) or communal, large and spaceous (L. amazonensis). We
proposed that SNARESs, little fusion proteins, are differentially inviolved during both PV
types biogenesis. Using mice bone marrow derived macrophages (BMM) and
fluorescent microscopy, we first established that L. amazonensis communal PV recruits
SNAREs and membrane from the plasma membrane (SNAP23), the recycling endosome
(VAMP3), the endoplasmic reticulum (STX18) and the trans-Golgi (Vtila) with fusion
with the lysosomes (LAMP1). On the other hand, only the late endosomes (VAMPS)
accumulate on L. major individual PV without fusion with the lysosomes, indicating
two different survival mechanisms. Using Vamp3-/- BMMs, we found that, in the
absence of VAMP3, the viability of L. amazonensis and the volume of its PV doubled.
We also observed a highly significative recruitment of the TCIRG1 subunit of the Vo of
the V-ATPase. The Vo was previously proposed to act as a membrane fusion promoter
and as an inhibitor of the inflammatory response. It was also shown to control L.
amazonensis PV biogenesis via cholesterol homeostasis. We verified the inflammatory
capacity of IFN-y and LPS stimulated Vamp3/- BMMs through nitric oxide (NO)
quantification. We found that their NO production and their ability to eliminate L.
amazonensis was reduced by roughly 50%. Cholesterol homeostasis also plays a role
during antigen presentation to MHC-1. We found that antigen cross-presentation was
augmented in the absence of VAMP3 during Leishmania infection. In conclusion, our
work demonstrates the participation of VAMP3 as a negative regulator in L.
amazonensis infection as well as a negative regulator of antigen cross-presentation.
Keyword: Leishmania, macrophage, membrane fusion, SNAREs, VAMP3, V-ATPase,

antigen cross-presentation
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION
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1 Phagocytose

La phagocytose est le processus par lequel une cellule internalise une particule
ou un microorganisme pathogéne. Elle commence par la reconnaissance de la particule
a ingérer par des récepteurs spécifiques qui entrainera une polymeérisation d'actine au
site d'ingestion. Une fois la particule internalisée, le phagosome entame par la suite sa
maturation par une série d'événements de fusion avec différents compartiments de la
voie endocytique (Desjardins, Huber et al. 1994, Desjardins 1995, Vieira, Botelho et al.
2002, Deschamps, Echard et al. 2013) (Figure 1. 1). Le parasite Leishmania est
principalement internalisé par endocytose par les macrophages (Farah, Samra et al.
1975, Chang and Dwyer 1976). Les mécanismes décrits dans la section suivante
expliquent les étapes de la phagocytose et les mécanismes impliqués lors de la

destruction des microorganismes pathogénes comme Leishmania.

1.1 Phagocytes

Le processus de phagocytose est enclenché par divers types cellulaires pouvant
étre divisés en trois catégories: les phagocytes professionnels, les paraprofessionnels et
les non professionnels. Ils sont divisés en fonction de leur capacité a dégrader et
présenter les antigénes, leur efficacité phagocytique ainsi que par leurs ligands et

récepteurs (Rabinovitch 1995).

Les phagocytes professionnels sont les macrophages et les cellules
polymorphonucléaires qui excellent non seulement a la phagocytose de
microorganismes pathogénes et de particules étrangéres. Ces phagocytes jouent
également un roéle important pour I'homéostasie en phagocytant les cellules
apoptotiques et les cellules anormales (Arandjelovic and Ravichandran 2015). La
grande quantité et diversité de récepteurs a la surface de ces cellules leur conférent
leur capacité a reconnaitre et phagocyter une grande diversité de particules. Ils
possédent notamment des "pattern-recognition receptors”" (PRRs) reconnaissant des
motifs conservés sur les microorganismes pathogeénes nommeés "pathogen-associated
molecular patterns" (PAMPs) (Janeway 1992). Ces phagocytes sécretent également une

grande quantité de cytokines et de molécules immunomodulatoires.
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Les phagocytes paraprofessionnels sont composés de cellules spécialisées
comme les cellules dendritiques. Ils possédent une grande capacité a présenter des
antigénes, mais peuvent également, dans une moindre mesure, phagocyter des agents

pathogénes (Rabinovitch 1995).

Les phagocytes non professionnels, tels que les cellules épithéliales et les
fibroblastes peuvent phagocyter une moins grande diversité de particule du a l'absence
des récepteurs de phagocytose tels que le récepteur de l'immunoglobuline (FcR) et celui
du complément de leur surface. Le simple ajout du FcyR permet notamment
d'augmenter sensiblement la capacité de phagocytose de ces cellules (Indik, Park et al.
1995, Caron and Hall 1998). Les phagocytes non professionnels produisent également
moins d'agents microbicides une fois une particule phagocytée et ne sécréte pas une
gamme de cytokines aussi compléte que les phagocytes professionnels (Rabinovitch
1995). Les fibroblastes peuvent notamment servir de réservoir lors d'infection a la

Leishmania (Bogdan, Donhauser et al. 2000).

1. 2 Récepteurs phagocytiques

La phagocytose est également dirigée par les ligands reconnus a la surface de la
particule a internaliser. Ces ligands, classés comme des opsonines ou des ligands non
opsoniques, sont reconnus par différents récepteurs qui leur sont spécifiques. Les
opsonines comme le C3b et les immunoglobulines G (IgG) sont, par exemple,
respectivement reconnues par le récepteur du complément de type 3 (CR3) et les FcyRs
et entrainent différents processus d'internalisation. Les ligands non opsoniques comme
les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries, les phosphatidylserines (PS) a la surface
des cellules apoptotiques, le P-glucan composant la paroi cellulaire de certaines
bactéries et champignons et méme le lipophosphoglycan (LPG) de Leishmania peuvent
quant a eux étre reconnus par une multitude de récepteurs comme les récepteurs
« scavenger » A (SR-A), les récepteurs des macrophages a structure collagénique
(MARCO), le groupe de différenciation 36 (CD36) et Dectin-1 (Gordon 2016). Certains
récepteurs de type toll (TLR) peuvent également faciliter les événements de phagocytose
comme notamment le TLR4 en complexe avec CD14 et le facteur de différenciation
myéloide 2 (MD-2) qui peuvent reconnaitre plus spécifiquement les LPS et les PS a la

surface des cellules apoptotiques (Calvano, Agnese et al. 2003) (Figure 1. 1).
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Figure 1. 1 Les récepteurs phagocytiques
Représentation des divers récepteurs associés a la phagocytose des microbes et des cellules apoptotiques.

Reproduit avec la permission d'Elsevier (Gordon 2016).
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1.2.1 FcyR

La reconnaissance dune particule recouverte d'IgG par un des trois types de
FcyRs, soit les types I, II ou III, entraine une cascade d'activation commencant par une
phosphorylation de la chaine y du motif d'activation de la tyrosine des
immunorécepteurs (ITAM) par une tyrosine kinase de la famille Src. Cela entraine une
activation de plusieurs facteurs d'échanges de nucléotides guanine (GEFs) qui active
par la suite les guanosines triphosphatase (GTPases) Rac et 'homologue de la protéine
42 de controdle de la division cellulaire (CDC42) de la famille des homologues Ras (Rho)
en remplacant la guanosine diphosphate (GDP) par la guanosine triphosphate (GTP).
Les GTPase activeront par la suite la protéine du syndrome Wiskott-Aldrich (WASP) qui
liera le complexe de protéines de liaison a l'actine 2/3 (Arp2/3). Ce complexe
enclenchera la polymérisation d'actine a la coupe phagocytique. Une fois
l'internalisation complétée, la dépolymérisation aura lieu par l'hydrolysation du GTP en
GDP sur les GTPases (Deschamps, Echard et al. 2013). Le processus de phagocytose
incluant l'extension de podosomes est également connu comme étant la phagocytose

de type I (Le Cabec, Carreno et al. 2002) (Figure 1. 2).

1.2.2 Récepteur du complément de type 3

Le récepteur du complément de type 3 (CR3) est un complexe hétérodimérique
de glycoprotéines transmembranaires appartenant a la famille des [B2-intégrines qui
reconnaissent les particules opsonisées par le fragment de la protéine du complément
C3bi. L'engagement du CR3 n'entraine pas d'activation des GTPases Rac et CDC42,
mais cause l'activation du membre A de la famille des homologues Ras (RhoA) pour la
modulation d'actine. Contrairement a la phagocytose de type I effectué lors de
I'engagement des FcyRs, le CR3 entraine une phagocytose de type II, sans formation de
podosomes ou la particule opsonisée coule a travers la membrane plasmique (Le

Cabec, Carreno et al. 2002) (Figure 1. 2).
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Figure 1. 2 Phagocytose médiée par le FcyR et le CR3
A. Phagocytose d'une particule opsonisée par des IgG via le FcyR avec extension de pseudopodes B.
Phagocytose d'une particule opsonisée par le complément ou la particule coule a travers la membrane. C.
Visualisation du réseau d'actine formé a la coupe phagocytique lors de l'internalisation d'une particule
opsonisée par des IgG. Reproduit avec la permission de "The Royal Scoiety of Chemistry" (Canton and

Battaglia 2012).

1.2.3 Eviter l'activation cellulaire

Pour survivre, les microorganismes pathogénes ont du évoluer afin de limiter
I'activation cellulaire de leur hote. Plusieurs des stratégies de survie sont conservées
dun agent pathogéne a un autre. Les étudier peut ainsi donner des indices importants
concernant les mécanismes d’évasion potentiellement employés par Leishmania. La
section suivante se consacre a la démonstration des stratégies de survie employées par
une diversité de microorganismes pathogénes. Les mécanismes connus employés par

Leishmania seront traités a la section 2 de la revue de littérature.

Une des nombreuses stratégies de survie pour les microorganismes pathogénes
intracellulaires consiste a modifer leur PAMPs afin d'éviter 1'activation des différents
récepteurs PRR entrainant la réponse immunitaire qui meénerait a leur destruction.
Plusieurs bactéries possédent des lipides A du LPS ou encore des flagelles modifiés afin
d'éviter l'activation par le TLR4 et le TLRS respectivement (Neumeister, Faigle et al.
1998, Kawahara, Tsukano et al. 2002, Andersen-Nissen, Smith et al. 2005, Hajjar,
Harvey et al. 2006, Coats, Berezow et al. 2011, Cullen, Giles et al. 2011, Slocum,
Coats et al. 2014).
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Une autre stratégie efficace pour empécher l'activation cellulaire consiste a
interférer dans la cascade d'activation des TLR et au niveau des voies de signalisation
pro-inflammatoires. Les virus excellent dans ce domaine en modulant la voie du
facteur nucléaire kappa B (NF-kB). Le premier exemple démontré, les protéines virales
A46R et AS2R du virus de la vaccine visent la réponse primaire de différenciation
myéloide 88 (MyD88) et linterféron-béta induisant un adaptateur contenant un
domaine TIR (TRIF). Cela entraine une diminution de l'activation de NF-kB par les TLR
et le recepteur de l'interleukine 1 (IL-1R) (Bowie, Kiss-Toth et al. 2000, Stack, Haga et
al. 2005). D'autres virus comme le virus de l'herpés simplex 1 (HSV-1), le virus
respiratoire syncitial (RSV) et le virus de 1'hépatite C (HCV) inhibent de la méme facon
la réponse inflammatoire. Similairement, l'effecteur Yop du systéme de sécrétion de
type III (SST3) de Yersinia pestis vise les facteurs associés au récepteur de TNF 6 et 3
(TRAF6 et TRAF3) pour inhiber les voies de signalisation NF-kB/ Protéines kinases
activées par un mitogéne (MAPK) et les facteurs de régulation de l'interféron (IRF). Les
effecteurs OspG de Shigella et GogB de Salmonella sécrétés par des SST3 préviennent
quant a eux la dégradation de l'inhibiteur du facteur nucléaire kappa B (IkB) afin de
prévenir la translocation de NF-kB au noyau (Kim, Lenzen et al. 2005, Sweet, Conlon
et al. 2007, Pilar, Reid-Yu et al. 2013). Les facteurs de virulences "TIR domain-
containing proteins" d’Escherichia coli et Brucella melitensis peuvent méme lier
directement MyD88 et limiter la réponse inflammatoire (Cirl, Wieser et al. 2008). Le
récepteur d'intimine transloqué (TIR) des E. coli entéropathogénes (EPEC) peut
également recruter les phosphatases contenant le domaine de la région d'homologie
Src 1 et 2 (SHP-1 et SHP-2) pour inhiber l'activation de TRAF6 et la production de
cytokines proinflammatoires (Yan, Wang et al. 2012, Yan, Quan et al. 2013).
Similairement, la protéine de virulence CagA de H. pylori permet l'activation de SHP-2.
Cela entraine la déphosphorylation du transducteur de signal et activateur de
transcription 1 (STAT1) et du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)
menant ainsi a l'inhibition de la production de la béta-défensine humaine 3 (hBD3).
Certains virus agissent également au niveau post-transcriptionnel en limitant le
transport des ARN messagers de l'interféron alpha/béta (IFN-a/p) ou en déstabilisant

les ARN messagers pro-inflammatoires (Mogensen, Melchjorsen et al. 2004).
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Les microorganismes pathogénes peuvent également entrainer une
réponse anti-inflammatoire limitant l'activation des phagocytes. Par exemple, Yersinia
utilise son facteur de virulence V pour stimuler la production d'IL-10 en activant le
TLR2 (Sing, Rost et al. 2002). Un facteur de virulence similaire, Vi, retrouvé chez
Salmonella enterica Typhi exercerait un effet immunosuppresseur qui serait essentiel a
sa dissémination (Raffatellu, Chessa et al. 2006). Le parasite Toxoplasma gondii induit
également une réponse IL-10 anti-inflammatoire en activant STAT3 et en limitant
I'activation de MAPK et la production d'IL-12 (Kim, Del Rio et al. 2005). Une diminution
similaire de la production d'IL-12 a également été remarquée lors d'infections par L.
mexicana qui dégrade IkB et NF-kB (Cameron, McGachy et al. 2004). Les virus
enveloppés et certains Trypanosomas imitent également les cellules apoptotiques des
PS a leur surface pour éviter 'activation des phagocytes et entrainer une réponse anti-
inflammatoire (Barcinski, Moreira et al. 2003, Amara and Mercer 2015). Plusieurs
autres microorganismes pathogénes comme Moraxella catarrhalis, Neisseria
meningitidis, les Streptococcus du groupe B et Staphylococcus aureus engagent
également des récepteurs inhibant la réponse inflammatoire (Nakayama, Underhill et
al. 2007, Slevogt, Zabel et al. 2008, Carlin, Chang et al. 2009, Carlin, Uchiyama et al.
2009, Nakayama, Kurokawa et al. 2012). L'effecteur YopH de Yersinia permet
également de diminuer la réponse au calcium et de favoriser la production d'IL-10 en
s'attaquant a la protéine cytosolique lymphocytaire 2 (LCP2 ou SLP-76) des
neutrophiles (Rolan, Durand et al. 2013). Certains microorganismes pathogénes
favorisent méme la reconnaissance par des récepteurs phagocytiques permettant leur
survie. Par exemple, E. coli lie directement le Fc-yRIII et entraine l'activation de SHP-1
qui déphosphoryle la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) afin d'éviter la phagocytose par
MARCO qui lui est létal (Pinheiro da Silva, Aloulou et al. 2007). (Figure 1. 3).
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Hijacking ITIM-bearing inhibitory receptors:

Various human bacterial pathogens evolved

virulence factors that co-ligate inhibitory receptors
with recognized activating receptors. This leads to

the suppression of several antimicrobial functions and
evasion of the host immune response.

Exploiting inhibitory ITAM signaling:

E. coli escapes phagocytosis through low-avidity
engagement of FcyRs and the induction of inhibitory

ITAM signaling. This serves to resist clearing of the bacterial
pathogen by the host.

Altering first-line immune functions:

After translocation into the host cell cytoplasm,
the ITIM-containing effector protein CagA
modulates epithelial defense responses,
including IFN-y signaling. This strategy helps

to overcome the first-line inflammatory response.

Dampening TLR signaling:

E. coliinserts the ITIM-bearing virulence factor Tir

into the epithelial cell membrane to attenuate first-line
TLR responses and pro-inflammatory cytokine release.

Mimicking host protein tyrosine phosphatases:

Salmonella and Yersinia developed effector proteins

that resemble host phosphatases and target essential
signaling intermediates to dampen inflammatory responses
and increase survival within the host.
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Figure 1. 3 Evasion des signaux pro-inflammatoires

A. Plusieurs microorganismes pathogénes comme M. catarrhalis, N. meningitidis, les Streptococcus du
groupe B et Staphylococcus aureus engagent des récepteurs inhibant la réponse inflammatoire pour
atténuer l'effet la reconnaissance des PRR. B. E. coli évite la réponse par MARCO par sa capacité a lier
faiblement le FcyRIII ce qui entraine le recrutement de SHP-I qui déphosphoryle PI3K et empéche la
phagocytose via MARCO. C. H. pilory utilise sa protéine de virulence CagA contenant un motif inhibiteur a
base de tyrosine des immunorécepteurs (ITIM) pour activer SHP-2 qui déphosphoryle STAT1 et le EGFR ce
qui empéche la signalisation par 1TFN-y et la production d'hBD3. D. Les EPEC utilisent leur TIR pour
recruter SHP-1 et SHP-2 qui inhibent l'activation de TRAF6 et inhibent la production de cytokines pro-
inflammatoires. E. Salmonella et Yersinia sécrétent respectivement les tyrosine phosphatases SptP et
YopH. SptP permet l'inhibition de la dégranulation des mastocytes, tandis que YopH s'attaque a
l'adaptateur SLP-76 des neutrophiles. Cela entraine une diminution de la réponse au calcium et une
augmentation de la production d'IL-10. Libre d'acceés (Van Avondt, van Sorge et al. 2015).

Les bactéries et les virus ne sont par contre pas les seuls microorganismes
aptes a éviter la réponse inflammatoire de leurs hotes. Les parasites eucaryotes
évolutivement plus rapprochés de la Leishmania comme Trypanosoma cruzi,
Toxoplasma gondii et Plasmodium modifient tous la réponse inflammatoire afin de
promouvoir leur survie intracellulaire. T. cruzi peut se débarasser des anticorps le
recouvrant afin d’éviter la reconnaissance par le FcyR (Schmunis, Szarfman et al.
1978). 11 peut imiter les cellules apoptotiques en exposant les phosphatidyl sérine afin
de limiter la réponse pro-inflammatoire (Damatta, Seabra et al. 2007). T. cruzi peut
induire une réponse anti-inflammatoire par sa cystéine protéinase cruzipain en
favorisant le relachement de TGF-B et d'IL-10 (Stempin, Giordanengo et al. 2002). Sa
mucine a ancre GPI AgC10 inhibe également la sécrétion du TNF en bloquant l’activité
de p38 MAPK (Alcaide and Fresno 2004). TgIST, une protéine des granules denses de
T. gondii limite la transcription par STAT1 en liant son dimeére activé et en empéchant
son recyclage au cytoplasme, ce qui limite les cycles de transcription additionnels
(Gay, Braun et al. 2016). TgIST lie également le complexe modifiant la chromatine
Mi2 /NuRD ce qui bloque la transcription dépendante de 'IFN-y (Olias, Etheridge et al.
2016). T. gondii limite ’activation et la translocation au noyau de NF-kB en diminuant
la phosphorylation de p65/RelA et en limitant la dégradation d’IkBa (Shapira, Harb et
al. 2005). T. gondii combat également la réponse pro-inflammatoire de type I grace a
GRA18 qui induit 'expression des génes dépendants de la B-caténine associés a la

réponse anti-inflammatoire (He, Brenier-Pinchart et al. 2018).
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1. 3 La maturation du phagosome

Une fois la particule ou l'agent pathogéne internalisé, le nouveau phagosome
subira un processus de maturation a travers une série d'interactions subséquentes

avec les endosomes précoces, les endosomes tardifs et finalement les lysosomes.

Le phagosome précoce débute sa maturation par des événements de fusions
multiples avec les endosomes précoces régulés par l'activité de la GTPase Rab5 et ses
effecteurs, les antigéne des endosomes précoces 1 (EEA1), le complexe p150-hVPS34 et
les récepteur solubles de la protéine d'attachement du facteur sensible au N-
éthylmaléimide (SNARESs) (Desjardins, Huber et al. 1994, McBride, Rybin et al. 1999,
Duclos, Diez et al. 2000, Vieira, Botelho et al. 2001). hVPS34, une
phosphatidylinositol-3-kinase de classe III, génére les phosphatidylinositol 3-
phosphate (PI3P) nécessaires pour l'ancrage des protéines participant a la maturation
du phagosome (Vieira, Botelho et al. 2001). Les PI3P permettent notamment l'ancrage
de EEA1 et de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH) a la
face cytosolique de phagosome (Gaullier, Simonsen et al. 1998, Kanai, Liu et al. 2001).
EEAI interagit avec Rab5 et avec les SNAREs comme syntaxine 13 (Stx13) et I'ATPase
NSF responsable du désassemblage et de la réutilisation des complexes de SNAREs ce
qui permet l'ancrage des endosomes précoces aux phagosomes (Callaghan, Nixon et al.
1999, McBride, Rybin et al. 1999, Lawe, Patki et al. 2000, Mills, Urbe et al. 2001). Le
recrutement de la V-ATPase permet l'acidification du phagosome jusqu'a un pH de 6.1
a 6.5 (Mukherjee, Ghosh et al. 1997). Lors de la maturation de la protéine d'enrobage 1
(COPI), le facteur de ribosylation de I'ADP (Arf) et Rab11A permettent le recyclage des
protéines a la membrane plasmique (Botelho, Hackam et al. 2000, Leiva, Pavarotti et
al. 2006).

Pour maturer, le phagosome peut également entrainer la dégradation de cargos
membranaires en formant des vésicules intraphagosomales. Les protéines
membranaires a dégrader sont ubiquitinées et associées aux complexes de tri
endosomal requis pour le transport (ESCRT) (Lee, Kim et al. 2005). Les
phosphatidylinositol-(3,5)-biphosphate générés par la phosphoinositide kinase
contenant un domaine FYVE PIPSK3 sont possiblement essentiels a cette dégradation

par leur interaction avec ESCRTIII du complexe ESCRT (Whitley, Reaves et al. 2003).
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Rab5 est par la suite remplacé par Rab7, présumément suite a la fusion dirigée
des phagosomes naissants avec les endosomes tardifs pour former le phagosome
tardif. L'accumulation de Rab7 a la surface du phagosome entraine le recrutement de
protéines lysosomales interagissant avec Rab (RILP) liant le complexe dynéine-
dynactine qui offre de meilleurs contacts avec les microtubules et augmente les
évenements de fusion avec les endosomes tardifs (Bucci, Thomsen et al. 2000,
Jordens, Fernandez-Borja et al. 2001, Harrison, Bucci et al. 2003). De plus en plus de
V-ATPase sont également accumulées au phagosome entrainant une acidification

jusqu'a un pH de 5.5 a 6.0 (Desjardins, Huber et al. 1994).

Finalement, le phagosome fusionne avec les lysosomes pour former le
phagolysosome. Le tout est accompagné dune augmentation du recrutement de la V-
ATPase, causant une acidification jusqu'a un pH microbicide pouvant atteindre 4.5 et
d'une accumulation d'agents microbicides comme les cathepsines. Le phagolysosome
peut également étre différencié des phagosomes tardifs par leur manque d'acide
lysobisphosphatidic (LBPA) et de PI(3)P ainsi que par l'absence du récepteur du
mannose-6-phosphate (Griffiths, Hoflack et al. 1988, Kobayashi, Stang et al. 1998,
Gillooly, Morrow et al. 2000).

Plusieurs théories existent concernant la maturation du phagosome, accordant
un réle ou non au réticulum endoplasmique. Un modéle en particulier, le "kiss-and-
run" implique une série de fusions partielles et transitoires entre le phagosome et les
difféerentes composantes de la voie endocytique (Desjardins 1995). Une des protéines
clées a cette fusion partielle est Rab5 dont le mutant constitutivement actif
(Rab5(Q59L)) entraine une fusion incontrélée, causant la formation de phagosomes
géants possédant le marqueur des lysosomes (LAMP1), mais ne possédant pas les
conditions microbicides nécessaires a la destruction des parasites intracellulaires

(Duclos, Diez et al. 2000) (Figure 1. 4).
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Figure 1. 4 Maturation du phagosome

Représentation des stades de maturation du phagosome précoce (a), intermédiaire (b) et tardif (c)
culminant en la formation du phagolysosome (d). Reproduit avec la permission de "Springer Nature"

(Flannagan, Cosio et al. 2009).

1.3.1 Facteurs microbicides du phagosome

Tout au long de sa maturation, le phagosome acquiert divers agents
microbicides qui entrainent, une fois le processus complété, la destruction de la
particule ou du microorganisme pathogéne phagocyté. Parmi ces facteurs microbicides,
on retrouve l'acidification graduelle par la V-ATPase, la génération d'espéces réactives
de l'oxygéne (ROS) par la NADPH oxydase et de la génération d'oxyde nitrique (NO) par
iNOS. Le phagosome posséde également des propriétés bactériostatiques en limitant
l'accessibilité du Fe2*, Zn2* et Mn2* par la lactoférine et la protéine 1 de macrophage
associée a la résistance naturelle (NRAMP1). Ses propriétés bactéricides proviennent de
la perméabilisation de la membrane par les défensines et cathelicidines. Finalement, le
phagosome peut causer 1'hydrolyse des sucres par les lysozymes, B-hexosaminidase et
B-glucoronidase, des lipides par la phospholipase A2 et des protéines par les

cathepsines (Flannagan, Cosio et al. 2009)(Figure 1. 7).

1.3. 2 La V-ATPase

La H+-ATPase de type vacuolaire (V-ATPase) est un complexe composé de deux
domaines, le domaine V; situé a l'extérieur du phagosome hydrolysant I'ATP pour
produire des protons et le domaine Vy transmembranaire responsable de la

translocation au phagosome.
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Le domaine V; soluble est composé d'un hexameére alternant de sous-unités A et
B hydrolysant I'ATP, des sous-unités centrales D et F et des sous-unités périphériques
C, E, G et H se connectant directement avec le domaine Vo. L'ancrage du domaine V;
au domaine Vj est facilité notamment par la capacité des sous-unités B et C de se lier
a l'actine, la sous-unité C étant a elle seule capable de stabiliser les filaments

d'actines.

Le domaine Vo est quant a lui composé des sous-unités a, c, c', ¢", d et e dont
les sous-unités c, c' et ¢" sont arrangées en anneaux d'un minimum de 6 sous-unités.
Au niveau meécanistique, la V-ATPase est divisée en deux: la partie rotor et la partie
stator. Le rotor est composé des sous-unités D et F, ainsi que de l'anneau de sous-

unités c, c' et ¢, tandis que le stator est formé par le restant des sous-unités.

L'hydrolyse de I'ATP entraine la rotation de la partie rotor et le transfert des H+
dans deux canaux a travers la membrane par interaction avec les sous-unités c
(Beyenbach and Wieczorek 2006, Cipriano, Wang et al. 2008) (Figure 1. J5).
L’acidification, en plus d'empécher directement la croissance microbienne, permet
I'activation de plusieurs enzymes hydrolytiques comme les cathepsines. Elle permet le
recrutement d’ARF6 et cytohesin 2. L’acidification est également essentielle pour
I'assemblage du complexe COPI (Aniento, Gu e