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La phagocytose est un processus essenticl 2 la défense contre les
microorganismes. Malheureusement, plusieurs pathogénes ont évolu€ afin d’exploiter ce
mécanisme de défense de I’hbte. Tel est le cas pour le parasite protozoaire Leishmania
donovani. Ce dernier a pour avantage d’inhiber la formation du phagolysosome pour se
donner le temps de se transformer de sa forme promastigote, susceptible &
I'environnement hostile du phagosome mature, en sa forme amastigote, résistante et
ayant le potentiel de se multiplier & I’intérieur méme de ce compartiment. Ce pouvoir
d’inhiber la maturation du phagosome lui est transmis par la molécule de.surface, le
lipophosphoglycan (LPG). Celle-ci s’insére dans la membrane du phagosome et altére

ses propriétés fusogéniques.

Lors de ce projet, nous avons cherché i comprendre les premicres étapes de
Iinternalisation des promastigotes L. donovani opsonisés au complément par les
macrophages RAW 264.7. Nous nous sommes donc attardé sur le role que pouvaient
avoir la PI3-kinase ainsi que les radeaux lipidiques dans la phagocytose des
promastigotes. Nous voulions par le fait méme, déterminer si le LPG avait un effet au
niveau de la phagocytose de Leishmania 3 des étapes précédant 1'inhibition de la
maturation du phagosome. Pour ce faire, toutes nos expériences on été faites en paralléle

avec des promastigotes déficients en LPG (lpg2-KO).

A P’aide de la wortmannin, un inhibiteur de la PI3-K en plus de la surexpression
de la forme dominante-négative de la PI3-Kinase, Ap850, nous avons observé que
I'inhibition de la kinase diminue significativement I’efficacité de phagocytose des
promastigotes. De plus, nous avons observé une accumulation de la kinase au
phagosome et ce, a 'aide de deux approches; la premiére en utilisant un anticorps
spécifique a la sous-unité adaptatrice de la PI3-K de classe I, la seconde, plus indirecte,
en surexprimant le domaine AKT-PH-GFP qui se lie aux PI(3,4)P, et PI1(3,4,5)P;
produits par la kinase. Gréce 2 la surexpression du domaine FYVE-GFP de la protéine
EEAIL, nous avons démontré que la PI3-kinase de classe I est aussi présente aux
phagosomes contenant des promastigotes [pg2-KO ainsi que des promastigotes de type

sauvage.
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Enfin, la désorganisation des radeaux lipidiques par la déplétion en cholestérol
des macrophages supprimait aussi 1’internalisation des promastigotes ainsi que le
recrutement de la PI3-Kinase au phagosome. Finalement, nous avons conclu que le LPG
n’affectait pas le recrutement de la PI3-Kinase au phagosome, puisque celle-ci est
nécessaire a la phagocytose de Leishmania donovani. De plus, Pintégrité des radeaux
lipidiques est aussi importante pour I’internalisation des promastigotes autant en

présence des lipophosphoglycans ou en leur absence.
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NADPH: nicotinamide adenine dinucléotide phosphate hydrogéné
NSF: N-ethylmaleimide-sensitive factor
PAMP: pathogen-associated molecular pattern

PDGFR: platelet-derived growth factor

PH: pleckstrin homology
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Introduction



Leishmania donovani est un parasite protozoaire transmis sous sa forme
promastigote par la mouche des sables (genres Phlebotomus ou Lutzomya). Ce paras.ite
est I'agent de la leishmaniose viscérale, une maladie aussi connue sous le nom de Kala-
azar et trés répandue dans les pays tropicaux et sub-tropicaux (Descoteaux, A. et Turco,
S.J.1999; Descoteaux, A. et Turco, S.J.2002; Sacks, D.L.2001). Les macrophages
internalisent les promastigotes via les récepteurs du complément, CR1 et CR3, ainsi que
via les récepteurs mannose (Alexander, J. et al.1999; Green, P.J. er al.1994; Herwaldt,
B.L.1999; Mosser, D.M. et Rosenthal, 1..A.1993). Une fois a I’intérieur de la cellule, les
promastigotes inhibent la biogenése du phagolysosome leur permettant ainsi de se
différencier en leur forme amastigote (Desjardins, M. er al.1997) (Desjardins, M. et
Descoteaux, A.1997; Scianimanico, S. er al.1999). La surface des promastigotes est
recouverte d’appoximativement 5 a 10 millions de copies de lipophosphoglycans (LPG),
des polymeres d’unités répétitives Galf(1,4)Mana-PO4 ancrés 3 la surface du parasite
par une ancre GPI (Turco, S.J. et Descoteaux, A.1992). Cette molécule joue un rdle
essentiel dans I’arrét de la maturation du phagolysosome en s’insérant dans la membrane
du phagosome et en agissant ainsi sur ses propriétés fusogéniques (Desjardins, M.er
al.1997; Tolson, D.L. et al.1989).

Plusieurs groupes se concentrent majoritairement sur les événements menant
I’arrét de la maturation du phagosome par L. donovani. Cependant, il en reste beaucoup
a4 apprendre sur les toutes premiéres étapes de leur internalisation qui précédent
I'inhibition de la biogénése du phagolysosome. De plus, sachant que les molécules de
LPG s’insérent dans la membrane des macrophages au site d’attachement des
promastigotes dés le début de la phagocytose (Tolson, D.L.et al.1989), nous trouvions
pertinent de vérifier si les molécules de LPG ont un effet i des étapes plus préliminaires.
A cet effet, nos expériences ont ét€ effectuées simultanément avec des promastigotes
déficients en LPG (lpg2-KO0), qui se sont avérés indispensables pour démontrer que le
LPG est bien le principal responsable de 1’inhibition de la biogénése du phagolysosome
(Descoteaux, A. et al.1995; McNeely, T.B. et Turco, S.J.1990).



La phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) est responsable de la production des
phosphoinositides PI(3)P, PI(3,4)P, et PI(3,4,5P; qui sont d’importants seconds
messagers dans divers processus cellulaires, incluant la phagocytose. Il existe plusieurs
classes de PI3-K, dont la PI3-K de classe I qui joue un réle au niveau de ’internalisation
via les récepteurs Fc et les récepteurs du complément (Araki, N. et al.1996; Cox, D. et
al.1999; Leverrier, Y. et al.2003; Marshall, J.G. ef al.2001; Ninomiya, N. et al.1994;
Vieira, O.V. er al.2001). Elle est constituée de la sous-unité adaptatrice p85 et de la
sous-unité catalytique p110. A I’aide de la GTPase Ras-GTP (Rodriguez-Viciana, P. et
al.1994), les hétérodiméres phosphorylent les phosphoinositides 2 la position D3
hydroxy de I’anneau inositol pour générer les phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate et
les phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (Vanhaesebroeck, B. et al.2001). Par
contre, la PI3-K de classe III entre en scéne au tout début de la maturation du phagosome
en générant exclusivement des phosphatidylinositol (3)-phosphate.  Celle-ci est
composée de la sous-unité catalytique, un analogue de la Vps34p chez la levure et d’une
sous-unité adaptatrice p150 chez I’humain (Stein, R.C.2001; Vanhaesebroeck, B. et
Waterfield, M.D.1999).

Vue I'importance de cette protéine dans la phagocytose de plusieurs pathogénes,
notre objectif premier était de déterminer si la PI3-K est impliquée dans I’internalisation
des promastigotes de L. donovani par la lignée de macrophages murins RAW 264.7. A
cette fin, nous avons déterminé I'effet de la wortmannin, un inhibiteur de la PI3-K, ainsi
que l'effet d'un mutant dominant-négatif de la sous-unité p85 sur Iefficacité de
phagocytose des promastigotes de type sauvage (WT) ou des promastigotes déficients en
LPG (LPG2-KO) a leur surface. Dans les deux cas, nous avons observé une diminution
significative de la phagocytose du WT et du mutant lpg2-KO, indiquant un rdle pour la
PI 3-K dans l'internalisation des promastigotes de L. donovani. Par la suite, nous avons
étudié le recrutement et I'activité des PI3-K de classe I et de classe III au phagosome, afin
d'évaluer I'impact du LPG sur ce processus. La présence de la PI3-K de classe I fut

déterminée par immunofluorescence, tandis que son activité fut déterminée indirectement

en détectant la présence des PI(3,4)P, et PI(3,4,5)P; a ’aide de la protéine de fusion



AKT-PH-GFP. La présence des PI(3)P au phagosome fut observée grace  la protéine de
fusion FYVE-GFP. Nos résultats indiquent que le LPG n'affecte ni le recrutement .au
phagosome ni l'activité des PI3-K de classe I et IIl. L'inhibition de la maturation du
phagosome par le LPG ne peut donc pas étre expliquée par I'absence de la PI3-K au

phagosome ou une inhibition de son activité.

Le second objectif de ce travail fut d'étudier le role des radeaux lipidiques dans la
phagocytose des promastigotes. Ces microdomaines sont composés de cholestérol, de
sphingolipides, de glycosphingolipides et de protéines ancrées par le GPI (Brown, D.A.
et London, E.2000; Jacobson, K. et Dietrich, C.1999; Rosenberger, C.M. et al.2000;
Zajchowski, L.D. et Robbins, S.M.2002). On les retrouve & la membrane plasmique, sur
des endosomes par lesquels ils sont recyclés au Golgi et au réticulum endoplasmique ol
ils jouent un réle dans le tri des protéines (Brown, D.A. et Rose, J.K.1992; Pagano, R.E.
et Chen, C.S.1998; Pralle, A. et al.2000; Simons, K. et Ikonen, E.1997). Plusieurs
molécules de signalisation s’associent aux radeaux lipidiques dont la PI3-Kinase (Liu, J.
et al.1997; Liu, P. et al.1996). Tout récemment, Dermine et al. leurs ont découvert un
role dans la maturation du phagosome lors de la phagocytose par les récepteurs Fc
(Dermine, JF. et al.2001). IIs ont également démontré que les promastigotes de
Leishmania donovani empéchait le recrutement au phagosome de la flotilline-1, un des
marqueurs spécifiques aux radeaux lipidiques (Dermine, J.F.et al.2001). Toutes ces
raisons nous ont menés a déterminer si les radeaux lipidiques étaient impliqués au niveau
de I'internalisation des promastigotes de Leishmania donovani. Comme premiére
approche, nous avons déplété les macrophages en cholestérol en les traitant avec de la
méthyl-B-cyclodextrine. Ceci nous a permis d’observer une inhibition de I'internalisation
des promastigotes ainsi qu’une diminution dans la génération des PI(3.4)P; et de
PI(3,4,5)P; 4 la membrane du phagosome. Ces expériences ont démontré que le
maintient de I'intégrité des radeaux lipidiques est indispensable 2 I’internalisation des
promastigotes de L. donovani, possiblement en raison de leur rdle dans le recrutement de

la PI 3-K de classe I au phagosome ainsi que plusieurs autres protéines clés.
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1. Le macrophage

Les macrophages sont des leucocytes mononucléaires issus de monocytes
périphériques dans le sang. Ils exercent des fonctions immunitaires et non-immunitaires
indispensables au bon fonctionnement de notre organisme. Afin d’acquérir ces fonctions
et de pouvoir devenir des cellules ayant leur plein potentiel, les macrophages doivent
entreprendre trois processus importants. Tout d’abord, les monoblastes, les toutes
premieres cellules identifiables appartenant 2 la lignée des monocytes, entreprennent des
divisions cellulaires pour devenir des promonocytes. Ces derniers se diviseront une
derniére fois avant de se transformer en monocytes. Cette étape est nommée la
différenciation. Ensuite, le monocyte, incapable de se diviser, entreprend un processus
de maturation lors duquel il migrera du systéme sanguin aux organes périphériques.
Cette étape sera caractérisée par une augmentation de la taille de la cellule. Enfin, la
derniére étape sera I’activation durant laquelle les macrophages vont acquérir des
fonctions spécifiques selon les signaux captés et entreprendront des changements
morphologiques et biochimiques. Leurs activités principales peuvent étre divisées
comme suit: ils ont un réle immunorégulatoire comprenant le « processing » et la
présentation antigénique; ils régulent la prolifération de plusieurs types cellulaires; ils
sont des protecteurs de I’hOte par leurs activités antimicrobiennes, antivirales et
antitumorales; ils sont importants dans la sécrétion de cytokines, de protéases, de
molécules du complément et de facteurs de coagulation; finalement, ils catalysent la
production d’intermédiaires d’oxygene toxiques. Mais par-dessus tout, le rdle primordial
pour lequel le macrophage est reconnu est sa capacité 2 engloutir des particules plus
grosses que la totalité de sa taille, c’est-a-dire, la phagocytose (Russell, S.W. et Gordon,
S.1992).

2. La phagocytose

La phagocytose est un phénomeéne essentiel aux organismes puisqu’elle leur

permet de se défendre contre de multiples agents infectieux. Elle favorise aussi la



régénération des tissus et elle méne a 1’élimination de cellules apoptotiques lors du
développement. Le processus de phagocytose peut étre divisé en deux étapes
principales : tout d’abord la formation du phagosome 2 la surface cellulaire et ensuite, la
transformation de celui-ci en phagolysosome. C’est & I'intérieur méme de ce
compartiment que seront dégradés les microorganismes et les cellules apoptotiques qui

s’y trouvent.

2.1 L’internalisation

L’internalisation de particules peut étre subdivisée en 5 autres étapes (Figure A).
Elle est initi€e lors de I'interaction entre des récepteurs spécifiques et leurs ligands a la
surface de la membrane plasmique du macrophage (I). Ceci ménera 2 la polymérisation
de I’actine a la coupe phagocytique. Ensuite, des pseudopodes vont se former autour de
la particule. Leur extension sera réalisée par la réorganisation des filaments d’actine et
par I’exocytose d’endomembranes 2 la membrane plasmique (II). Le RE participerait
également a I’apport de membrane (III). Eventuellement, les pseudopodes vont se
fusionner et s’ensuivra la dépolymérisation de I’actine-F autour du phagosome (IV). Une
fois I’internalisation achevée (V), des séries de fusions et fissions auront lieu entre le
phagosome et les endosomes/lysosomes, complétant ainsi la biogeneése du

phagolysosome.
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Figure A. Les différentes étapes menant a ’internalisation
(Adapté de Desjardins M., 2003)

2.1.1 Les récepteurs

La phagocytose est un phénoméne complexe, entre autre dii aux multiples
récepteurs qui vont reconnaitre une multitude de ligands et vont interagir en synergie
pour mener & leur I’internalisation (Aderem, A. et Underhill, D.M.1999). Les
macrophages possédent plusieurs récepteurs a leur surface pouvant reconnaitre une
grande variété de ligands. Il a été proposé par Janeway de qualifier les récepteurs de
microorganismes «pattern-recognition receptors» (PRRs) et les motifs reconnus par ces
récepteurs «pathogen-associated molecular patterns» (PAMPs) (Janeway, C.A., Jr.1992).
Tout d’abord, ces motifs sont conservés a travers les multiples classes microbiennes car
ils proviennent d’éléments essentiels & leur survie. De plus, les PAMPs sont absents
chez les cellules hétes car ils sont propres aux microorganismes pathogéniques et non
pathogéniques. Ces motifs peuvent étres des mannans présents sur la paroi cellulaire des
levures, des peptides formylés chez les bactéries, des lipopolysaccharides et des acides
lipoteichoic & la surface de bactéries Gram positives et Gram négatives. Les récepteurs
Toll, les intégrines telles que CD11b/CD18 et les récepteurs scavenger sont des exemples
de récepteurs PRR apte a reconnaitre des PAMPs (Aderem, A. et Underhill, D.M.1999;

Medzhitov, R.2001). Cependant, ce ne sont pas tous les récepteurs qui sont capables de



phagocytose. Certains vont simplement se lier 4 leur ligand pour aider & renforcer

I'interaction de ceux-ci avec les récepteurs de phagocytose.

2.1.1.1 Les récepteurs Fc¢

Les immunoglobulines G (IgG) sont des opsonines dont le domaine conservé Fc
est reconnu spécifiquement par les récepteurs Fc présents a la surface des phagocytes
professionnels. Chez les humains, les récepteurs Fc impliqués dans la phagocytose par le
macrophage sont FcyRI (Indik, Z.K. e al.1994), FcyRIIA (Tuijnman, W.B. et al, 1992) et
FcyRIII (Park, J.G. et al.1993; Ravetch, J.V.1997). Le récepteur FcyRITA humain est
une protéine simple chaine pourvue d’un domaine de liaison Fc extracellulaire, d’un
domaine transmembranaire et d’une queue cytoplasmique qui contient deux motifs
ITAM YXXI. (Reth, M.1989). Toutefois, les récepteurs FcyRI et les récepteurs
FcyRIIIA ne possédent que le domaine extracellulaire se liant au ligand et sont dépourvus
d’une queue cytoplasmique comprenant les motifs ITAM. Afin qu’il y ait activation, ces
derniers doivent interagir avec les sous-unités y ou { dimérisées. Ces sous-unités sont
munies des motifs ITAMs nécessaires & I’activation des récepteurs et 2 la signalisation
qui s’en suivra. Il est a noter que les macrophages murins ne possédent pas d’homologue
de FcyRIIA (Ravetch, J.V.1994). La liaison d’un ligand & son récepteur meéne 2
I"agrégation des récepteurs et ensuite & un changement conformationnel du domaine
cytoplasmique. Ceci ménera ensuite A la phosphorylation rapide de résidus tyrosine
spécifiques a I'intérieur des motifs ITAMSs par un membre de la famille Src (Ghazizadeh,
S. et Fleit, H.B.1994) Les phagocytes professionnels expriment 5 membres de la famille
Src, soit Src, Hck, Fgr, Lyn et Fyn. Cependant, leur contribution relative dans la
phagocytose via les récepteurs Fc reste 3 étre élucidée. Subséquemment, une seconde
protéine tyrosine kinase, p72 Syk, sera recrutée aux résidus tyrosine phosphorylés et
deviendra phosphorylée et activée 2 son tour. Puis s’ensuivront plusieurs cascades de
signalisation (Ghazizadeh, S. ef al.1995; Greenberg, S.1995). Néanmoins, le role exact
de Syk reste controversé. Certains groupes proposent que la protéine est requise lors de

la formation des filaments d’actine a la coupe phagocytique (Greenberg, S. et al.1996).



D’autres ont démontré que la formation de 1’actine-F au phagosome était intacte, mais
que la phagocytose était réduite dans des cellules dépourvues de la protéine Syk
(Crowley, M.T. e al.1997). Les macrophages humains et murins expriment le récepteur
FeyRIIB qui a pour fonction d’inhiber la phagocytose car il ne posséde pas de motif

ITAM. Ce récepteur est indispensable au maintien de 1’équilibre nécessaire au bon

fonctionnement de la phagocytose via les récepteurs Fc (Ravetch, J .V.1994),

2.1.1.2 Les récepteurs du complément

La phagocytose via les récepteurs du complément est distincte
morphologiquement de celle médiée par les récepteurs Fc. Bien que les deux requiérent
une polymérisation des filaments d’actine, la phagocytose via les récepteurs du
complément se caractérise par I’engloutissement des particules opsonisées dans le
phagocyte. Ainsi, le besoin de membrane aux pseudopodes demeure minimal. De plus,
elle ne menera pas a une réponse inflammatoire ou de flambée oxydative telles que
déclenchées lors d’une phagocytose via les récepteurs Fc (May, R.C. et Machesky,
L.M.2001; Wright, S.D. et Silverstein, S.C.1983).

Chez les vertébrés, le systtme du complément est composé d’environ 30
protéines pouvant étre activées simplement par une exposition 4 une macromolécule sur
un agent pathogéne ou par une liaison aux anticorps déja présents a la surface d’un
microorganisme. Cependant seulement quelques protéines du complément peuvent agir
en tant qu’'opsonines. C3b posséde un groupement thioester capable de se lier de facon
covalente & un groupe hydroxy ou amino présents sur une surface microbienne et est
reconnu par le récepteur de complément 1 (CR1), aussi connu sous le nom de CD35.
Lorsque C3b est modifié par les Facteurs H et I que I’on retrouve dans le sérum, il
devient iC3b et est reconnu par les récepteurs du complément 3 et 4 (CR3 et CR4). Le
CR3 est aussi connu sous le nom de Mac-1, CD11b/CD18 ou o, intégrine. Le CR4
est aussi connu sous le nom de Cd11¢/CD18 ou oxf2. Les récepteurs CR1, CR3 et CR4



sont tous les trois exprimés chez le macrophage et vont mener 2 la phagocytose lorsqu"ils
sont activés par des cytokines (TNF-t), des chimiokines, le PMA (phorbol 12-myristate
13 acetate), des facteurs de croissance (GM-CSF) ou par I’attachement 2 la fibronectine
(Aderem, A. et Underhill, D.M.1999; Brown, E.J.1991) Cette activation conduit non
seulement au changement conformationnel des récepteurs mais aussi 2 leur agglutination

qui est nécessaire a une meilleure liaison aux ligands.

Le CRI est composé d’une simple chaine transmembranaire possédant un large
domaine extracellulaire «lectin-like». Son domaine cytosolique est beaucoup plus petit
avec seulement 43 acides aminés. Son rdle majeur est la liaison de particules opsonisées

plutdt que I’internalisation de celles-ci (Brown, E.J.1991).

En ce qui concerne CR3 et CR4, en se liant a iC3b, ils ménent 3 ’internalisation.
Cependant, CR3 est capable d’internaliser des particules non opsonisées simplement en
se liant a une molécule telle que la B-glucan (Thornton, B.P. et al.1996). Les récepteurs
CR3 et CR4 sont des hétérodiméres et leur chaine o sont constitutivement
phosphorylées, tandis que les chaines 3 deviennes phosphorylées aux résidus serine suite
& D'activation des récepteurs (Allen, L.A. et Aderem, A.1996). Ceci ménera 2
I’association rapide de la partie cytoplasmique des récepteurs 2 des protéines du

cytosquelette telle que o-actinine (Pavalko, F.M. et LaRoche, $.M.1993).

2.1.1.3 Les récepteurs de mannose

Le récepteur mannose (MR) reconnait les sucres mannose, fucose, N-
acetylglucosamine et sucrose a la surface des pathogénes et méne 2 leur phagocytose par
le macrophage (Apostolopoulos, V. et McKenzie, 1.F.2001; Fraser, LP. et al.1998). Ce
récepteur joue un rdle considérable dans I’immunité innée car il est capable de
reconnaitre une grande variété de microorganismes. Le MR peut étre divisé en cing
modules dont: une région amino-terminale riche en cystéine, une seconde région
constituée de deux domaines fibronectine de type II, 8 domaines de reconnaissance des

carbohydrates (CRD) «lectin-like» rangés en tandem, un domaine transmembranaire et



enfin, une queue cytoplasmique carboxy-terminale (Mullin, N.P. ez al.1997; Taylor, M.E.
et al.1992). Ce sont les domaines CRD 4, CRD 5 et CRD 7 qui possédent les résidus
essentiels a la liaison efficace des ligands saccharidiques (Mullin, N.P. ez al.1994).
L’expression de ce récepteur est régulée par plusieurs facteurs dont les récepteurs
d’immunoglobulines, des cytokines ainsi que des produits pathogéniques. Le MR est
également important au niveau de I'immunité acquise ayant un role a jouer dans la
présentation antigénique. De plus, ce récepteur est autant capable de phagocytose que
d’endocytose (Stahl, P.D. et Ezekowitz, R.A.1998; Tietze, C. et al. 1982).

2.1.1.4 Les récepteurs Toll-like

Les récepteurs Toll-like (TLRs) ont été identifiés pour la premiére fois chez la
Drosophile (Hashimoto, C. et al.1988). Ils font partie de la famille de protéines
transmembranaires de type I. Ils sont caractérisés par un domaine extracellulaire riche en
leucine LRR «leucine-rich repeat» et un domaine intracellulaire «Toll/IL-1 receptor»
(TIR). Ce dermier est un domaine d’interaction protéine-protéine conservé (Vasselon, T.
et Detmers, P.A.2002). Chez les mammiféres, au moins 13 TLRs et une douzaine de
leurs ligands ont ét€ identifiés. Le récepteur TLR4 a été caractérisé le premier. 1I se lie
spécifiquement au LPS a I’aide d’autres protéines accessoires (Shimazu, R. er al.1999).
TLR2 posséde une grande variété de ligands dont des lipopeptides, des lipoprotéines, des
acides lipoteichoic et beaucoup d’autres produits microbiens et ce, en formant des
hétérodiméres avec TLR1 et TLR6 (Ozinsky, A. et al.2000; Vasselon, T. er al.2002).
TLR3 lie les ARN double-brin et joue donc un réle important dans la reconnaissance
d’infections virales (Alexopoulou, L. et al.2001). TLRS reconnait spécifiquement la
flagelline des bactéries telles que Salmonella (Hayashi, F. et al.2001). Finalement, TLR9
demeure le plus énigmatique car il reconnait le motif CpG non-méthylé de I’ADN
bactérien (Hemmi, H. er al.2000). L’activation des TLRs méne a la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires, & I’expression du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) ainsi qu’a I’induction de iNOS pour finalement aboutir & la destruction des

microorganismes (Sieling, P.A. et Modlin, R.L.2002; Vasselon, T. et Detmers,
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P.A.2002). Plusieurs ligands des TLR, tels que LPS de E. coli et I’acide lipoteichoique
(LTA) de S. aureus, favorisent spécifiquement la phagocytose bactérienne. Doyle SE et
ses collégues ont observé que les TLR transmettent des signaux via MyD88, IRAK4 et
p38. Cette transduction de signaux a pour effet d’augmenter I’expression des récepteurs
scavenger (SR) tels que SR-A, LOX-1 et MARCO qui méneront & leur tour 3 une
augmentation de la liaison et de la phagocytose de bactéries a gram-négatif et —positif par

les macrophages et les monocytes (Doyle, S.E. et al.2004).

2.1.2 Le modéle « Zipper Mechanism »

La phagocytose via les récepteurs Fc se déroule selon un modéle nommé «Zipper
Mechanism». Ce modéle se définit par le fait qu’une ingestion d’une particule n’a pas
nécessairement lieu lors de sa liaison au phagocyte. Pour étre internalisée, la particule
doit étre recouverte d’IgG pour que les pseudopodes puissent avancer autour de celle-ci
au fur et & mesure que les récepteurs se lient 2 leur ligand (Swanson, J.A. et Baer,

S.C.1995).

2.1.3 La polymérisation des filaments d’actine

Lors de I'internalisation, I’extension de la membrane plasmique autour d’une
particule, aurait lieu indépendamment de la polymérisation de I’actine. Le processus
d’internalisation peut étre divisé en quatre étapes distinctes : 1) des particules se lient &
des récepteurs; 2) ceci déclenche une protubérance de membrane au site de liaison qui ne
requiert pas la polymérisation de I’actine; 3) la formation de la coupe phagocytique
devient plus prononcée et c’est & ce moment que la formation des filaments d’actine entre
en jeu; 4) finalement, les membranes fusionnent pour mener 2 une internalisation

compléte (Lowry, M.B. et al. 1998).
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2.1.3.1 L’actine-F

L’actine est une protéine d’environ 43 kDa qui est présente dans la cellule sous
deux formes: I’actine-G (globulaire) est la forme monomérique de I’actine pouvant
s’assembler en filaments polarisés nommés actine-F. L’actine peut étre liée aux
nucléotides ATP ou ADP. Les monomeres liés a ’ATP ont plus d’affinité pour les
filaments et donc s’associent a ceux-ci. La quantité d’actine-G diminue 2 mesure que les
filaments s’allongent jusqu’a ce qu’un équilibre s’établisse. C’est alors que ’hydrolyse
de ’ATP s’active, ce qui confére une polarité aux filaments. C’est I’extrémité positive
qui contient I’actine liée 4 I’ATP. Cette extrémité s’allonge rapidement a I’état
dynamique stable. L’extrémité négative s’allonge lentement et se désassemble a 1’état
stable (Stenmark, H.E.2004).

La nucléation est la toute premiére étape de la polymérisation de I’actine qui se
traduit par la formation de nouveaux filaments d’actine. Le complexe Arp2/3 composé
de 7 sous-unités est le facteur principal menant 2 la nucléation (Machesky, L.M. et
Gould, K.L.1999). Ce complexe multi-protéique est activé par la protéine WASP
(Wiskott-Aldrich Syndrome protein) et son homologue N-WASP. (Machesky, L.M. et
Insall, R.H.1999; Rohatgi, R. et al.1999). 11 a été démontré que le complexe Arp2/3 est
recruté aux phagosomes durant la phagocytose via les récepteurs Fc et CR3. De plus,
WASP est recruté lors de I’internalisation via le récepteur Fc (May, R.C. et Machesky,
L.M.2001). Dans d’autres systemes, il a été démontré que la GTPase Cdc42 qui agit en
synergie avec les PtdIns(4,5)P,, active N-WASP et déclenche la polymérisation des
filaments d’actine via le complexe Arp 2/3 (Rohatgi, R.ez al. 1999).

2.1.3.2 La gelsoline

La régulation de I’actine est nécessaire pour le bon fonctionnement de la

phagocytose. Plusieurs protéines responsables de la dépolymérisation de I’actine ainsi



que du démantelement du réseau de filaments d’actine sont recrutées au phagosome. La
gelsoline peut scinder ou coiffer les filaments d’actine. Son activation est Ca2+
dépendante. Tout d’abord, elle se lie rapidement aux cotés des filaments. Ceci
déclenche le sectionnement des filaments en deux en provoquant un changement
conformationnel. Ensuite, cette derniére coiffe 1’extrémité positive du filament d’actine
pour empécher une élongation. Lorsque la gelsoline est dissociée de I’actine soit par
PI(4,5)P, ou par Rac-GTP, ceci favorise la polymérisation rapide de 1’actine (Hartwig,
J.H.1995). La gelsoline pourrait avoir un rdle 2 jouer dans la phagocytose puisqu’elle se

localise a la coupe phagocytique (Yin, H.L. e al.1981).

2.1.3.3 Les ADF/cofilines

Les ADF/cofilines sont de petites protéines qui possédent un seul domaine
d’homologie ADF (actin depolymerizing factor). Les ADF et les cofilines sont des
produits de génes différents (Bamburg, J.R.1999; Bamburg, J.R. er al.1999). Elles
interagissent directement avec les monoméres d’actine ou avec les filaments, cependant,
elles ont plus d’affinité pour I’actine-ADP. Les ADF/cofilines interviennent dans la
rotation des filaments d’actine soit en dépolymérisant les filaments de 1’extrémité
négative (Carlier, M.F. et al.1997), soit en les scindant (Blanchoin, L. et Pollard,
T.D.1999). L’activité des ADF/cofilines est régulée par le pH et la déphosphorylation
(Bamburg, J.R.er al.1999). La phosphatase qui serait responsable de 1'activation de
I’ ADF/cofiline est inconnue. Cependant, il a été démontré que les LIM-kinases 1 et 2
sont responsables de sa phosphorylation et agissent dans la voie de signalisation de Rac
(Arber, S. er al.1998). Chez les neutrophiles, il a été démontré que la micro-injection

d’anticorps dirigés contre la cofiline inhibe la phagocytose (Nagaishi, K. et al.1999),

La profiline aussi est une petite protéine qui lie les monoméres d’actine mais
posséde une plus grande affinité pour I’actine-ATP, comparativement a 1’ ADF/cofiline.
Elle favorise la polymérisation des filaments d’actine uniquement en présence

d’extrémités positives (Pollard, T.D. et al.2000).



2.1.3.4 Les petites GTPases

Les «petites » GTPases monomériques ont un rdle important 4 jouer dans la
phagocytose, plus spécifiquement les GTPases de la famille Rho et de la famille ARF.
Ces GTPases sont importantes pour des phénomeénes tels que la réorganisation du
cytosquelette, ’activation transcriptionnelle et la production de superoxydes. Les
GTPases Racl et Cdc42 sont liées a la phagocytose via les récepteurs Fc et ne sont pas
requises pour l'internalisation via les récepteurs du complément (Caron, E. et Hall,
A.1998). Par contre, lors de I’internalisation via le récepteur CR3, c’est la GTPase Rho
qui est importante. De plus, Rho ne semble pas avoir sa place lors de la phagocytose via
les récepteurs Fc (Caron, E. et Hall, A.1998). Le fait que différentes GTPases soient
impliquées dans la phagocytose via des récepteurs différents pourrait expliquer la
différence morphologique entre ces deux types d’internalisations (Allen, L.A. et Aderem,
A.1996). 1l a été démontré que la GTPase ARF6 (ADP-ribosylation factor) est
essentielle a I'assemblage de I’actine-F ainsi qu’a I’internalisation de particules via le
récepteur Fc (Zhang, Q. et al.1998). ARF6 se retrouve sous la voie de signalisation de
Rac 1 chez le macrophage et interagirait avec POR-1, un effecteur de Rac (Zhang, Q. et
al.1999). Une autre GTPase nommée Rapl se retrouve en quantité abondante dans des
phagosomes ayant été isolés de macrophages de mammiféres. Cependant, il n’est pas

encore clair si elle a un role a jouer lors de I’internalisation (Caron, E. et al.2000).

2.1.3.5 Les P1(4,5)P,

Chez les macrophages au repos, les PI(4,5)P; sont distribués de fagon homogéne
a la membrane plasmique (Tall, E.G. e al.2000). Peut de temps suivant le contact d’une
particule avec des récepteurs, on observe a 1’aide d’une sonde, une accumulation des
PI(4,5)P; a la coupe phagocytique (Figure B, tableau II). Cette accumulation coincide
avec les sites d’enrichissement en actine filamenteuse (Botelho, R.J. et al.2000). De

plus, un traitement des cellules phagocytant des billes de latex avec de la phospholipase
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C, qui transforme les PI(4,5)P; en diacylglycérol (DAG) ou avec de 1’adénosine, inhibant
Iactivit€¢ de la PI4-K de type II, ainsi que I'utilisation d’anticorps dirigés contre l;es
PI(4)P et les PI(4,5)P,, a pour effet de diminuer I’assemblage de 1’actine (Defacque, H. et
al.2002). Ensemble, ces observations démontrent que la synthése de novo des PtdIns

(4,5)P; est requise pour une phagocytose optimale.

2.1.4 L’extension des pseudopodes

2.1.4.1 La réorganisation des filaments d’actine

Suite a leur polymérisation, les filaments d’actines sont réorganisés en structures
plus complexes par enchevétrements («actin-bundling») et par réactions entrecroisées
(«crosslinking»). Plusieurs protéines sont responsables des interactions croisées des
filaments d’actine dont le complexe Arp 2/3 (Mullins, R.D. et al.1998) lors de la
formation des lamellipodes (Svitkina, T.M. et Borisy, G.G.1999). L’implication de Arp
2/3 dans la réorganisation de I’actine-F lors de la phagocytose n’est pas encore claire.
Néanmoins, une autre protéine, o-actinine, est recrutée aux phagosomes lors de
I'internalisation via les récepteurs Fc et CR3 (Allen, L.A. et Aderem, A.1996). Cette
protéine lie le cytosquelette aux intégrines (Otto, J.J.1994). Cependant, elle n’est pas
essentielle a la phagocytose chez Dictyostelium. Par contre, une seconde protéine ayant
un méme rdle que o-actinine, ABP-120, est nécessaire 4 une phagocytose efficace chez

Dictyostelium (Cox, D. et al.1996; Rivero, F. et al.1996).

2.1.4.2 L’exocytose d’endomembranes

Il a longtemps €té considéré que la force générée par le cytosquelette et la
polymérisation des filaments d’actine a elles seules pouvait engendrer I’extension des

pseudopodes. Le modele « Zipper Mechanism » selon lequel la membrane plasmique
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s’enrobe autour de la particule ingérée, prédit que la surface membranaire du phagocyte
devrait diminuer considérablement. Cependant, il est loin d’étre ce qui se produit
puisqu’un macrophage est capable d’internaliser I’équivalent de 100% de sa surface sans
aucune diminution de celle-ci. Une augmentation de la surface membranaire a été
détectée a I’aide de mesures électrophysiologiques de la capacitance membranaire. Cette
méme observation a été faite avec le marqueur FMI-43 qui fluoresce lorsqu’il est
intercalé dans le feuillet externe de la membrane plasmique. Lorsque les cellules
phagocytent, une augmentation de la fluorescence de 35% a été mesurée par cytométrie
en flux, la fluorescence représentant la surface membranaire (Booth, J.W. er al.2001;
Hackam, D.J. et al.1998). Or, la membrane plasmique ne peut 4 elle seule, contribuer 2

la formation du phagosome.

Ces études ont mené vers I’hypothése qu’il existe un mécanisme d’exocytose
endomembranaire essentiel a I’extension des pseudopodes. Ces membranes
proviendraient d’endosomes de recyclage. Des études récentes ont permis de démontrer
que les protéines SNARE:s (soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) attachment
protein receptor) seraient impliquées dans cette exocytose. Les SNARES sont au centre
de la fusion de membranaire. La formation de complexes entre les v-SNARESs que I’on
retrouve sur les vésicules et les t-SNAREs présents sur les membranes cibles
permettraient cette fusion. Des toxines telles que le tetanus ou botulinum qui clivent
certains v-SNAREs tels que VAMP2 et VAMP3, diminuent 1’efficacité de phagocytose
(Hackam, D.J.er al.1998). De plus, la localisation de VAMP3-GFP au phagosome a été
observée (Bajno, L. et al.2000). Plusieurs observations supportent 1'idée que ce
processus d’exocytose serait localisé au phagosome au lieu de se dérouler dans plusieurs
directions a la fois dans la cellule. Une étude par microscopie électronique a révélé que
des vésicules s’accumulaient dans la région directement au dessous du site de liaison de
la particule, lorsque la phagocytose était bloquée par des inhibiteurs de la phospholipase
A2 (Lennartz, M.R. er al.1997). Aussi, des récepteurs de transferrin s’accumulent au
phagosome natif, ce qui concorderait avec 1’exocytose d’endosomes de recyclage (Cox,
D. et al.2000).
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2.1.4.3 La dynamine II

Il a été récemment découvert que la dynamine II aurait également un rdle 2 jouer
dans la phagocytose via les récepteurs Fc. Cette protéine appartient 2 une famille de
GTPases impliquées dans la fission des vésicules endocytaires avec la membrane
plasmique. Ces protéines sont également impliquées dans le trafique membranaire au
TGN (trans-Golgi network). Elles se localisent aux phagosomes en formation et
lorsqu’elles sont inhibées, I'internalisation est arrétée au niveau de I’extension des
pseudopodes (Gold, E.S. et al.1999). Cependant, le role exact de la dynamine 1I reste 2
étre €clairci. Elle pourrait favoriser le recrutement de membrane au phagosome ou agir
directement avec le réseau d’actine, puisqu’elle interagit directement avec la profiline.
Elle peut €tre responsable de la fission du phagosome avec la membrane plasmique
puisqu’elle en est responsable lors de I’endocytose. A Taide d’études
€lectrophysiologiques, une équipe de chercheurs a démontré que la dynamine II est
responsable de I’exocytose membranaire. De plus, on la retrouve & I’extrémité des
pseudopodes en extension. Une inhibition de 1’exocytose membranaire a été démontrée
lors de I'utilisation d’antagonistes de la dynamine (Di, A. et al.2003). Amphiphysin IIm
est également enrichie aux sites de fermeture du phagosome et régulerait I’extension de
membrane autour de la particule sur le point d’étre internalisée (David, C. et al.1996;
Gold, E.S.et al.1999; Morrissette, N.S. er al.1999). 11 est connu que la dynamine II est
recrutée aux endosomes par son interaction avec I’amphiphysin via le domaine SH3 (Src

homology domain) (David, C.et al.1996).

D’autres facteurs seraient impliqués dans 1’exocytose de membrane tels que PI3-
Kinase (Cox, D.et al.1999), Rabl1 (Cox, D.et al.2000) et ARF6 (Booth, J.W.et al.2001;
D'Souza-Schorey, C. et al.1998).



2.1.4.4 Role du réticulum endoplasmique dans la phagocytose

[N

Le réticulum endoplasmique participerait aussi a I’apport de membrane
nécessaire & l'extension des pseudopodes. Lors d’une analyse protéomique de
phagosomes contenant des billes de latex et isolés par gradients de sucrose, Desjardins et
son groupe ont détecté la présence de protéines du réticulum endoplasmique (RE) telles
que la calnexine et la calreticuline (Garin, J. et al.2001). Afin d’éliminer toutes
possibilités que ces prot€ines soient des contaminants, plusieurs autres analyses
biologiques dont la microscopie électronique, ont été utilisées pour supporter la
découverte que le RE est bien recruté a la membrane plasmique et se fusionne 2 la coupe
phagocytique (Gagnon, E. e al.2002). L’implication du RE dans la phagocytose a été
vérifiée non seulement avec des billes de latex mais aussi avec des érythrocytes
opsonisés aux IgG, avec la bactérie Salmonella typhimurium ainsi qu’avec la forme
promastigote du parasite Leishmania donovani (Gagnon, E.er al.2002). Cependant, lors
de la phagocytose de Leishmania par les neutrophiles, le RE ne semble pas étre recruté 2
la membrane plasmique (Gagnon, E.et al.2002). Ce qui en a été conclu est que le RE
fourni I’apport membranaire nécessaire a [I’internalisation compléte chez les
macrophages. Néanmoins, d’autres types cellulaires utiliseraient d’autres mécanismes
que le RE pour combler leur besoin membranaire. Ces observations restent toutefois
controversées puisque jusqu’a ce jour, des résultats confirmant la présence du RE au
phagosome ou la contredisant n’ont pas encore été publiés par des groupes de recherche
indépendants. II est certain que d’autres expérimentations sont requises afin de pouvoir
s’avancer avec plus de certitude sur le sujet. Néamoins, il est important de noter que le
phagosome est un organelle hétérogéne et que sa composition peut varier quelque peu

d’un systéme a I’autre (Desjardins, M.2003).
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2.1.5 La fusion des pseudopodes

Une force contractile est également requise pour la fermeture du phagosome. La
superfamnille des myosines, des protéines motrices, aurait donc un réle A jouer dans ce

processus.

Il a ét¢ démontré que la myosine I est recrutée aux phagosomes lorsque des
cellules ingrent des particules de zymosan (Allen, L.A. et Aderem, A.1995). Par contre,
c’est la myosine IIA qui serait impliquée dans la phagocytose via les récepteurs Fc et les
récepteurs du complément. Lorsqu’elles sont inhibées, I’internalisation de particules
opsonisées s’en trouve diminuée de fagon significative (Olazabal, M. et al.2002). Lors
de la phagocytose via les récepteurs Fc, la myosine ITA est accompagnée des myosines
IC, V et IXb, bien que ce soit la myosine IC qui se localise & I’extrémité des pseudopodes
en extension (Mansfield, P.J. et al.2000; Swanson, J.A. et al.1999).

2.1.6 La dépolymeérisation des filaments d’actine

Peu de temps précédant la fusion compléte des pseudopodes, il est possible
d’observer la disparition des PI(4,5)P, a la base de la coupe phagocytique. Cet
événement coincide avec la dépolymérisation de 1’actine filamenteuse du phagosome, ce
qui démontre une relation possible entre la présence des PtdIns(4,5)P; et I’actine-F
(Botelho, R.J.er al.2000). Trois types de réactions peuvent &tre envisagées afin
d’expliquer la disparition de ces phosphoinositides : la déphosphorylation, I’hydrolyse
par des phospholipases et la phosphorylation. A ce jour, aucune phosphatase n’a été
identifiée pour les PI(4,5)P,. Cependant, la phospholipase C (PLC) est reconnue pour
générer le DAG 2 la coupe phagocytique. L’apparition du DAG coincide avec la
disparition des PI(4,5)P,, ce qui suggérerait qu’il y a un lien causal entre la PLC et la
disparition des PI(4,5)P, (Figure B, tableau III). Malgré cela, on ne sait exactement si

c’est la perte de PI(4,5)P; ou I’apparition du DAG qui provoquerait la dépolymérisation
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de Pactine-F (Botelho, R.J.et al.2000). Bien qu’une fraction des PI(4,5)P, soient
transformés en DAG, le restant est phosphorylé par la PI3-K pour étre recyclés en
PI(3,4,5)P; (Figure B, tableau III) (Brumell, J.H. et Grinstein, S.2003).

Receplor-mediated Mhagocytosis

ém | .|
G

Figure B. La dynamique des phosphoinositides PI(3,4)P2 et PI(3,4,5)P3 lors de la
phagocytose
(Brumell, J.H. et Grinstein, S.2003)
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2.2 La biogenése du phagolysosome

Immédiatement suivant sa formation compléte et son détachement de la
membrane, le phagosome ressemble principalement & la membrane plasmique et contient
majoritairement des fluides provenant de I’environnement extracellulaire. Le phagosome
naissant n’offre donc pas un environnement propice & la dégradation de son contenu.
Afin d’acquérir ses propriétés microbicides, ce dernier doit alors entreprendre un
processus de maturation a travers lequel auront lieu des changements critiques dans sa
composition. Ces changements conduiront 4 la formation du phagolysosome, un
organelle au pH acide et chargée d’enzymes hydrolytiques, de peptides bactéricides et
d’oxide nitrique (Pitt, A. et al.1992; Rabinowitz, S. et al.1992).
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2.2.1 Les interactions du phagosome avec la voie endocytique

La maturation du phagosome résulte de son interaction avec des vacuoles du
réseau endocytique. Ce dernier est constitué d’endosomes précoces, d’endosomes tardifs
et de lysosomes. Les phagosomes interagissent avec ces organelles de facon
séquentielle. Chacune de ces organelles possédent des caractéristiques propres qu’elles
transmettront au phagosome par des séries de fusions et de fissions suivant le modéle du
«kiss and run » tel que suggéré par Desjardins et ses collégues (Desjardins, M.1995;
Desjardins, M. er al.1994; Desjardins, M.et al.1997). Auparavant, il était considéré que
les endosomes précoces, tardifs et les lysosomes fusionnaient complétement avec le
phagosome pour donner naissance a une seule organelle, le phagolysosome (Rabinowitz,
S.et al.1992). Cependant, le modéle de Desjardins prédit que les phagosomes fusionnent
partiellement et ce, de fagon transitoire avec les endosomes, ce qui permettrait un
échange de membranes spécialisées et de composés luminaux. Ces observations ont été
faites par vidéomiscroscopie de phagosomes contenant des billes de latex qui
interagissaient avec des endosomes chargés de particules d’or. Ces expériences ont servi
a4 démontrer les différents mouvements et le dynamisme entre les endosomes tardifs et les
phagosomes sans cependant illustrer un échange de leur contenu (Desjardins, M.er
al.1994). Cet échange a pu étre révélé lorsque des endosomes contenant des particules
de tailles différentes ont été mis en présence de phagosomes : les plus petites particules
ont sé€lectivement été transférées au lumen des phagosomes tandis que les grosses sont
demeurées dans les endosomes (Desjardins, M.et al.1997; Duclos, S. er al.2000). Ce
modele expliquerait alors pourquoi les phagosomes conservent leur taille tout au long de
la maturation (Desjardins, M.et al.1994). Malgré cela, le mécanisme engendrant ces
fusions transitoires est encore peu connu. Des études portant sur les liposomes suggérent
que la formation de pores de fusions serait 4 I’origine de ces événements de fusions et de
fissions (Nanavati, C. er al.1992). La présence de microdomaines de compositions
lipidiques différentes tels que les radeaux lipidiques pourrait procurer des changements
dans la composition membranaire propices A I’ouverture et a la fermeture des pores
(Desjardins, M. et Griffiths, G.2003).
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Les phagosomes ont une part active a jouer lors de leur maturation car ils doivent
exprimer des signaux spécifiques qui vont guider et déclencher les fusions avec les
endosomes. Le processus de maturation débute lorsque les endosomes précoces,
caractérisés par la présence de la GTPase Rab 5 et du marqueur EEA1 (Early Endosome
Antigen 1), interagissent avec le phagosome. Il a été démontré que les phagosomes
précoces possédent les marqueurs Rab 5 et EEA1 qui sont absents chez les lysosomes
(Duclos, S.er al.2000; Stenmark, H. e al.1994). Les protéines Rab appartiennent 2 une
grande famille de GTPases qui, en conjonction avec les protéines SNARE, facilitent le
mouvement des vésicules ainsi que leur arrimage, leur fusion et leur fission (Gorvel, J.P.
et al.1991; McBride, HM. et al.1999). Le lumen de ces endosomes est pauvre en
protéases et posséde un pH d’environ 6.0 (Mukherjee, S. e al.1997). Les phagosomes
perdent ensuite rapidement leurs caractéristiques d’endosomes précoces et amorcent leur
fusion avec les endosomes tardifs tout en devenant réfractaires aux endosomes précoces.
Les endosomes tardifs sont enrichis d’enzymes hydrolytiques, d’acide
lysobisphosphatidique et du récepteur mannose-6-phosphate. Ils sont également
caractérisés par la présence des GTPases Rab7 et Rab9 ainsi que des marqueurs LAMPs
(lysosomal-associated membrane proteins) (Harrison, R.E. et al.2003; Scianimanico, S.et
al.1999). Mais encore une fois, ceci n’est que transitoire. Des expériences in vitro ont
démontré que les phagosomes isolés 1 heure suivant leur formation, fusionnent de
préférence avec les lysosomes et non avec des organelles précoces (Jahraus, A. et
al.1998). Les lysosomes possédent également les marqueurs LAMPs ainsi qu’un grand
nombre de protéases et d’hydrolases telles que la cathepsine D et ont un pH acide
pouvant aller jusqu’a 4.5. Ce milieu acide est propice  I’activité optimale des enzymes

protéolytiques (Claus, V. et al.1998).

3. Les radeaux lipidiques et les caveolae

Les radeaux lipidiques sont des microdomaines membranaires ayant une
composition lipidique particuliére leur donnant des caractéristiques biochimiques
uniques, notamment une résistance a la solubilisation par le Triton X-100 a 4°C

(Sargiacomo, M. er al.1993). De plus, ils flottent 3 une faible densité lors d’une
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centrifugation par gradient (Smart, E.J. er al.1995). Ces microdomaines sont composés
de glycosphingolipides (GSL), de cholestérol, de sphingomyéline (SPH), de nombreuées
protéines ancrées par le glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Jacobson, K. et Dietrich,
C.1999; Rosenberger, C.M.et al.2000). 11 existe une sous-population de radeaux
lipidiques découverte dans la membrane de cellules épithéliales de la vésicule biliaire de
souris. Des invaginations en forme de flasques ont été visualisées par microscopie
€lectronique (Yamada, E.1955). Ces invaginations nommées caveolea pour « petites
caves » par celui qui les a découvert, possédent comme marqueur la protéine caveoline-1,
une protéine qui lie le cholestérol (Rothberg, K.G. et al.1992). Le terme radeau lipidique
est utilis€ pour définir les caveolae et les microdomaines ayant des caractéristiques

biochimiques similaires (Brown, D.A. et Rose, J.K.1992).

3.1 La signalisation via les radeaux lipidiques

Des analyses biochimiques de la composition protéiques des radeaux lipidiques
purifiés de plusieurs lignées cellulaires démontrent une forte concentration de molécules
de signalisations telles que la PI3-K, la PLCy et la PKCo. (Liu, J.er al.1997; Liu, P.et
al.1996). Plusieurs études ont démontré que les radeaux lipidiques avaient un réle dans
plusieurs processus cellulaires tels que I’endocytose (Smart, E.J. et al.1999),
I’internalisation de bactéries, de toxines et de virus (Fivaz, M. et al. 1999), I’homéostasie
du calcium (Isshiki, M. et Anderson, R.G.1999), le triage des protéines (Simons, K. et
Ikonen, E.1997) et la phagocytose (Dermine, J.F.ef al.2001). Les radeaux lipidiques sont
donc importants lors de la transduction des signaux et ce, en agissant sur la localisation
des composantes de voies de signalisation spécifiques. La translocation de molécules de
signalisation a I’intérieur ou a I’extérieur des ces domaines, permettrait ainsi aux cellules
de répondre a certains stimuli. Par exemple, une protéine activée par phosphorylation
peut étre séquestrée a I'intérieur d’un radeau lipidique et ceci peut prévenir sa
désactivation par une phosphatase. De plus, les interactions croisées entre différentes
voies de signalisation peuvent étre facilitées si elles sont localisées dans le méme radeau
lipidique (Zajchowski, L.D. et Robbins, S.M.2002). Des sous-populations distinctes de

radeaux lipidiques présentes a la surface d’une méme cellule seraient spécialisées pour
p
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effectuer des fonctions spécifiques. De plus, ’agglutination et le mouvement des
radeaux (Harder, T. et al.1998; Pralle, A.et al.2000) pourraient étre deux moyens
efficaces pour transporter des complexes de signalisation pré-assemblés a des endroits
spécifiques de la membrane en réponse 2 une stimulation. Ceci pourrait par le fait méme
mener & une amplification des signaux. Egalement, les radeaux lipidiques jouent un rdle
dans la régulation négative des voies de signalisation en séquestrant des molécules de

signalisation a leur état inactif.

3.2 Le role des radeaux lipidiques dans la phagocytose de Leishmania donovani

Les radeaux lipidiques agissent en tant que portes d’entrées et des voies de
signalisation pour plusieurs pathogénes et leur toxines tels que le lipopolysaccharide des
bactéries a gram négatif (Ulevitch, R.J. et Tobias, P.S.1994), Mycobacterium kansasii
(Peyron, P. et al.2000) et le VIH (N guyen, D.H. et Hildreth, J.E.2000). Desjardins et ses
collégues ont démontré pour la premiére fois la présence de radeaux lipidiques aux
phagosomes. C’est par des analyses d’immunobuvardage sur gels 1D et 2D et par
immunofluorescence qu’ils ont localisé le marqueur de radeaux lipidiques, la flotilline-1,
aux phagosomes matures dépourvus du marqueur LAMP 1. Lorsque des promastigotes
de L. donovani ont été internalisés par des macrophages, seulement 20% des phagosomes
possédaient la flotilline-1 comparativement 4 90% pour les phagosomes contenant des
billes de latex (Dermine, J.F.et al.2001). L. donovani est reconnu pour sa capacité a
inhiber la biogénese du phagolysosome. Ces observations démontrent donc que les
radeaux sont importants pour la fusion d’organelles tardives avec le phagosome.
D’autres groupes de chercheurs ont démontré que la conservation de Iintégrité des
radeaux lipidiques était essentielle pour I’entrée de promastigotes L. donovani non-
opsonisés dans les macrophages. Cependant, ces observations ne pouvaient étre faites

dans le cas de promastigotes opsonisés au complément (Pucadyil, T.J. et al.2004).
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4. Phosphatidylinositol 3-Kinase et les Phosphoinositides

Les phosphoinositides sont des phospholipides ayant un anneau inositol lié via le
groupe 1°-OH. Lorsque I’anneau inositol ne porte aucun groupement phosphate, le lipide
est nommé phosphatidylinositol (PtdIns) (Figure D, encadré blanc). Celui-ci peut étre
phosphoryl€ a trois positions différentes, soient aux groupements hydroxy D3, D4 et D5.
Une fois phosphorylés, ils sont alors nommés phosphoinositides (PI). Différents
phosphoinositides seront créés par différentes combinaisons de phosphorylation
(Vanhaesebroeck, B. et Waterfield, M.D.1999).

Les PI sont tout d’abord des seconds messagers cellulaires. Leur distribution
spatio-temporelle est régulée par différentes kinases et phosphatases. Ceux-ci sont
synthétisés du coté cytosolique de la membrane plasmique ou ils recruteront et/ou
activeront des protéines effectrices. Ces messagers sont impliqués dans de nombreuses
fonctions cellulaires dont le transport membranaire, I’adhésion, la réorganisation de

I’actine, sans oublier la division et la survie cellulaire.
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Figure D: La famille des Phosphoinositide 3-kinases
(Foster FM. et al.,2003)

4.1 Les différentes classes de PI3K

Les PI 3-K catalysent le transfert du groupe y-phosphate de I’ATP a la position
D3 de I’anneau inositol des PtdIns. Il existe plusieurs formes de PI 3-K chez les
mammiferes et ont été divisées en trois grandes classes selon plusieurs facteurs tels que
des analyses de séquences, les interactions avec des protéines adaptatrices et selon leurs
substrats (Wymann, M.P. et Pirola, L.1998).

4.1.1 La classe IA

La classe I est subdivisée en deux sous-classes, la classe IA et la classe IB (Figure
D). Les enzymes appartenants a ces classes sont des hétérodimeres composés d’une sous-

unité adaptatrice et d’une sous unité catalytique. Leurs substrats peuvent étre des PtdIns,
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des PI(4)P et des PI(4,5)P; in vitro. Cependant, PI(3,4,5)P; reste le principal lipide
genéré par la PI 3-K de classe I in vivo (Hinchliffe, K. et Irvine, R.1997; Stephens, L.R.
et al.1991). La classe IA est composée des isoenzymes pl110a, pl10pB et p1106. Ces
enzymes sont constitutivement associés a une sous-unité adaptatrice/régulatrice p85. Il
existe trois génes qui codent pour environ huit de ces sous-unités adaptatrices (dont

p85a, p85P et p85y) et des variants peuvent étre générés par épissage alternatif.

. La sous-unit¢ adaptatrice p85 est composée, en partant de la position N-
terminale, d’'un domaine SH3 (domaine d’homologie a Src 3). Le domaine SH3 reconnait
spécifiquement les motifs suivants : RXLPPRPXX et XXXPPXPXX (Yu, H. et al. 1994).

SH3 P1 BH P2 NSH2 iSH2  CSH2
pssa SN U777
PB5a,ga a RIS - /|

p55c-p85/AS53

P550.,84 4
p50u
pasfi

P55PIK-pS5y

Figure E: Les sous-unités adaptatrices de la PI3-K de la classe IA
(Wymann MP et al.,1998)

Ensuite, p85 posséde deux régions riches en prolines P1 et P2 qui flanquent un
domaine BH (domaine d’homologie 8 BCR). Ces régions s’associent aux domaines SH3
présents sur des protéine tyrosines kinases telles que v-Src (Liu, X. et al.1993), Lyn et
Fyn (Prasad, K.V. ef al. 1993), Abl et Lck (Kapeller, R. et al.1994). De plus, il y aurait

une interaction entre les régions P1 et P2 et le domaine SH3 de p85. 11 a été proposé que



cette interaction participerait & la régulation de 1’activité de la PI3-K Ia (Kapeller, R.er
al.1994).

La sous-unité p85 posséde 3 domaines SH2 (domaines d’homologie a Src 2); un
en C-terminal (CSH2), un en N-terminal (NSH2) et un domaine inter-SH2 (iSH2). Les
domaines NSH2 et CSH2 reconnaissent les motifs pYXXM. Pour une interaction
optimale avec NSH2, les acides aminés Met, Ile, Val ou Glu doivent étre adjacents au
motif phosphotyrosine. En ce qui concerne le CSH2, se sont les acides aminés Met, Leu
ou Ile qui doivent étre adjacents au motif pour une interaction optimale (Wymann, M.P.
et Pirola, L..1998).

C’est en utilisant des fragments recombinants de p85 et p110, que le domaine
inter-SH2 de p85 et les 130 premiers résidus de p110 ont été identifiés comme étant les
sites de liaison entre les deux sous-unités (Klippel, A. ez al.1994; Klippel, A. et al.1993).
De plus, des anticorps dirigés contre ces épitopes inhibent leur interaction (Dhand, R. et
al.1994; Dhand, R. et al.1994). Lorsqu’il y a co-expression de p110 avec le domaine
iSH2, la formation du complexe est conservée. Cependant, le complexe iSH2/p110 ne
peut étre activé par des peptides phosphotyrosines. L’activation par les phosphotyrosines
de I'activité kinase, ne peut avoir lieu que lorsque le domaine iSH2 est flanqué d’au
moins un ou deux domaines SH2 (Holt, K.H. ez al.1994).

Le domaine d’homologie & Ber (breakpoint-cluster-region), BH, de p85 interagit
spécifiquement avec les GTPases Cdc 42 et Racl de la famille Rho. Le domaine BH est
trés homologue au domaine GAP (GTPase activating protein), néanmoins, aucune

activité d’activation des GTPase n’a été détectée chez p85 (Tolias, K.F. er al.1995).
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Figure F : Les sous-unités catalytiques de PI3-Kinase
(Wymann MP et al.1998)

Les PI 3-K de classe I possédent quatre domaines d’homologies HR1, HR2, HR3
et HR4 (Figure F). Le domaine HR1 est commun aux trois classes de PI3-K ainsi qu’aux
PI4-K et aux protéines kinases apparentées a la PI 3-K. C’est dans ce domaine que I’on
retrouve le site de liaison 4 I’ATP. Le domaine HR2 est aussi commun aux différentes
classes de PI 3-K et aux PI4-K mais aucune fonction spécifique ne lui a été attribuée.
HR3 est unique aux PI 3-K tandis que HR4 est restreint aux PI 3-K de classe I. Les sous-
unités de PI 3-K de classe I possédent également, en N-terminal, un site de liaison a Ras

(Wymann, M.P. et Pirola, L..1998).

4.1.2 La classe IB

Le seul membre de la classe IB connu jusqu’a lors est pl10y, qui s’associe
exclusivement avec la protéine adaptatrice p101 (Figure D) (Krugmann, S. et al.1997).
L’activité kinase est activée par les sous-unités By des protéines G hétérotrimériques
couplées a des récepteurs. C’est par la sous-unité p101 que le complexe est recruté a la
membrane in vivo et Dlactivation de la kinase méne a la phosphorylation des
phospholipides PI(4,5)P; en PI(3,4,5)P; (Brock, C. et al.2003).
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4.1.3 La classe I1

Il existe jusqu’a présent trois isoformes de cette classe, PI 3-K-C2 o, B, & qui sont
encodés par trois génes différents (Figure D). Ces enzymes ont un poids moléculaire
d’au moins 200 kDa. IlIs possédent les domaines d’homologie HR1 & HR4 mais n’ont
pas de site de liaison a la p85 en N-terminal et aucune protéine adaptatrice avec laquelle
ils s’associeraient n’a été découverte. Ils sont caractérisés par un domaine C2 en C-
terminal. Leur domaine C2 est semblable & celui de la protéine synaptotagmin,
cependant ils sont insensibles au Ca?* puisqu’il leur manque un résidu Asp nécessaire 2
la liaison du Ca** (Sutton, R.B. er al.1995). Celui-ci est essentiel & I’activité catalytique
de la kinase (Misawa, H. et al.1998). Les PI 3-K de classe II ont plus d’affinité pour les
PtdIns, PI(4)P et PI(4,5)P; in vitro et ce, en ordre croissant d’importance (Domin, J. et
al.1997). Néanmoins, les substrats spécifiques in vivo restent i &tre déterminés. De plus,
le domaine C2 est essentiel a 1’activité catalytique de la kinase (Misawa, H.et al.1998).
Bien que leur fonction ainsi que leur mode d’activation reste 3 étre €lucidés, I’activation
des PI 3-K est exécutée par des tyrosines kinases couplées a des récepteurs (Arcaro, A. et
al.2000). 11 a été démontré par Gaidarov et son groupe que la PI 3-K-C2a se localise aux
vésicules recouvertes de clathrin. Elle participerait 2 I’endocytose de vésicules via la
clathrine et au triage au niveau du réseau trans-Golgi. La clathrine agit en tant que

protéine adaptatrice pour PI 3-K-C20. (Gaidarov, 1. et al.2001).

4.1.4 La classe II1

La PI 3-K de classe III a d’abord été identifiée chez la levure Saccharomyces
cerevisiae sous le nom de « vesicular protein sorting protein » Vps34p (Takegawa, K. et
al.1995). Chez les levures et les mammiféres, la Vps34p s’associe avec une
serine/thréonine kinase, la Vps15p chez la levure (Figure D) (Stack, J.H. et Emr,
S.D.1993) et qui correspond 2 la p150 chez les mammiféres (Panaretou, C. et al.1997).
Lorsque le géne VPS34 est délété ou que I’activité de la Vps34p est inhibée, les protéines
normalement destinées a la vacuole sont déroutées vers la sécrétion. Une Vpsl5p

fonctionnelle est requise pour 1’activation et pour le recrutement au Golgi de la Vps34p
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(Stack, J.H. er al.1995). La Vps34p est impliquée dans le trafic lysosomal des protéines
et son seul produit lipidique est le PI(3)P. Chez les mammiféres, le recrutement de la
cathepsine D nouvellement synthétisée aux lysosomes (I’équivalent des vacuoles chez la
levure) est intercepté lors de I’inhibition de la PI 3-K de classe III avec la wortmannin.
Par le fait méme, la transformation des pro-cathepsines en cathepsines est aussi inhibée.
Les cathepsines et les pro-cathepsines sont sécrétées dans le milieu extracellulaire suite 3

Iaction de la wortmannin (Brown, W.J. et al.1995).

4.2 L’activation des PI3-K de la classe IA

Au moins quatre procédés peuvent co-opérer afin d’activer la PI3-K. Tout
d’abord, celle-ci se localise & la membrane plasmique par la liaison de ses domaines SH2
aux motifs pYXXM sur des récepteurs ayant une activité tyrosine kinase ou sur des
protéines effectrices. La PI 3-K peut &tre recrutée par I’interaction entre son domaine
SH3 et des régions riches en prolines de Shc, Cbl, ou de la dynamine. De plus, les
domaines riches en prolines P1 et P2 de p85 interagiront avec les domaines SH3 de Lyn,
Fyn, Grb2, v-Src, Abl et Lck (Wymann, M.P. et Pirola, L.1998). Le recrutement 2 la
membrane plasmique est suffisant pour mener & 1’activation de la PI 3-K. Cependant,
Iinteraction des deux domaines SH2 de p85 avec des phosphotyrosines provoque une
activation de plus forte intensité que lorsqu’il y a interaction avec une seule
phosphotyrosine (Rordorf-Nikolic, T. et al.1995). Cette translocation va générer un
changement conformationnel chez la PI3-K lui permettant de se rapprocher

physiquement des phosphoinositides.

Des études ont permis de démontrer que Ras-GTP était aussi impliquée dans
I"activation de la PI 3-K. La premiére preuve fut faite par immuno-précipitation de la PI
3-K avec des anticorps dirigés contre Ras (Sjolander, A. et al.1991). De plus, la
surexpression d’un mutant constitutivement actif de Ras (V12Ras) augmente la

production de PI(3,4)P, et de PI(3,4,5)P;, tandis que la surexpression d’un mutant
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dominant négatif de Ras (N17Ras) interfére avec I’activation de la PI 3-K par les

récepteurs de facteurs de croissance (Rodriguez-Viciana, P.ef al. 1994).

4.3 La signalisation via les PI3K

Les PI 3-K modulent une variété de processus biologiques tels 1’apoptose, la
prolifération cellulaire, et le trafic de membranes tels I’endocytose et I’exocytose. Elles
sont donc impliquées dans la pathologie de plusieurs maladies métaboliques,
inflammatoires et cardiovasculaires (Vanhaesebroeck, B. et Waterfield, M.D.1999;
Wymann, M.P. et al.2003). Plusieurs recherches ont été effectuées afin d’identifier les
protéines interagissant avec les différents phosphoinositides générés par PI 3-K. La
découverte des domaines PH, FYVE et PX (Figure D) que I’on retrouve sur les protéines

recrutées, de fagon spécifique par les phosphoinositides, a donc facilité cette tiche.

4.3.1 Les domaines d’homologie a la pleckstrine (PH)

Ces domaines sont petits et modulaires, d’environ 120 aa, découverts pour la
premiére fois chez la pleckstrine, le substrat majeur de la protéine kinase C chez les
plaquettes (Harlan, J.E. et al.1994). Ils sont présents une 2 plusieurs fois sur des
protéines de signalisation et ils ont pour fonction de cibler ces protéines du coté
cytosolique des membranes en s’associant avec les PI. IlIs sont divisés en deux classes,
soient les classes I et II, la classe II ayant une trop faible affinité pour les PI, et ne méne
pas a la localisation des protéines aux membranes comparativement a la classe I
(Stenmark, H.E.2004). Les domaines PH de classe I lient les PI avec beaucoup d’affinité
et possédent un haut degré de stéréospécificité. Ils sont subdivisés en 5 groupes selon
leur spécificité pour les PI suivants : Ins(1,3,4,5)P4 (Fukuda M et al.1996),
PtdIns(3,4,5)P; (Kojima, T. et al.1997), PtdIns(4,5)P, (Garcia, P. et al.1995),

PtdIns(3,4)P, (Dowler, S. et al.2000).
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4.3.2 Les domaines FYVE

Le domaine FYVE (conserved in Fab Ip, YOTB, Vac 1p and EEA1) a été
identifi€é pour la premiére fois comme un domaine « zinc finger » requis pour la
localisation de EEA1 aux membranes endosomales (Stenmark, H. et al.1996). Ce
domaine se lie avec grande affinité aux PtdIns(3)P (Stenmark, H. er al.2002), cependant,
cette affinité varie d’une protéine a I’autre (Gaullier, J.M. ez al.1998). La plupart des
protéines ayant un domaine FY VE se localisent aux endosomes précoces, ce qui n’est pas
étonnant puisqu’ils sont enrichis en PI(3)P. Un autre exemple de protéine ayant un
domaine FYVE est Rabenosyn 5 qui se lie de la méme fagon que EEA1 2 Rab 5-GTP sur
les endosomes précoces (Nielsen, E. et al.2000). Le domaine FYVE est donc important

pour le recrutement de protéines ayant un role dans la maturation du phagosome.

4.3.3 Les domaines PX

Le domaine PX (Phox homology) a été identifié dans des sous-unités du
complexe NADPH oxidase des granulocytes neutrophiles générant des anions
superoxides qui participent a la destruction des microorganismes phagocytés (Ponting,
C.P.1996). La plupart des domaines PX lient spécifiquement les PI(3)P (Sato, T.K. et
al.2001), cependant, ce n’est pas toujours le cas. La protéine p477"* se lie de préférence
aux PI(3,4,5)P; que I’on retrouve a la coupe phagocytique, tandis que p40P™* lie les
PI(3)P et est recrutée aux endosomes précoces dans des phagocytes non-professionnels
(Ellson, C.D. et al.2001).

4.4 Role des PI3 Kinases de classe I et III dans la phagocytose

4.4.1 Role de PI3K dans P’internalisation

Bien qu’il soit maintenant clair que la PI3-kinase joue un role clé dans la

phagocytose via les récepteurs Fc et du complément, il reste & savoir a quelle étape du
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processus d’internalisation elle intervient. De plus, la plupart des études se concentrent
majoritairement sur la phagocytose par les récepteurs Fc. Les recherches portant sur les
PI3-kinases et la phagocytose via les récepteurs du complément demeurent moins
fréquentes. A plusieurs occasions, les inhibiteurs pharmacologiques LY294002 et la
wortmannin se sont montrés efficaces pour diminuer fortement I’internalisation
d’érythrocytes ou de billes de latex opsonisés avec des IgG ou avec des molécules du
complément par les macrophages (Araki, N.er al.1996; Cox, D.et al.1999; Lutz, M.A. et
Correll, P.H.2003; Ninomiya, N.ez al.1994). Cependant, ces inhibiteurs n’empéchent pas
I’accumulation d’actine autour du phagosome. Des images par microscopie électronique
démontrent qu’il y a toutefois une internalisation partielle par la présence de
pseudopodes enrobant les particules. Donc, en absence de I'activité PI3-K,
I’accumulation d’actine a la coupe phagocytique ainsi que I’extension des pseudopodes
demeurent intactes, mais leur fermeture compléte autour de la particule reste inachevée
(Araki, N.et al.1996). Cette observation a donc mené a I’hypothése que PI 3-K est
importante lors de l.::l fusion des pseudopodes. Une autre étude contredit cette hypothése
en démontrant que la réduction de la phagocytose par ces mémes inhibiteurs varie selon
la taille de la particule ingérée. Plus la dimension de la particule est importante, plus de
membrane est donc requise pour I’extension des pseudopodes. PI 3-K serait donc
impliquée dans I’extension des pseudopodes plutét que lors de leur fusion autour de la
particule internalisée (Cox, D.et al.1999). Enfin, une troisiéme étude utilisant une
approche totalement différente des autres, soit par des mesures €lectrophysiologiques, a
démontré que I’inhibition de la PI 3-K n’affecte pas I’exocytose focale (Di, A.et
al.2003).

La surexpression de la protéine SHIP (Src homology 2 domain-containing
inositol 5'-phosphatase) qui a pour effet de supprimer la signalisation par les PI3-kinases,

diminue la phagocytose via les récepteurs Fc et CR3 (Cox, D. ez al.2001).
Une autre méthode utilisée pour démontrer I’implication des PI 3-K dans la

phagocytose est la visualisation de 1’accumulation des PI(3,4)P; et PI(3,4,5)P; 4 la coupe

phagocytique par microscopie confocale (Marshall, J.G.et al.2001). Les domaines PH
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provenant de différentes protéines telles que Akt/PKB (Gray, A. et al.1999; Marshall,
J.G.et al.2001; Watton, S.J. et Downward, J.1999), Bkt (Varnai, P. et al.1999) ainsi que
ARNO (Oatey, P.B. er al.1999) ont été fusionnés a la GFP. Ces constructions sont

devenues des outils de choix pour la visualisation des phosphoinositides dans la cellule.

Un groupe de chercheurs a cependant décidé d’aller un peu plus loin dans la
matiére afin d’élucider quels isoenzymes sont spécifiquement impliqués dans la
phagocytose. Sachant que les inhibiteurs pharmacologiques ne sont pas spécifiques a
une seule classe de PI 3-K, Vieira et ses collégues ont généré des fibroblastes
embryonnaires murins p85a 7 et p8sp exprimant le récepteur Fcy. IIs ont pu ainsi
démontrer que les PI 3-K de classe IA sont nécessaires 4 I'internalisation de SRBC
opsonisés aux IgG, mais non au niveau de la maturation du phagosome (Vieira, O.V.et
al.2001).

4.4.2 Réle de PI3K dans la maturation du phagosome

Plusieurs travaux ont permis de démontrer I’implication de PI 3-K lors de la
maturation du phagosome. Les inhibiteurs pharmacologiques se sont encore une fois
montrés utiles avec des macrophages ayant débuté la phagocytose. Bien que Rab5 et
Rab7 soient toujours présents et bien actifs au phagosome suite & ce traitement, le
marqueur endosomal EEAI ainsi que le marqueur lysosomal LAMP-1 n’étaient pas
recrutés et la fusion du phagosome aux endosomes était abolie (Fratti, R.A. et al.2001;
Patki, V. et al.1997; Vieira, O.V. et al.2003). PI(3), le phosphoinositide principal généré
par PI 3-K de classe III, peut étre détecté peu de temps suivant la fermeture du
phagosome 2 I’aide des protéines de fusion 2FYVE-GFP (Vieira, O.V.er al.2001). Afin
de confirmer le réle de PI 3-K de classe III dans la maturation du phagosome, des
anticorps neutralisants contre Vsp34 furent utilisés (Patki, V.et al.1997; Vieira, O.V.et
al.2001).
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4.5 Les PI3-kinases et ’invasion par divers microorganismes

Certains microorganismes requiérent la présence de phosphoinositides produits
par la PI3-kinase afin d’infecter leur héte de fagon produtive. Suite & I’infection de
cellules non-phagocytiques par la bactérie Listeria monocytogénes, une augmentation
rapide de PI(3,4)P; et de PI(3,4,5)P; est détectée en présence de la protéine bactérienne
InlB. De plus, ’entrée de ce pathogéne est diminuée dans les cellules dont les PI3-
kinases sont inactivées (Ireton, K. et al.1996). Des cellules non-phagocytiques traitées 2
la wortmannin ou un autre inhibiteur des PI3-kinases, sont plus résistantes 2 une
infection par le parasite protozoaire Trypanosoma cruzi (Woolsey, A.M. et al.2003).
Cependant, il arrive que certains pathogénes contournent ou méme inhibent 1’activité de
la phosphatidylinositol (PI) 3-kinase. Tel est le cas pour la bactérie extracellulaire E. coli
entéropathogénique qui évite la phagocytose par les macrophages en inhibant 1’activation
et non le recrutement de la PI3-K (Celli, J. er al.2001). Enfin, la réussite de
Mycobacterium tuberculosis dans son infection des macrophages repose sur sa capacité 2
interférer avec le traffic membranaire. Cette bactériec bloque la biogénése du
phagolysosome. Ce sont des produits mycobactériens qui en seraient responsables tels
que les PIM (phosphatidylinositol mannoside) et les ManLAM (Mannose capped
lipoarabinomannan) qui sont des dérivés des phosphatidylinositols. LAM inhibe le
recrutement de EEA1 au phagosome (Fratti, R.A.et al.2001) et donc bloque la voie des
PI3-K, tandis que PIM favosise et accélére la fusion du phagosome aux endosomes
précoces en contournant I’activation des PI3-K puisque cette action ne peut étre bloquée

avec un traitement a la wortmannin (Vergne, 1. et al.2003).

5. Les parasites Leishmania

Les parasites protozoaires du genre Leishmania appartiennent a la famille des
Trypanosomatidae, caractérisés par la présence d’un flagelle et d’un kinétoplaste, riche
en ADN et semblable aux mitochondries. Ces parasites infectent des millions de
personnes a travers le monde et sont transmis par la mouche des sables femelle du genre
Phlebotomus ou Lutzomyia (Killick-Kendrick, R.1985; Killick-Kendrick, R.1990;
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Killick-Kendrick, R.1990). Il existe au-deld de 20 espéces et sous-espéces de
Leishmania et au moins autant d’espéces de mouches des sables pouvant les transmettre.
Cependant, certaines espéces de mouches des sables sont uniquement capables de
transmettre certaines especes de Leishmania, ceci mettant en évidence 1’existence d’un
lien dans I’évolution du parasite et son vecteur (Killick-Kendrick, R.1985). Cette
spécificité est déterminée par les interactions entre le parasite et la mouche des sables.
Ceci va dépendre de I’habilité de Leishmania a résister aux enzymes protéolytiques
largués dans I’estomac de la mouche peu de temps aprés son repas sanguin ainsi que sa

capacité & maintenir son infection sans étre excrété avec le repas digéré (Sacks,
D.L.2001).

5.1 Les leishmanioses

Les parasites Leishmania sont la cause d’une multitude de syndromes cliniques
regroupés sous le terme de leishmanioses. Ces leishmanioses sont subdivisées en trois
formes chez les humains : la leishmaniose cutanée, la leishmaniose mucocutanée et la
leishmaniose viscérale, aussi connue sous le nom de Kala-azar. La forme ainsi que la
sévérité de la maladie sont déterminées majoritairement par I’espéce de Leishmania
inoculée, par le fait méme I’espéce de la mouche des sables qui I’a transmis, ainsi que par
le statut immunitaire de 1I’hdte (Kane MM et Mosser DM. 2000).

5.1.1 La leishmaniose cutanée

L. tropica et L. major sont responsables de la leishmaniose cutanée. Ils sont
transmis par la mouche des sables Phlebotomus et on les retrouve majoritairement dans
des régions géographiques ol il y a de grandes densités de populations telles qu’au
Kenya, en Ethiopie, au Nord de I’ Afrique, au Moyen Orient et en Inde. Cette maladie est
caractérisée par 1’apparition d’ulcéres cutanés localisés au site initial de la piqiire par la
mouche. L’apparition d’une papule rouge s’ensuit résultant de I’infiltration de

macrophages et de lymphocytes au site d’infection. Les lésions peuvent se résorber par
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elles-mémes dans une fenétre de 2 mois & un an dépendant de la sévérité de I’infection

(Alexander, J.et al.1999; Descoteaux, A. et Turco, S.J.2002).

5.1.2 La leishmaniose mucocutanée

La leishmaniose mucocutanée est causée par L. braziliensis, transmis par la
mouche Lutzomyia que I’on retrouve en Amérique centrale et du Sud. Tel que pour la
leishmaniose cutanée, les Iésions sont localisées au site de la pigire, 'cependant,
I'infection ne reste pas confinée au site mais se propage aux muqueuses de la bouche et
du nez causant la dégénération des tissus cartilagineux. Les ulcérations sont plus
défigurantes, attaquant les lévres, le nez, la bouche, le palais et les cordes vocales.
Normalement, I'infection se résorbe aussi par elle-méme mais peut durer jusqu’a 40 ans

(Alexander, J.et al.1999; Descoteaux, A. et Turco, S.J.2002).

5.1.3 La leishmaniose viscérale

Cette forme est principalement causée par L. donovani. On le retrouve dans le
bassin méditerranéen, au Nord et & I’Est de I’Afrique, en Inde et en Chine ot il est
transmis par la mouche Phlebotomus et en Amérique du Sud od il est transmis par la
mouche Lutzomyia. Les parasites infectent les macrophages de la rate, du foie, des
intestins et des organes lymphatiques. Si cette maladie n’est pas traitée, la mort peut s’en
suivre 2 & 3 ans suivant le début de I’infection (Alexander, J.et al.1999; Descoteaux, A.
et Turco, S.J.2002).

5.2 Le cycle de vie de Leishmania

Tout au long de son cycle de vie, le parasite Leishmania existe sous deux formes
distinctes, les formes amastigote et promastigote. Chez les mammiféres, le parasite se

retrouve sous la forme amastigote, une forme non motile ayant la capacité de proliférer a
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'intérieur du phagolysosome des macrophages hétes (Alexander, J. et Russell,
D.G.1992; Chang, K.P. et Dwyer, D.M.1976). Lorsqu’une mouche des sables se nourrit
chez un mammifére infecté, les macrophages porteurs d’amastigotes sont ingérés avec le
repas de sang. Durant la digestion de son repas, les amastigotes se différencient en
promastigotes procycliques, une forme motile qui se divise et est incapable d’infecter une
cellule hote. Ces promastigotes vont ensuite s’attacher 2 la paroi épithéliale de 1’estomac
de la mouche afin d’éviter leur excrétion. La virulence du parasite est acquise lors de la
meétacyclogénése, un processus par lequel les promastigotes procycliques non infectieux
se transforment en promastigotes métacycliques infectieux qui ne se divisent plus. Ces
derniers vont se détacher de I’estomac pour migrer vers la partie antérieure du tube
digestif de la mouche. Lors d’un prochain repas, ils seront inoculés chez un mammifére
héte (Descoteaux, A. et Turco, S.J.1999).

5.4 Les glycoconjugués de Leishmania donovani

5.4.1 Le lipophosphoglycan

cap ropeating wits - glycan core fpid
Man rs;

Gal,;aM(;ﬁap-{sGalmmnnuP-]n 6GalygGal 3Gals p3Man; 3Mang4GN - Pl
Ipg2--

Figure G: Structures de la forme sauvage du lipophosphoglycan de Leishmania
donovani et de la forme tronquée exprimée par le mutant Ipg2-KO
(Descoteaux A.et Turco SJ., 2002).
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Figure H : Schéma représentant le lipophosphoglycan et les autres molécules de
surface apparentées au LPG exprimés par les promastigotes de type sauvage et
Ipg2-KO
(Adapté de (Holm, A.et al.2001)

Le lipophosphoglycan (LPG) est le glycoconjugué le plus abondant a la surface
du promastigote. Cette molécule est composée de quatre domaines : (1) une ancre 1-O-
alkyl-2-lyso-phosphatidyl(myo)inositol, un noyau de glycan, des unités répétitives du
disaccharide phosphate GalB(1,4)Mana-PO4 et une coiffe d’oligosaccharides
(McConville, M.J. et Ferguson, M.A.1993; Turco, S.J. et Descoteaux, A.1992). Tout au
long du cycle de vie du parasite, le LPG va subir plusieurs modifications importantes.
Durant la métacyclogénese, le LPG entreprend une élongation en doublant son nombre
d’unités répétitives de 15 pour les promastigotes procycliques a 30 pour les
promastigotes métacycliques (Sacks, D.L. et a/.1995). Ces modifications ont un role
important & jouer dans I’attachement et le dégagement des parasites de I’estomac de la
mouche. Bien que le LPG soit trés abondant a la surface du promastigote, sa synthése est

fortement diminuée chez 1’amastigote d’environ 1000 fois. De plus, les molécules de
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LPG synthétisées ont une structure qui différe de celle des promastigotes (Turco, S.J . et
Sacks, D.L.1991).

5.4.2 Autres molécules apparentées au LPG

La protéase de surface gp63 est attachée & la membrane du parasite par une ancre
GPI (Schneider, P. et al.1990). L’acide phosphatase qui est sécrétée (sSAP) ainsi que les
phosphoglycans et les protéophosphoglycans également sécrétés possédent des unités
répétitives du disaccharide phosphate ainsi qu’une coiffe semblable a celle du LPG (llg,
T. et al.1998; llg, T. et al.1996; 1lg, T. et al.1995; Ilg, T. et al.1994). Enfin, une famille
de phospholipides glycosylinositols (GIPLS) sont aussi abondants a la surface des
promastigotes et des amastigotes et peuvent servir de précurseur pour le LPG ou pour des
ancres GPI ou tout simplement en tant qu’entités distinctes (McConville, M.J. et
Ferguson, M.A.1993).

5.5 Mécanismes d’évasion de Leishmania aux systéemes de défense de ’hote

Afin de survivre a I’'intérieur de I’hdte, les parasites Leishmania ont évolué
diverses stratégies leur permettant de résister a la lyse par les molécules du complément,
et une fois a I’intérieur des macrophages de résister a I’environnement hydrolytique du

phagolysosome pour s’y multiplier.

5.5.1 Le systéme du complément

Dans le systtme sanguin de I’hdte, la premiére ligne de défense que les
promastigotes devront affronter comprend les composantes du sérum, incluant les
molécules du complément. Les promastigotes métacycliques de L. major sont recouverts
de C3b. Les C3b se lient au facteur B. Ceci va attirer le facteur D qui va cliver le facteur

B lié a C3b pour créer le C3bBb. Ce demier posséde une activité C3 convertase.
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L’activité convertase du C3bBb géneére le complexe C3bBb3b qui montre une activité C5
convertase. Lorsque la C5 convertase clive le C5 en C5a et C5b, ce dernier initie la
formation du complexe d’attaque membranaire C5b-9 (Puentes, S.M. et al.1988).
Cependant, des analyses ont démontré que ces promastigotes résistent  la lyse et ce,
grace au LPG. Cette molécule prévient la liaison du complexe C5b-9 dont la majorité est
spontanément libérée de la surface du promastigote (Puentes, S.M. et al.1990). Les
promastigotes de L. donovani évitent la formation du complexe C5b-9 4 la membrane, en
se liant a iC3b (Puentes, S.M. et al.1989). La génération de iC3b est initiée par la liaison
de C3b soit au CR1, soit au cofacteur protéique membranaire MCP (membrane cofactor
protein), soit au facteur H. Dans les trois cas, le facteur I clive le complexe pour en
libérer iC3b et le fragment soluble C3f. La liaison des promastigotes a iC3b ne méne

donc pas a la production de la CS convertase (Roitt, L. ez al.1989).

De plus, les promastigotes peuvent interagir avec d’autres protéines du sérum
telle que la MBP (mannose binding protein). Elle active la voie lectine. Elle ressemble
structuralement & Clq de la voie classique et méne a la formation de C3b par la C3
convertase (Green, P.J.et al.1994; Roitt, Let al.1989).

Les promastigotes de Leishmania opsonisés par les molécules du complément
sont internalisés soit par les récepteurs CR1 qui lient C3b, soit par les récepteurs CR3 qui

lient iC3b ou soit par le récepteur mannose (Mosser, D.M. et Rosenthal, L.A.1993).

5.5.2 Inhibition de la biogénése du phagolysosome

Une fois a I'intérieur du macrophage, les promastigotes de Leishmania donovani
inhibent la fusion entre le phagosome et les endosomes/lysosomes grice au LPG. Des
promastigotes mutants [pg2-KO, incapables de synthétiser les unités répétitives du LPG,
sont détectés par microscopie électronique dans des phagosomes étant capables de se
fusionner avec des organelles endocytaires. Cependant, les promastigotes de type

sauvage sont détectés uniquement dans des phagosomes précoces (Descoteaux A et
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Desjardins M.1997) (Duque-de-Mello M et al. 1999). A l'aide de techniql}es
d’'immunofluorescence et de cytométrie en flux, il a été démontré que les phagosomes
contenant des promastigotes de type sauvage ne possédent pas les marqueurs de
phagosomes tardifs Rab7 et LAMPI1 (Scianimanico, S.et al.1999). Par contre, les
marqueurs d’endosomes précoces tels que EEA1 et le récepteur de transferrin sont acquis
par les phagosomes contenant les promastigotes de types sauvage (Scianimanico, S.et
al.1999). De plus, il a été démontré que le LPG est transféré de la membrane du
promastigote 4 la membrane plasmique du macrophage au site d’internalisation. Une
fois inséré dans la membrane du phagosome, le LPG pourrait stabiliser la membrane et
en altérer les propriétés fusogéniques (Tolson, D.L. e al.1990). Des formes tronquées de
LPG ayant moins d’unités répétitives, sont cependant incapables de modifier les
propriétés fusogéniques du phagosome (Miao, L. et al.1995). Des études de
quantification de I’actine-F périphagosomale menées sur des phagosomes contenant des
promastigotes de L. donovani ont démontré qu’il y avait une importante accumulation de
I'actine-F autour des phagosomes contenant des promastigotes de types sauvage. Par
contre, les phagosomes contenant les promastigotes Ipg2-KO voyaient !’actine-F
disparaitre rapidement au début du processus de maturation du phagosome (Holm, A.et
al.2001). Cette rétention des filaments d’actine-F pourrait constituer une barriére
physique pour la fusion des phagosomes avec les endosomes (Allen, L.A. et Aderem,
A.1995). Des études ont démontré que I’inhibition par le LPG de I’activation de PKCo
aux phagosomes contenant des promastigotes de L. donovani serait a I'origine de cette
rétention de ’actine-F (Allen, L.A. et Aderem, A.1995; Holm, A.et al.2001; Turco, S.J.
et Descoteaux, A.1992). Bien que le rdle de PKCa. dans la phagocytose ne soit pas
encore bien compris, il a été établi que cette sérine/thréonine kinase phosphoryle les
MARCKS (myristoylated alanine rich ¢ kinase substrate), des protéines membranaires

associées a la mobilité de I’actine (Rosen, A. ez al.1990).

En inhibant le processus de maturation, le promastigote de L. donovani, peut
débuter son processus de différenciation en amastigote. Les températures élevées et le

pH plus acide du phagosome sont les signaux nécessaires pour initier la différenciation
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(Zilberstein, D. et Shapira, M.1994). Les amastigotes pourront ensuite se diviser et sortir

des macrophages pour aller infecter d’autres cellules avoisinantes.
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Abstract

In phagocytic cells, phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) play a key role in
phagocytosis and phagosome maturation. Phagocytosis of Leishmania donovani
promastigotes is characterized by an inhibition of phagolysosomal biogenesis, an event
mediated by the virulence glycolipid lipophosphoglycan (LPG). In this study, we
investigated the role of class I PI3K in the phagocytosis of complement-opsonized L.
donovani promastigotes and the impact of LPG on class III PI3K activity. We show that
class I PI3K and its product phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate were localized to
nascent phagosomes containing either wild type promastigotes or the LPG-defective
mutant /pg2-knockout. Internalization of wild type and Ipg2-knockout promastigotes
was inhibited by the PI3K inhibitor wortmannin and a dominant-negative mutant of the
p850a. adaptor subunit. Furthermore, disruption of lipid rafts in macrophages inhibited
generation of phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate and promastigotes uptake.
Finally, the class IIT PI3K product phosphatidylinositol 3-phosphate was detected on
newly formed phagosomes containing either wild type or lpg2-knockout promastigotes.
Collectively, our data provide evidence that synthesis of phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate by class I PI3K is important for complement receptor-mediated
internalization of L. donovani promastigotes. Furthermore, our results suggest that LPG-
mediated phagosome maturation arrest is not the consequence of an impaired synthesis of
phosphatidylinositol 3-phosphate by class III PI3K at the newly formed phagosome

membrane.
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Introduction

Promastigotes of the protozoan parasite of Leishmania are inoculated into
mammalian hosts by infected sand flies and enter macrophages by phagocytosis through
the CR, the mannose-fucose receptor, and p150,95 (Mosser, D.M. et Rosenthal,
L.A.1993). Subsequent to their phagocytosis, L. donovani promastigotes subvert the
phagosome maturation process at an early stage, preventing interactions with late
endosomes and lysosomes (Desjardins, M. et Descoteaux, A.1997; Scianimanico, S.et
al.1999). Hence, phagosomes containing L. donovani promastigotes rapidly acquire and
lose the early endosomal marker EEALI, but fail to acquire the endosomal marker Rab7
(Scianimanico, S.er al.1999). This arrest in the maturation process is accompanied by a
progressive accumulation of periphagosomal F-actin (Holm, A.et al.2001), which might
interfere with vesicle trafficking to phagosomes containing L. donovani promastigotes.
Genetic and biochemical evidence revealed that inhibition of phagolysosome biogenesis
is mediated by the surface virulence glycolipid lipophosphoglycan (LPG) (Desjardins,
M. et Descoteaux, A.1997; Holm, A.et al.2001; Scianimanico, S.er al.1999). In L.
donovani, this molecule consists of a polymer of the repeating Galf1,4ManoPO, unit
anchored into the parasitt membrane via an unusual glycosyl phosphatidylinositol
(Descoteaux, A. et Turco, S.J.1999; Descoteaux, A. et Turco, S.J.2002). The use of
LPG-defective mutants confirmed that for L. major and L. donovani, LPG is a virulence
factor required for the establishment of infection inside macrophages (McNeely, T.B. et

Turco, S.J.1990; Spath, G.F. et al.2000; Turco, S.J. et al.2001).
During the infection process, LPG is rapidly transferred from the promastigote

surface to the macrophage membrane at the immediate area of internalization of the

parasite (Tolson, D.L.et al.1989). Insertion of LPG in lipid bilayer membranes stabilizes
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the bilayer against the formation of an inverted hexagonal structure, resulting in reduced
fusogenic properties (Miao, L.et al.1995). Presence of LPG in lipid bilayers also
efficiently inhibits activity of protein kinase C (PKC) on the opposite side of the
membrane (Giorgione, J.R. et al.1996) and impairs the recruitment to the membrane of
molecules such as Rab7 and PKC-a (Holm, A.et al.2001; Scianimanico, S.et al.1999).
Furthermore, LPG inhibits the acquisition of flotillin-1-enriched lipid rafts on the
phagosome membrane, possibly by destabilizing these lipid microdomains’ (Dermine,
J.F.et al.2001). Whether LPG affects the recruitment or activity of other signaling

molecules involved in phagocytosis and phagosome maturation remains to be addressed.

Phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) regulate distinct consecutive steps of
phagocytosis. Class I PI3K are heterodimeric enzymes comprising an adaptor subunit
(p85) and a catalytic subunit (p110) and are required for phagosome formation. Class III
PI3K, also known as VPS34, regulates the phagosome maturation process (Fratti, R.A.et
al.2001; Gillooly, D.J. et al.2001; Vieira, O.V.et al.2001). Consistently, their respective
products, PI(3,4,5)P; and PI(3)P, accumulate transiently at different stages of this process
(Ellson, C.D.er al.2001; Marshall, J.G.er al.2001; Vieira, O.V.et al.2001). During
phagocytosis, transient accumulation of PI(3,4,5)P; to the nascent phagosome, provides
docking/activation sites to recruit downstream effectors which bind this lipid via their
pleckstrin homology (PH) domains (Balla, T. et al.2000; Marshall, J.G.et al.2001;
Simonsen, A. et Stenmark, H.2001). One important role for class I PI3K may be to
coordinate exocytic membrane insertion and pseudopod extension during the
internalization process (Cox, D.et al.1999). In contrast, PI(3)P controls the early steps of
phagosome maturation by regulating the distribution of proteins involved in early and

late endosome sorting/trafficking such as the early endosomal autoantigen 1 (EEA1), and
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the adaptor protein hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate (Hrs)
(Vieira, O.V.et al.2001; Vieira, O.V. et al.2004). EEA1 is an effector of the GTPase
Rab5 (Simonsen, A. ef al.1998), which is present on early endosomes and newly formed

phagosome and plays a key role in phagosome maturation (Duclos, S.et al.2000).

In the present study, we investigated the role of class I PI3K in the uptake of L.
donovani promastigotes. We also addressed the possible impact of LPG on the

generation of PI(3,4,5)P3 and PI(3)P during the phagocytic process.

54



Materials and Methods

Cell culture. The murine macrophage cell line RAW 264.7 was cultured in a 37°C
incubator with 5% CO2 in complete medium [Dulbecco’s modified Eagle’s medium with
glutamine (Life Technologies Inc., ON, Canada), containing 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (Hyclone, Logan, UT), 10mM HEPES pH 7.3 and antibiotics].
Wortmannin (Sigma-Aldrich Canada Ltd, Canada, prepared in DMSO) and methyl-f3-
cyclodextrin (Sigma-Aldrich Canada Ltd, prepared in water) were used at a concentration
of 100 nM and 10 mM, respectively. Lipid raft integrity was monitored with Alexafluor-

594-coupled cholera toxin 8 (Molecular Probes, Eugene, OR).

Parasites. Leishmania donovani promastigotes (Sudanese strain 1S) were grown at 27°C
in RPMI 1640 medium supplemented with 20% heat-inactivated FBS, 100 uM adenine,
20 mM MES (pH 5.5), 5 pM hemin, 3 pM biopterin, 1 uM biotin and antibiotics. In
addition to the wild type (WT) line, we used the previously described isogenic LPG-
defective mutant Ipg2-knockout (KO) (Prive, C. et Descoteaux, A.2000). Green
fluorescent protein (GFP)-expressing promastigotes (WT-GFP and Ipg2-KO-GFP)
(Holm, A.et al.2001) were grown in the presence of 50 ug/ml G418.

Expression constructs. The HA-Ap85a. expression construct was generated by inserting
a HA-Ap85a cDNA derived from pGexAp85a (Sakaue, H. e al.1995) (provided by Drs.
W. Ogawa and M. Kasuga, Kobe University School of Medecine, Kobe, Japan) into the
pcDNA3 expression vector (Life Technologies Inc). The PHAKT-GFP, PHAKT(R25C)-
GFP, and FYVE-GFP expression constructs (Servant, G. et al.2000) were kindly
provided by Dr. T. Balla (NIH, Bethesda, Maryland).
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Transient transfections and immunofluorescence. RAW 264.7 macrophages were
transfected with the PHAKT-GFP and PHAKT(R25C)-GFP expression constructs by
electroporation. Briefly, 107 cells in complete medium were electroporated with 10 pg of
plasmid DNA with a Gene Pulser II apparatus (Bio-Rad, Richmond, CA) at 0.3 kV and
950 WFD, and were then plated on glass coverslips placed in wells of six-well plates.
Twenty to 24 h following electroporation, macrophages were infected with C-opsonized
L. donovani promastigotes for 15 min, and excess and non-ingested promastigotes were
removed by 4 to 6 washes in cold PBS 1X prior to fixation in 2% formaldehyde and
staining with Draq 5. For the HA-Ap85a. expression construct, RAW 264.7 macrophages
were transfected with Fugene 6 transfection reagent (Roche, Laval, Qc, Canada). The
day before the experiment, 2 X 10° macrophages/well were plated onto coverslips placed
in 24-well plates and were transfected with 1 pug of plasmid DNA following the
manufacturer’s instructions and incubated for 8 to 12 h at 37°C. Macrophages were
washed with complete medium and GFP-expressing promastigotes were added at a
parasite-to-cell ratio of 20:1 for 30 min, and excess and non-ingested promastigotes were
removed prior to fixation and permeabilisation. Expression of HA-Ap85a. in transfected
macrophages was detected with the mouse anti-HA monoclonal antibody HA.11
(BAbCo) and an Alexa-568 anti-mouse IgG (H+L) (Molecular Probes). Endogenous
p85a was localized in macrophages infected with GFP-promastigotes using a mouse
anti-p850. monoclonal antibody (Upstate) and an Alexa-568 anti-mouse IgG (H+L)
antibody. The FYVE-GFP expression construct was also transfected into macrophages
with Fugene 6 transfection reagent as for the HA-Ap85a construct. Once more, 20 to 24
h following transfection, cells phagocytosed complement-opsonized parasites at a
parasite to cell ratio of 20:1 for 7 minutes. Unbound parasites were subsequently washed
with complete medium and cells were allowed to continue their phagocytosis for 30 min.
Visualization of promastigotes was achieved by staining the cells with Draq 5 as it was

done for macrophages expressing PHAKT-GFP.
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Infections. Prior to infections, stationnary phase promastigotes were incubated with 10%
DBA/2 C5-deficient mouse serum (Charles River, St-Constant, Canada) for 1 h in a 37°C
incubator. Parasites were then washed in Dulbecco’s modified Eagle’s medium before
being resuspended in complete medium. For infections, complement-opsonized
promastigotes were incubated with macrophages adhered to glass coverslips at a parasite-
to-cell ratio of 20:1 for the indicated time. Infection levels were assessed by
fluorescence microscopy. Briefly, macrophages were first incubated at room temperature
for 20 min in phosphate-buffered saline with 0.1% Triton X-100, 1% bovine serum
albumin, and 20% goat serum. Then, the macrophage cytoskeleton was stained with the
F-actin binding Phalloidin Alexa-488 (Molecular Probes) and the macrophage and
parasite nuclei were stained with 5 uM Draq 5 (Biostatus Limited, Leicestershire, UK).
Coverslips were mounted on glass slides and the number of intracellular parasites was

determined by fluorescence microscopy.

Confocal and fluorescence microscopy. Coverslips were mounted on glass slides with
Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham, AL) and sealed
with transparent nail polish. For the phagocytosis experiments with cells expressing HA-
Ap85a, the slides were examined in an inverted fluorescence microscope (Nikon Eclipse
TE2000) under a 60 X oil immersion objective with the Metamorph acquisition software
(Universal Imaging Corporation). For all the other experiments, cells were examined in
an inverted microscope under a 60 X oil immersion objective and a Nikon Eclipse ES800
microscope mounted on the Radiance 2000 confocal laser scanning system (Bio-Rad
Laboratories Inc.,Richmond, CA). Images were analyzed with the LasersharpNT

acquisition software (BioRad, Richmond, CA).
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Results

Active class I PI3K is recruited to early L. donovani promastigotes-containing
phagosomes. We determined whether class I PI3K is present on nascent L. donovani
promastigotes-containing phagosomes. Since the association of class I PI3K to the
nascent phagosome is rapid and transient, phagocytosis of C-opsonized L. donovani
promastigotes was allowed to proceed only for 15 min before staining with an antibody
directed against the class I p85a regulatory subunit. As shown in Figure 1, p85a was
present on early phagosomes containing both WT and Ipg2-KO L. donovani
promastigotes. Active class I PI3K generates PI(3,4,5)P; which specifically serves to
recruit PH domain-containing proteins. Since the PH domain of AKT protein kinase
binds with high affinity to PI(3,4,5)P; (Franke, T.F. et al.1997; Klippel, A. et al.1996),
we used a PHAKT-GFP fusion protein as a probe to detect these phospholipids on L.
donovani promastigote-containing phagosomes. As shown in Figure 2, PHAKT-GFP
was recruited to early (15 min) phagosomes containing both WT and Ipg2-KO L.
donovani promastigotes. We did not detect PHAKT-GFP at later time points (data not
shown). The point mutant of PHAKT(R25C)-GFP is unable to translocate to membranes
in response to PI3K activation (Isakoff, S.J. et al.1998). We used it as a control to show
the specificity of PHAKT-GFP recruitment to L. donovani promastigote-containing
phagosomes (Fig. 2). These data indicate that class I PI3K present on early L. donovani
promastigote-containing phagosomes is active. Moreover, activity of class I PI3K was

not affected by LPG or other members of the phosphoglycan family.

Class I PI3K plays a role in the phagocytosis of L. donovani promastigotes. To
determine whether class I PI3K plays a role in the phagocytosis of C-opsonized L.
donovani promastigotes, we took two distinct approaches. First, we incubated

macrophages in the absence or the presence of 100 nM wortmannin (a PI3K inhibitor) for
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1 h prior to the addition of C-opsonized WT and /pg2-KO promastigotes. As shown in
Figure 3B, wortmannin decreased the uptake of complement-opsonized WT and Ipg2-
KO L. donovani promastigotes by 60% and 22%, respectively. This reduction in uptake
was not the consequence of a reduced attachment of promastigotes to the macrophages
(not shown). Because wortmannin displays little selectivity within the various PI3K
classes, we took a genetic approach to inhibit class I PI3K. This was achieved by
expressing a HA-tagged deletion mutant of the p85c subunit in RAW 264.7
macrophages. This Ap85a mutant, in which the p110 binding site was deleted, is a
dominant-negative mutant of the p85c adaptor subunit (Hara, K. er al.1994). As shown
in Figure 4B, expression of HA-Ap85a inhibited the uptake of both WT and /pg2-KO L.
donovani promastigotes by 65% and 62%, respectively. These results suggest that class I
PI3K plays an important role in the phagocytosis of C-opsonized L. donovani

promastigotes.

Intact lipid rafts are required for phagocytosis and for the generation of PI(3,4,5)P; at
L. donovani promastigote-containing phagosomes. Several signaling molecules have
been identified in lipid rafts including PI3K (Liu, J.et al.1997; Liu, P.et al.1996) and
phosphoinositides (Hope, H.R. et Pike, L.J.1996). To assess whether intact lipid rafts are
required for the activity of class I PI3K in the context of L. donovani promastigotes
infection, we investigated the impact of cholesterol depletion on promastigote uptake and
on the recruitment of PHAKT-GFP to phagosomes. Cholesterol depletion, which
disturbs lipid rafts integrity, was achieved using 10 mM methyl-B-cyclodextrin
(Kilsdonk, E.P. et al.1995). We assessed the efficacy of this treatment on lipid raft
integrity by confocal microscopy following labelling of macrophages with Alexa594-
cholera toxin § which binds to ganglioside GM1 (Kilsdonk, E.P.et al.1995). As shown
in Figure 5A, distribution of ganglioside GM1 was punctated in control macrophages. In

contrast, gangliosidle GM1 was evenly distributed in the cellular membrane after
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cholesterol extraction, indicating disruption of lipid rafts (Fig. 5B) (Orlandi, P.A. et
Fishman, P.H.1998). Infection of methyl-B-cyclodextrin-treated macrophages revealed
that cholesterol extraction inhibited the uptake of both WT and Ipg2-KO C-opsonized
promastigotes by 72% and 64%, respectively (Fig. 5C). Disruption of lipid rafts integrity
also inhibited the generation of PI(3,4,5)P; at the site of internalization of both WT and
Ipg2-KO promastigotes, as illustrated by the absence of PHAKT-GFP recruitment at the
nascent phagosome (Fig. 6). These data show that integrity of lipid rafts is essential for
the phagocytosis of L. donovani promastigotes and for the activity of class I PI3K during

this process.

Class IIl PI3K generates PI(3)P at the membrane of phagosomes containing L.
donovani promastigotes. Once the phagosome is formed, class III PI3K generates
PI(3)P, which plays a key role in the early events of phagolysosomal biogenesis (Fratti,
R.A.et al.2001; Gillooly, D.J.et al.2001; Vieira, O.V.et al.2001). Since L. donovani
promastigotes inhibit phagosome maturation (Desjardins, M. et Descoteaux, A.1997;
Scianimanico, S.et al.1999), we sought to determine whether this inhibition was related
to an alteration of class III PI3K activity. To detect PI(3)P in phagosomal membranes we
expressed the FYVE domain of EEA1 fused to GFP in RAW 264.7 macrophages. As
shown in Figure 7, FYVE-GFP was recruited to phagosomes containing both WT and
Ipg2-KO C-opsonized promastigotes. These results indicate that class ITI PI3K is active
in newly formed phagosomes containing L. donovani promastigotes. Furthermore, these
results suggest that LPG-mediated inhibition of phagolysosomal biogenesis is not related

to an abnormal generation of PI(3)P during the early stage of maturation.
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Ipg2-KO

Figure 1. PI3K localizes at the nascent phagosome during phagocytosis of L donovani
promastigotes. Macrophages were infected for 15 min with either WT or /pg2-KO
promastigotes and the presence of class I PI3-K was detected using an antibody against
p85a. The images were taken by confocal microscopy with a 60X oil immersion

objective. Bars, Spum.
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Figure 2. PI(3,4,5)P; is generated at the nascent phagosome during phagocytosis of L
donovani promastigotes. Macrophages were transfected with either PHAKT-GFP or
PHAKT-GFP. Cells were then infected with either (A) WT promastigotes or (B) Ipg2-
KO promastigotes for 15 min. Arrows show phagosomes containing parasites. The
images were taken by confocal microscopy with a 60X oil immersion objective. Bars,

Sum.
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Figure 3. Wortmannin inhibits the phagocytosis of L. donovani promastigotes.
Macrophages were treated with 100 nM wortmannin or DMSO as a control for 1 h and
were washed several times before infection with either WT or Ipg2-KO promastigotes.
(A) Nuclei were stained with Draq 5 (blue) and actin was stained with phalloidine alexa-
488. Images were taken by confocal microscopy with a 60X oil immersed objective.
Different fields of cells were randomly chosen. (B) The number of internalized parasites
per 100 macrophages was visually counted with the Lazersharp acquisition software.
Phagocytosis efficiency is expressed as the percent of the DMSO treated cells. All
experiments were done in triplicata and similar results were obtained in three
independent experiments. Bar, Sum. *** p< 0.001 and * p< 0.05 as compared with cells

treated with DMSO.
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Figure 4. A dominant-negative p85a inhibits the phagocytosis of L. donovani
promastigotes. Cells were transfected with the HA-Ap85a. expression, and infected with
either WT or [pg2-KO promastigotes for 30 min. (A) Internalized parasites show an
accumulation of HA-Ap85a at the phagosome. (B) Phagocytosis was determined as the
number of internalized parasites per 100 cells expressing HA-Ap85a. Similar results
were obtained in three independent experiments. Bars, Sum. *** p< 0.001 and ** p<

0.01 as compared with cells transfected without the vector.
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Figure 5. Cholesterol depletion inhibits the phagocytosis of L. donovani promastigotes.
Macrophages were treated with 10mM MBCD for 1 h and were washed several times
prior to infection with either WT or /pg2-KO promastigotes for 30 min. To evaluate the
integrity of lipid rafts, cells were treated with 2 pg/ml cholera toxinB-Alexa 594 (red)
which binds to the lipid raft marker ganglioside GM1. (A) Control cells. (B) Cells
treated with MBCD. (C) Phagocytosis was determined as in Figure 4. Experiments were
done in triplicata and similar results were obtained in three independent experiments.

Bars, Spm. ** p< 0.01 and * p< 0.05 as compared with cells treated with DMSO.
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Figure 6. Cholesterol depletion inhibits the generation of PI(3,4,5)P; at the nascent
phagosome. Macrophages were transfected with PHAKT-GFP and infected with either
WT or Ipg2-KO promastigotes for 15 min. Arrows show phagosomes containing
parasites. (A) control cells and (B) cells treated with MBCD. (C) the number of PHAKT-
GFP-positive phagosomes over the total number of internalized parasites. Similar results
were obtained in more than three independent experiments. The images were taken by
confocal microscopy with a 60X oil immersion objective. Bars, Sum. ** p< 0.01 as

compared with cells treated with DMSO.
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Figure 7. PI(3)P is generated at the early phagosome during phagocytosis of L donovani
promastigotes. Macrophages were transfected with FYVE-GFP and were infected with
either WT or /pg2-KO promastigotes for 7 min followed by an additional 30 min after
removal of excess parasites. The frequency of FYVE-GFP-positive phagosomes was
similar for both WT- and [pg2-KO-containing phagosomes. The images were taken by
confocal microscopy with a 60X oil immersion objective. Bars, Sum. Similar results

were obtained in two independent experiments.
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Discussion

Following their internalization by macrophages, promastigotes of the protozoan
parasite Leishmania donovani inhibit phagolysosome biogenesis by preventing
interactions between the phagosome and late endosomes and lysosomes (Desjardins, M.
et Descoteaux, A.1997; Scianimanico, S.et al.1999). This maturation arrest is dependent
on the virulence glycolipid LPG, and is accompanied by an accumulation of
periphagosomal F-actin (Holm, A.et al.2001). The precise mechanism by which LPG
exerts this effect on phagosome biogenesis remains unknown. PI3Ks and their
phosphoinositides products play a central role in phagocytosis and phagosome
maturation (Fratti, R.A.et al.2001; Gillooly, D.J.et al.2001; Vieira, O.V.et al.2001). In
this study, we investigated the role and activities of class I and class III PI3K during the
phagocytosis of C-opsonized L. donovani promastigotes. We show that PI(3,4,5)P;
generated by class I PI3K are important for CR-mediated internalization of L. donovani
promastigotes. Moreover, our results suggest that LPG-mediated phagosome maturation
arrest is not the consequence of an impaired synthesis of PI(3)P at the newly formed

promastigote-containing phagosome.

Numerous studies have documented the role of class I PI3K during the
engulfment of particles mediated by either FcyR or CR in phagocytic cells (Cox, D.et
al.2000; Cox, D.etr al.1999; Stephens, L. et al.2002; Vieira, O.V.et al.2001), as well as in
the internalization of microbial pathogens by non-phagocytic cells (Booth, JW. et
al.2003; Ireton, K.et al.1996; Wilkowsky, S.E. et al.2001; Woolsey, A.M.et al.2003).
Our data are consistent with class I PI3K playing an important role in the internalization
of C-opsonized L. donovani promastigotes. Firstly, uptake is accompanied by the

presence of class I PI3K at the nascent phagosome and the generation of PI(3,4,5)P3, and
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secondly, inhibition of class I PI3K with either wortmannin or expression of a dominant-
negative mutant of p85 blocked the internalization of L. donovani promastigotes. The L.
donovani surface glycolipid LPG plays an important role in the interaction between the
parasite and the macrophage (Descoteaux, A. et Turco, S.J.1999; Descoteaux, A. et
Turco, S.J.2002), including the evasion of ERKI1/2 activation and the inhibition of
phagolysosome biogenesis (Desjardins, M. et Descoteaux, A.1997; Prive, C. et
Descoteaux, A.2000). Our data using the Ipg2-KO mutant indicated that LPG had no

impact on the recruitment or activity of class I PI3K during the internalization process.

Little is known concerning the role of lipid rafts or other cholesterol-enriched
domains in CR-mediated phagocytosis. While investigating the role of cholesterol in the
uptake of Mycobacterium bovis BCG, Gatfield and Pieters showed that the requirement
for cholesterol in the internalization of microorganisms is selective (Gatfield, J. et
Pieters, J.2000). Cholesterol depletion inhibited the phagocytosis of M. bovis BCG and
M. tuberculosis, but had no effect on the uptake of E. coli, Yersinia, Salmonella, and
Lactobacillus. Although uptake of M. bovis BCG is mediated to some extent by CR3,
they showed that cholesterol is not required for CR3 function in general. Rather, M.
bovis BCG binds cholesterol with high affinity, indicating the presence of a cholesterol-
binding site at the mycobacterial cell surface (Gatfield, J. et Pieters, J.2000). These
binding sites may possibly interact directly with cholesterol-rich domains present in the
macrophage membrane. Alternatively, these domains may have an important role in the
signaling events leading to phagocytosis. This possibility is consistent with our data
showing that cholesterol is required for the generation of PI(3,4,5)P; at the phagosomal
membrane and for the uptake of C-opsonized L. donovani promastigotes. These findings
are in agreement with the current view that cholesterol-rich domains may recruit
signaling effectors such as class I PI3K required for the internalization process

(Anderson, R.G.1998; Liu, J.et al.1997; Liu, P.et al.1996; Zajchowski, L.D. et Robbins,
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S.M.2002). A recent study showed that cholesterol is not required for binding of serum-
opsonized L. donovani promastigotes to macrophages (Pucadyil, T.J.et al.2004). The
authors of this study did not however determine whether internalization per se of the

parasites was affected by cholesterol depletion.

A key step in the phagosome maturation process is the generation of PI(3)P by
class III PI3K at the newly formed phagosome (Ellson, C.D.et al.2001; Vieira, O.V.et
al.2001). This phosphoinositide is a ligand for proteins bearing either a FYVE or a PX
domain, such as EEA1 and Hrs, both of which participate in the phagosome maturation
process (Vieira, O.V.et al.2001; Vieira, O.V.et al.2004). EEA1 is a downstream effector
of Rab5 (Simonsen, A.er al.1998), which regulates the interactions between the newly
formed phagosome and early endosomes (Duclos, S.et al.2000). Using a FYVE-GFP
construct, we showed that levels of PI(3)P are comparable in phagosomes containing WT
and Ipg2-KO promastigotes. This observation suggests that the early stage of the
phagosome maturation process is not affected by LPG. This is also in agreement with
our previous findings that phagosomes containing either WT or Ipg2-KO promastigotes
acquire and lose early the endocytic markers EEA1 and transferrin receptor, an indication
that L. donovani promastigote-containing phagosomes are able to mature beyond the
early endosome stage (Scianimanico, S.et al.1999). This is clearly in contrast with the
block in phagosomal maturation by Mycobacterium tuberculosis, which is mediated by
the inhibition of class III PI3K activity and the subsequent recruitment of EEA1 by the
mycobacterial toxin lipoarabinomannan (Fratti, R.A.et al.2001; Fratti, R.A. et al.2003;

Vergne, L. et al.2004).

In summary, we provide new information on the role of phosphoinositides during
the phagocytosis of L. donovani promastigotes. Class I PI3K activity is an important

event in the internalization of C-opsonized L. donovani promastigotes by macrophages.
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Moreover, cholesterol is required for the generation of PI(3,4,5); and the uptake of L.
donovani promastigotes. Finally, inhibition of phagolysosome biogenesis by LPG is not

a consequence an impaired generation of PI(3)P at the phagosome membrane.
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Les macrophages sont des cellules indispensables au niveau de la défense
immunitaire mais aussi lors du développement et de la régénération des tissus. Ce qui
leur donne ces rbles primordiaux, c’est leur capacité a engloutir des particules plus
grosses qu’eux-mémes par un processus que ’on nomme phagocytose (May, R.C. et
Machesky, L.M.2001). Ce phénomeéne est régit par I’interaction de particules avec une
multitude de récepteurs a la surface méme des macrophages, leur donnant ainsi un grand
pouvoir de reconnaissance. S’ensuit une mobilisation du cytosquelette menant i
I’extension de membranes autour de la particule & ingérer (Booth, J.W.et al.2001). Une
fois engloutie, cette méme particule se retrouve dans un compartiment, notamment le
phagosome. Eventuellement, ce phagosome interagira de fagon transitoire et séquentielle
avec des endosomes et des lysosomes qui lui transféreront des protéases, des hydrolases
ainsi qu’un milieu plus acide menant a la dégradation de la particule (Aderem, A. et
Underhill, D.M.1999; Allen, L.A. et Aderem, A.1996; Desjardins, M.1995; Desjardins,
M. et al.1994; Desjardins, M.et al.1994; Desjardins, M.et al.1997). Ces événements

constituent le processus de maturation du phagosome.

La phagocytose est un mécanisme de défense exemplaire certes, mais non
infaillible puisque plusieurs microorganismes s’en servent tel un cheval de Troie pour
accéder a I’hbte sans se faire remarquer (Duclos, S. et Desjardins, M.2000). Tel est le
cas pour le parasite intracellulaire Leishmania donovani, un protozoaire flagellé
appartenant a la famille des Trypanosomatides, qui infectent la lignée des
monocytes/macrophages chez les mammiféres (Alexander, J. et Russell, D.G.1992;
Alexander, J.et al.1999). Dans les régions tropicales et subtropicales, ces derniers sont la
cause de la leishmaniose viscérale aussi connue sous le nom de kala-azar, une maladie
pouvant &tre fatale si elle est n’est pas traitée (Alexander, J.er al.1999). Afin de survivre
a I'intérieur des macrophages, les promastigotes de L. donovani vont inhiber de fagon
transitoire la biogénése du phagolysosome. C’est la molécule de surface
lipophosphoglycan (LPG), la plus abondante a la surface du promastigote, qui en est
responsable. En s’insérant dans la membrane du phagosome, le LPG altére les propriétés

fusogéniques de cette derniére et empéche l’activation ainsi que le recrutement de

protéines nécessaires a la maturation du phagosome (Descoteaux, A. et Turco, S.J.2002;
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Desjardins, M. et Descoteaux, A.1997). Ceci a pu étre découvert, entre autre, grice a la
forme mutante du promastigote de Leishmania donovani, soit la forme Ipg2-KO
(Descoteaux, A.et al.1995). N’ayant pas de LPG a sa surface, celui-ci est rapidement
dégradé a lintérieur du phagolysosome (Desjardins, M. et Descoteaux, A.1997,
McNeely, T.B. et Turco, S.J.1990). Cette astuce de la part de L. donovani a donc suscité
beaucoup d’attention de la part des scientifiques. Plusieurs recherches se concentrent sur

les événements qui engendrent I’inhibition de la biogénése du phagolysosome.

N

Certes, plusieurs étapes menant a l'entrée des parasites a I'intérieur des
macrophages suivant leur interaction avec les récepteurs, demeurent encore dans
I’ombre. C’est pourquoi nous avons dirigé nos recherches sur des facteurs pouvant avoir
un rdle important dans I’internalisation du parasite. De plus, les molécules de LPG des
promastigotes sont détectées a la membrane des macrophages, au site d’internalisation,
de 5 a 10 minutes suivant le début de I’'infection (Tolson, D.L.et al.1989). Or, les
molécules de LPG se retrouvent insérées dans la membrane avant méme la formation
compléte du phagosome. Voici pourquoi il nous intéressait d’observer si le LPG des
promastigotes agissait a des étapes plus préliminaires afin d’inhiber la biogénése du
phagolysosome. A cette fin, nous avons utilisé les promastigotes déficients en LPG
(Ilpg2-KO) en paralléle avec les promastigotes de type sauvage tout au long de nos

expérimentations.

Nous avons d’abord porté notre attention sur la phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3-K). Celle-ci est impliquée dans une multitude de fonctions cellulaires incluant le
trafic membranaire, 1’apoptose, la prolifération cellulaire et la phagocytose. Il existe
trois grandes classes de PI3-kinases possédant chacune plusieurs isoenzymes
(Vanhaesebroeck, B. et Waterfield, M.D.1999; Wymann, M.P.et al.2003). C’est la PI3-
K de classe IA qui est la plus importante au niveau de I’internalisation via les récepteurs
Fc et du complément, tandis que 1’activité de la PI3-K de classse III est nécessaire a la
maturation du phagosome et intervient au tout début de la maturation (Vieira, O.V.et
al.2001). La PI3-K de classe IA est constituée de deux sous-unités, une sous-unité

adaptatrice (p85) et une sous-unité catalytique (pl110). Lors de I’activation des
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récepteurs de phagocytose, le dimére p85/p110 est recruté a la membrane plasmique pour
générer les PI(3,4)P; et PI(3,4,5)P; qui recruteront i leur tour d’autres protéines
effectrices (Gillooly, D.J. er al.2001). La PI3-K de classe IIT est également un
hétérodimére composé de la sous-unité catalytique nommée Vps34p et découverte pour
la premiére fois chez la levure S. saccharomyces, ainsi que de la sérine/thréonine kinase
Vps15p chez la levure et p150 chez les mammiféres (Wymann, M.P. et Pirola, L.1998).
Un important point d’intérét sur la PI3-K est qu’elle est importante pour I’invasion de
différents microorganismes tels que les bactéries Listeria monocytogenes (Ireton, K.et
al.1996) qui infectent des cellules non-phagocytiques, Neisseria gonorrhoeae (Booth,
J.W.et al.2003) et Helicobacter pylori (Kwok, T. et al.2002). Elle est également
nécessaire a l'invasion du parasite Trypanosoma cruzi (Wilkowsky, S.E.et al.2001;
Woolsey, A.M.et al2003), un protozoaire appartenant & la méme famille que

Leishmania.

Nous avons alors entrepris la tdche d’investiguer le role de la PI3-Kinase dans la
phagocytose des promastigotes de Leishmania donovani par les macrophages RAW
264.7 dans un contexte d’opsonisation au complément. Bien que les promastigotes de
Leishmania donovani peuvent étre ingérés sans opsonisation, in vivo, ceux-ci sont
recouverts des molécules du complément C3b et iC3b (Mosser, D.M. et Rosenthal,
L.A.1993; Puentes, S.M.er al.1989) pour se faire phagocyter via les récepteurs CR1 et
CR3. Nous avons donc jugé pertinent de travailler avec des parasites opsonisés avec du
sérum nous rapprochant ainsi de ce qui se passe in vivo. Cependant, nous avons utilisé

du sérum de souris déficientes en C5 pour ainsi éviter la lyse du mutant Ipg2-KO.

Dans le but de déterminer le rdle de la PI3-K dans I’internalisation des
promastigotes de L. donovani, nous avons tout d’abord utilisé la wortmannin, un
inhibiteur pharmacologique de la kinase qui agit en alkylant un résidu lysine du site de
liaison a I’ATP présent sur la sous-unité catalytique p110 (Wymann, M.P. et al.1996).
L’avantage de cet inhibiteur est que son action est irréversible et il agit a de faibles
concentrations. Cette approche a souvent été employée lors de recherches portant sur

I'implication de la PI3-K dans plusieurs processus cellulaires. Nos résultats démontrent
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une diminution des la phagocytose pour les promastigotes de type sauvage (WT) et Ipg2-
KO lors du traitement des cellules avec la wortmannin. Cependant, I’entrée cies
promastigotes Ipg2-KO semble étre moins affectée par la présence de I'inhibiteur. Cette
différence pourrait indiquer une variation au niveau de I’internalisation entre les
promastigotes WT et Ipg2-KO. Cependant, la spécificité de la wortmannin diminue
lorsque sa concentration est augmentée (Stein, R.C.2001). Cette défaillance pourrait
donc étre la cause de la variabilité observée. De plus, cet inhibiteur ne pouvait nous
permettre de distinguer I’implication des PI3-K de classe I entre celle des PI3-K de classe
III n’étant pas spécifique a une seule classe de PI3-K. C’est pourquoi nous avons jugé
nécessaire d’utiliser des approches additionnelles afin de soutenir ou infirmer les

résultats obtenus lors de notre premiére expérience.

Pour les PI3-K de classe IA, il existe trois isoformes pour la sous-unité
catalytique chez les mammiféres, p110c, p110p et p1103 codés par trois génes distincts.
Trois génes codent pour les sous-unités p85a, p85f et p55y et quatre sous-unités
adaptatrices supplémentaires sont générées par épissage alternatif (Vanhaesebroeck, B. et
Waterfield, M.D.1999). Malgré la variété d’isoenzymes disponibles, ils ne sont pas tous
requis lors de la phagocytose. Les isoenzymes p85a et B (Vieira, O.V.et al.2001) de la
sous-unité adaptatrice et 1’isoenzyme p110f (Leverrier, Y.et al.2003) de la sous-unité
catalytique sont les plus importants lors de 1’internalisation via les récepteurs Fc et du
complément. C’est pourquoi nous avons entrepris d’observer plus spécifiquement le role
de la sous-unit¢é p85ct de la classe IA dans la phagocytose de Leishmania. La
surexpression du mutant A p85a cause une diminution significative de 1’entrée des
promastigotes WT semblable a celle observée avec le traitement a la wortmannin.
Cependant, la phagocytose des promastigotes Ipg2-KO s’en est trouvée beaucoup plus
affectée que lors de la premicre expérience avec une diminution presque équivalente a
celle obtenue pour les promastigotes de type sauvage. Le pourcentage de phagocytose
résiduel pourrait €tre expliqué par la présence des autres isoenzymes encore intactes tels
que p8S et p55y, tous deux étant exprimés chez les macrophages RAW 264.7 (Yu, W. et
al.2000).
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La prochaine étape de notre investigation se voulait étre une approche nous
permettant de visualiser 'implication de la PI3-Kinase de classe I lors de la phagocytose
des promastigotes de L. donovani. A I’aide d’un anticorps spécifique a la sous-unité
p850, nous avons pu observer le recrutement de la PI3-K aux phagosomes contenant des
promastigotes de type sauvage autant que pour des phagosomes contenant des
promastigotes déficients en LPG. Nous avons également réussi a localiser les produits
de la PI3-K, les PI(3,4)P, et les PI(3,4,5)P; aux phagosomes a I’aide des constructions
AKT-PH-GFP. Nous avons observé que le recrutement était aussi fréquent pour les

parasites de type sauvage autant que pour les parasites Ipg2-KO.

S. Scianimanico et son groupe ont observé que les phagosomes contenant des
promastigotes de type sauvage possédent le marqueur d’endosomes précoces EEAl
(Early Endosome Antigen 1) cependant, un faible pourcentage de ceux-ci réussissaient a
acquérir le marqueur d’endosomes tardifs Rab 7 (Scianimanico, S.et al.1999). Le
marqueur EEA1 posséde le domaine FYVE, un domaine de liaison spécifique aux PI(3)P
générés par la PI3-K de classe III. Ces phosphoinositides ainsi que la GTPase Rab5,
meénent au recrutement de EEA1 aux phagosomes (Simonsen, A.et al.1998). Afin de
supporter cette observation, nous avons observé la présence la PI3-K de classe III ainsi
que des PI(3)P en surexprimant le domaine FYVE de EEAIl fusionné 3 la GFP.
L’accumulation de la protéine de fusion aux phagosomes contenant des promastigotes de
type sauvage et Ipg2-KO démontre bien que les molécules de LPG agissent sur la
maturation du phagosome 2 une étape subséquente 2 1’acquisition des marqueurs

précoces de maturation.

Conjointement, nos résultats démontrent que les PI3-Kinase de classe I et III sont
impliquées dans la phagocytose des promastigotes de L. donovani opsonisés au
complément. De plus, la PI3-K de classe I semble étre aussi importante dans
I'internalisation des promastigotes déficients en LPG autant que pour celle des
promastigotes de type sauvage. Il est donc clair que le LPG n’affecte ni le recrutement,

ni Iactivation des PI3-Kinases au phagosome.



Tout récemment, les radeaux lipidiques sont devenus le centre d’attention dans
plusieurs domaines de recherche. Ces régions dynamiques que l’on retrouve a la
membrane plasmique et sur les membranes endosomales, dans le RE et au Golgi ot les
protéines ancrées au GPI sont triées, démontrent des caractéristiques particuliéres
(Helms, J.B. et Zurzolo, C.2004; Sarnataro, D. et al.2004). Celles-ci sont insolubles
lorsque traitées avec des détergents tel que le Triton X-100, ont une faible densité et sont
enrichies en cholestérol, sphingolipides, glycosphingolipides et en protéines ancrées par
le GPI (Brown, D.A. et London, E.2000; Fivaz, M.et al.1999:; Helms, J.B. et Zurzolo,
C.2004; Hinchliffe, K. et Irvine, R.1997; Iwabuchi, K. et al.1998; Jacobson, K. et
Dietrich, C.1999; Pralle, A.er al.2000; Sargiacomo, M.et al.1993; Simons, K. et Ikonen,
E.1997; Zajchowski, L.D. et Robbins, S.M.2002). Ces microdomaines sont dynamiques
puisqu’ils peuvent étres internalisés de la membrane plasmique et étre recyclés. En effet,
les glycosphingolipides sont internalisés de la membrane plasmique par un mécanisme
indépendant de la clathrine et plut6t relié aux caveolae. Subséquemment, les vésicules
fusionnent avec les endosomes précoces pour étre séparés en deux réservoirs distincts; un
premier transporté au Golgi via les endosomes tardifs et un second recyclé a la
membrane plasmique (Pagano, R.E. et Chen, C.S.1998; Sharma, D.K. et al.2003). 1
existe une sous-population de radeaux lipidiques du nom de caveolae. Ces derniers se
définissent par de petites invaginations en forme de flacon. IIs sont formés par la
coalescence de petits radeaux lipidiques entrainée par 1’oligomérisation de la caveoline-1
(Anderson, R.G.1998; Helms, J.B. et Zurzolo, C.2004; Rothberg, K.G.er al.1992).

Ces microdomaines servent une multitude de fonctions pour la cellule certes,
mais sont aussi utiles pour I'infection de plusieurs microorganismes. Le pathogéne
intracellulaire Mycobacterium bovis BCG se lie au cholestérol avec beaucoup d’affinité
et ne peut étre internalisé par les macrophages lorsque ces derniers sont traités avec des
agents qui perturbent le niveau de cholestérol (Gatfield, J. et Pieters, J.2000). L’adhésine
FimH a la surface de la bactérie E.coli se lie au récepteur CD48, une protéine ancrée au
GPI et présente dans les radeaux lipidiques du phagocyte (Shin, J.S. et al.2000). Des

structures similaires aux caveolea ont été détectées dans les membranes entourant le
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parasite Plasmodium falciparum (Olliaro, P. et Castelli, F.1997). C’est pourquoi nous
avons trouvé pertinent de vérifier si les radeaux lipidiques sont également nécessaires a
Iinternalisation des promastigotes de Leishmania donovani opsonisés au complément.
Nos résultats démontrent clairement que la déplétion en cholestérol par la MBCD
diminue significativement I’entrée des parasites dans leurs cellules hotes et ce, autant
pour les promastigotes de type sauvage que pour les promastigotes [pg2-KO. Ce résultat
va cependant a I’encontre des observations obtenues par Pucadyil et ses collégues. Ce
dernier a démontré que la déplétion en cholestérol chez les macrophages n’affectait
aucunement la phagocytose des promastigotes de L. donovani opsonisés au complément
tandis que I’internalisation des parasites non-opsonisés en était significativement
diminuée (Pucadyil, T.J.et al.2004). Nous pouvons expliquer cette divergence dans nos
résultats par le fait que nous ayons utilisé des méthodes différentes pour arriver 4 nos
conclusions. IIs ont utilisé des parasites marqués au tritium et & la FITC et I’efficacité
d’infection a été mesurée a ’aide d’un compteur 2 scintillation et a I’aide de cytométrie
en flux. Nos analyses d’infection se sont faites au microscope confocal, I’actine des
macrophages et les parasites étant marqués avec des fluorochromes. Cette technique
nous permettait de différencier visuellement les parasites ingérés des parasites
simplement liés aux macrophages. De plus, nous avons utilisé une souche différente de

L. donovani ce qui pourrait également contribuer 2 la variation dans nos résultats.

Une observation additionnelle a attiré notre attention démontrant que la PI3-
Kinase de classe I se localise aux caveolae dans des fibroblastes humains et des cellules
endothéliales microvasculaires de poumons chez les rats (RLMVEC) (Liu, J.et al.1997;
Liu, P.et al.1996). De plus, lors d’une autre étude, des phosphoinositides tels que
phosphatidylinositol et les PtdIns(4,5)P, ont été isolés dans des fractions membranaires
représentant les caveolae dans des cellules MDCK (Hope, H.R. et Pike, L.J.1996). Ceci
nous a mené vers I’hypothése qu’en absence de radeaux lipidiques intacts, la localisation
de la PI3-Kinase serait affectée. Nous avons alors tenté de repérer AKT-PH aux
phagosomes contenant des promastigotes chez des cellules déplétées en cholestérol. Le
pourcentage de phagosomes positifs en AKT-PH-GFP était beaucoup plus petit lorsque
les cellules avaient été traitées a la MBCD. L’absence des PI(3,4)P; et des P1(3,4,5)P,
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aux phagosomes démontre que la PI3-K de classe I n’est pas recrutée ou simplement
qu’elle n’est pas activée a cet endroit. Puisque les macrophages RAW 264.7 possédént
des caveolae (Lei, M.G. et Morrison, D.C.2000) et que PI3-K s’y localise dans d’autres
lignées cellulaires, il serait logique que la distribution de la kinase soit affectée en
I’absence de ces microdomaines. De plus, d’autres facteurs nécessaires au recrutement
de la PI3-K, tels que les kinases de la famille Src (Davy, A. et al.2000; Furuchi, T. et
Anderson, R.G.1998; Liu, J.et al.1997; Robbins, S.M. er al.1995) et Shc (Teixeira, A. et
al.1999) sont également enrichis dans les radeaux lipidiques. La protéine activatrice Ras
se retrouve aussi dans les radeaux lipidiques et donc la désorganisation de ceux-ci par la
déplétion en cholestérol affecterait aussi la distribution de la protéine Ras (Iwabuchi, K.et
al.1998). 1l aurait été pertinent d’€lucider si la désorganisation des radeaux lipidiques
affecte spécifiquement le recrutement de la PI3-Kinase ou simplement son activation au
phagosome en détectant directement sa présence avec I’anticorps dirigé contre la sous-
unité p85a.. De plus, nous ne savons pas si toutes les classes de PI3-K et toutes les

isoenzymes sont partie intégrale des radeaux lipidiques.

La diminution de phagocytose observée lors de la désorganisation des radeaux
lipidiques (WT :72%; Ipg2-KO :64%) est plus importante que celle observée lors de
I’ihnibition de la PI3-K soit par la wortmannin (WT :60%; Ipg2-KO :22%) ou lors de la
surexpression du dominant-négatif (WT :52%; Ipg2-KO :49%). Ceci peut &tre expliqué
par le simple fait qu’en perturbant I’intégrité des radeaux lipidiques, on affecte plusieurs
voies de signalisation simultanément incluant celle de la PI3-K. Donc, I’effet de la
MPBCD sur I’internalisation de L. donovani n’est pas causé uniquement par 1’absence de
la PI3-K puisque plusieurs autres facteurs impliqués dans la phagocytose tels que
I’actine-G monomérique (Chang, W.J. et al. 1994; Lisanti, M.P. et al.1994; Lisanti, M.P.
et al.1994; Smart, E.J.et al.1995) la myosine, PKCa et les GTPases Rap se retrouvent
aussi dans ces microdomaines. Comme témoin, il aurait été intéressant de rajouter du
cholestérol aux cellules et d’observer si le nombre de phagosomes positifs en AKT-PH

augmente.
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Or, ces expériences nous ont permis de démontrer que les radeaux lipidiques,
incluant les caveolae sont donc importants pour I’internalisation des promastigotes de

Leishmania donovani opsonisés au complément
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Conclusion



En somme, nous avons démontré que la PI3-K, plus spécifiquement de classe IA,
est nécessaire a I'internalisation des promastigotes de Leishmania donovani opsonisés au
complément. Nous avons également pu observer une accumulation de la PI3-Kinase de
classe I sur les phagosomes 15 minutes suivant le début de la phagocytose. Ensuite, la
localisation aux phagosomes des PI3-K de classe III lors de la phagocytose des
promastigotes de type sauvage nous a permis de supporter les observations que
Iinhibition de la maturation se réalise subséquemment 2 I'acquisition des marqueurs
d’endosomes précoces (Scianimanico, S.et al.1999). De plus, les radeaux lipidiques se
sont aussi avérés importants pour 1’entrée des promastigotes dans les macrophages. La
perturbation de ces microdomaines affecte donc soit le recrutement de la PI3-K de classe
I ou son activation. Bien que ces microdomaines soient importants pour I’internalisation
des promastigotes, leur role durant I’inhibition de la maturation du phagosome par
Leishmania reste ambigu puisque Dermine et collégues ont démontré que ce protozoaire
inhibe I’acquisition d’un marqueur de radeaux lipidique, la flotilline-1 (Dermine, J.F.et
al.2001). Puisque la molécule de LPG des promastigotes s’insére dans la membrane du
phagosome (Tolson, D.L.et al.1990) et que celle-ci posséde une ancre GPI, il est possible
que cette derni€re agisse sur les radeaux lipidiques (Descoteaux, A. et Turco, S.J .1999).
Il serait intéressant d’étudier ce qu’il se passe durant la maturation du phagosome en
utilisant d’autres marqueurs de radeaux lipidiques tels que les caveolines, d’autres
prot€ines ancrées au GPI et les gangliosides GM1 (Zajchowski, LD. et Robbins,
S.M.2002).

Tout au long de nos expérimentations, les promastigotes de type sauvage se sont
comportés de la méme fagon que les promastigotes Ipg2-KO. Ceci nous indique alors
que bien que les molécules de LPG s’insérent dans la membrane du phagosome naissant
(Tolson, D.L.et al.1990), ils n’affectent pas la biogénése du phagolysosome au niveau de
la PI3-Kinase de classe I et III. De plus, leur présence ne change aucunement le besoin
de radeaux lipidiques intacts pour I’internalisation des promastigotes de Leishmania

donovani.
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Suite a la premiére infection, ce sont les amastigotes qui sont libérés des
macrophages et vont infecter les cellules avoisinantes. Afin d’approfondir notre projef, il
serait intéressant d’investiguer si la forme amastigote de Leishmania requiert, de la
méme fagon que la forme promastigote, la PI3-K ainsi que les radeaux lipidiques pour

son entrée dans les macrophages.

L’actine-F et la protéine kinase Co (PKCo) sont deux facteurs sur lesquels le
LPG agit afin d’empécher la maturation du phagosome. L’actine-F périphagosomale
s’accumule autour des phagosomes contenant des promastigotes de type sauvage (Holm,
A.et al.2001) comparativement aux phagosomes contenant des promastigotes Ipg2-KO.
De plus, il a été démontré que le recrutement et I’activation de PKCo étaient inhibés par
le LPG des promastigotes (Descoteaux, A. et al.1992; McNeely, T.B. et Turco,
S.J.1987). Lors de la phagocytose via les récepteurs Fc, la dépolymérisation des
filaments d’actine coincide avec la disparition des PI(4,5)P, autour du phagosome
(Botelho, R.J.er al.2000). Ces phosphoinositides sont transformés soit en PI(3,4,5)P; par
la PI3-Kinase, soit en diacylglycérol (DAG) par la phospholipase C (PLC) (Botelho,
R.J.et al.2000; Greenberg, S.2001). Le DAG est un activateur de PKCo, (Kishimoto, A.
et al.1980). 1l serait alors intéressant de vérifier si la PLC est activée ou recrutée aux
phagosomes contenant des promastigotes de types sauvage versus des phagosomes
contenant des promastigotes. L’inactivation de la PLC pourrait expliquer en partie
I"inhibition de la dépolymérisation des filaments d’actine ainsi que I’inhibition de la

PKCo.
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