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Résumé

La phagocytose est un processus cellulaire par lequel de larges particules sont
internalisées dans une vésicule, le phagosome. Lorsque formé, le phagosome
acquiert ses propriétés fonctionnelles a travers un processus complexe de maturation
nommé la biogénese du phagolysosome. Cette voie implique une série d’interactions
rapides avec les organelles de 1’appareil endocytaire permettant la transformation
graduelle du phagosome nouvellement formé en phagolysosome a partir duquel la
dégradation protéolytique s’effectue. Chez ’amibe Dictyostelium discoideum, la
phagocytose est employée pour ingérer les bactéries de son environnement afin de se
nourrir alors que les organismes multicellulaires utilisent la phagocytose dans un but
immunitaire, ou des cellules spécialisées nommeées phagocytes internalisent, tuent et
dégradent les pathogeénes envahissant de I’organisme et constitue la base de
I’immunité innée. Chez les vertébrés a machoire cependant, la transformation des
mécanismes moléculaires du phagosome en une organelle perfectionnée pour
I’apprétement et la présentation de peptides antigéniques place cette organelle au
centre de 'immunité innée et de I’immunité acquise. Malgré le role crucial auquel
participe cette organelle dans la réponse immunitaire, il existe peu de détails sur la
composition protéique et 1’organisation fonctionnelles du phagosome.  Afin
d’approfondir notre compréhension des divers aspects qui relient I’immunité innée et
I’immunité acquise, il devient essentiel d’élargir nos connaissances sur les fonctions

moléculaire qui sont recrutées au phagosome.

Le profilage par protéomique a haut débit de phagosomes isolés fut
extrémement utile dans la détermination de la composition moléculaire de cette
organelle. Des ¢études provenant de notre laboratoire ont révélé les premicres listes
protéiques identifiées a partir de phagosomes murins sans toutefois déterminer le ou
les role(s) de ces protéines lors du processus de la phagocytose (Brunet et al/, 2003;
Garin et al, 2001). Au cours de la premié¢re étude de cette thése (Stuart et al, 2007),
nous avons entrepris la caractérisation fonctionnelle du protéome entier du
phagosome de la drosophile en combinant diverses techniques d’analyses a haut débit

(protéomique, réseaux d’intéractions protéique et ARN interférent). En utilisant cette
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stratégie, nous avons identifi¢ 617 protéines phagosomales par spectrométrie de
masse a partir desquelles nous avons accru cette liste en construisant des réseaux
d’interactions  protéine-protéine. La contribution de chaque protéine a
I’internalisation de bactéries fut ensuite testée et validée par ARN interférent a haut
débit et nous a amené a identifier un nouveau régulateur de la phagocytose, le
complexe de I’exocyst. En appliquant ce mod¢le combinatoire de biologie
systémique, nous démontrons la puissance et I’efficacité¢ de cette approche dans
I’¢tude de processus cellulaire complexe tout en créant un cadre a partir duquel il est
possible d’approfondir nos connaissances sur les différents mécanismes de la

phagocytose.

Lors du 2° article de cette thése (Boulais et al, 2010), nous avons entrepris la
caractérisation moléculaire des étapes évolutives ayant contribué¢ au remodelage des
propriétés fonctionnelles de la phagocytose au cours de I’évolution. Pour ce faire,
nous avons isolé¢ des phagosomes a partir de trois organismes distants (I’amibe
Dictyostelium discoideum, la mouche a fruit Drosophila melanogaster et la souris
Mus musculus) qui utilisent la phagocytose a des fins différentes. En appliquant une
approche protéomique a grande échelle pour identifier et comparer le protéome et
phosphoprotéome des phagosomes de ces trois especes, nous avons identifi¢ un coeur
protéique commun a partir duquel les fonctions immunitaires du phagosome se
seraient développées. Au cours de ce développement fonctionnel, nos données
indiquent que le protéome du phagosome fut largement remodelé lors de deux
périodes de duplication de geénes coincidant avec 1’émergence de I’immunité innée et
acquise. De plus, notre étude a aussi caractérisée en détail I’acquisition de nouvelles
protéines ainsi que le remodelage significatif du phosphoprotéome du phagosome au
niveau des constituants du ceeur protéique ancien de cette organelle. Nous présentons
donc la premicre étude approfondie des changements qui ont engendré la
transformation d’un compartiment phagotrophe a une organelle entiérement apte pour

la présentation antigénique.
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Abstract

Phagocytosis is a cellular process by which large particulate material are
internalized in a newly formed vesicule, the phagosome. Once formed, the
phagosome acquires its functional properties through a complex maturation process
called phagolysosome biogenesis. This pathway involves a series of rapid
interactions with organelles of the endocytic apparatus, enabling the gradual
transformation of newly formed phagosomes into phagolysosomes in which
proteolytic degradation occurs. The amoeba Dictyostelium discoideum uses
phagocytosis as a predation mechanism for feeding, whereas multicellular organisms
utilize this process as an immune mechanism where specialized cells named
phagocytes internalize, kill and degrade phatogens found through the host, forming
the basis of innate immunity. In jawed verterbrates however, the phagosome links
innate and adaptive immunity by processing and presenting antigenic peptides.
Despite its crucial role in immunity, little is known about the composition and the
functional organization of the phagosome. It is therefore essential to characterize in

details the functional properties that are recruited to the phagosome.

High-throughput proteomics analysis of isolated phagosomes has been
tremendously helpful for the molecular comprehension of this organelle. Studies of
our lab notably have revealed the first proteomics identification of mouse
phagosomes without determining the roles of these proteins through the complex
process of phagocytosis (Brunet et al, 2003; Garin et al, 2001). In the first study of
this thesis (Stuart et al, 2007), we characterized the functions of the entire drosophila
phagosome proteome by combining high-throughput proteomics, interactive networks
and RNAi. By applying this strategy, we’ve identified 617 phagosomal proteins by
mass spectrometry from which we’ve expanded this list by building the phagosome
interactome. The contribution of each protein to bacterial internalization was tested
and validated by RNAi and led to the identification of a new regulator of
phagocytosis, the exocyst complex. In generating this 'systems-based model', we

show the power of applying this approach to the study of complex cellular processes
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and organelles and expect that this detailed model of the phagosome will provide a

new framework for studying host-pathogen interactions and innate immunity.

In the second study of this thesis (Boulais et al, 2010), we characterized some
of the key steps that contributed to the remodeling of phagosomes functional
properties during evolution. To do so, we isolated this organelle from three distant
organisms: the amoeba Dictyostelium discoideum, the fruit fly Drosophila
melanogaster, and mouse (Mus musculus) that use phagocytosis for different
purposes. By performing and comparing proteomics and phosphoproteomics
analyses of isolated phagosomes from the three species, we identified an ancient core
of phagosomal proteins around which the immune function of this organelle have
likely organized. Our data indicate that a larger proportion of the phagosome
proteome, has been acquired through gene duplication at periods coinciding with the
emergence of innate and adaptive immunity. Our study also characterizes in detail
the acquisition of novel proteins and the significant remodeling of the phagosome
phosphoproteome that contributed to modify the core constituents of this organelle in
evolution. Our work thus provides the first thorough analysis of the changes that
enabled the transformation of the phagosome from a phagotrophic compartment into

an organelle fully competent for antigen presentation.

Keywords : Proteomics, phagocytosis, evolution, phosphoproteomics, systems
biology, exocyst, interactome, comparative genomics, innate immunity,

adaptive immunity, phagotrophy.
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“Nothing in Biology Makes Sense Except in the Light of Evolution”

- Theodosius Dobzhansky

(Figure marquante du néodarwinisme)



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



1. Historique de la phagocytose

Par sa découverte du processus de la phagocytose en 1882, Ilya Ilitch
Metchnikov devint le peére-fondateur de I’immunologie comparative et de
I’immunologie « naturelle », un systéeme de défense désormais popularisé sous le nom
d’immunité innée. Remarquablement avant-gardiste, Metchnikov anticipa plusieurs
aspects de I'immunobiologie moderne en valorisant la nécessité d’une approche
comparative comme le démontrent ses lectures sur la comparaison des pathologies

inflammatoires (Metchnikov, 1954; Tauber & Chernyak, 1989).

C’est en implantant des épines de roses sur des larves d’étoiles de mer que
Metchnikov observa pour la premiére fois la migration et 1’agglomération au site de
la Iésion d’un nouveau type cellulaire similaire aux amibes : les phagocytes. Inspiré
par ses premicres recherches scientifiques portant sur la digestion intracellulaire chez
les invertébrés, Metchnikov ¢établit rapidement une relation directe entre
I’internalisation de microorganismes par les phagocytes et leur digestion ou
persistance intracellulaire a ’intérieur de vacuoles. Fortement influencé par Darwin
et sa théorie révolutionnaire sur 1’évolution des especes, il extrapola ses résultats a
I’homme et développa la notion de « macrophages» : cellules myéloide qui
détruisent les corps étrangers ayant pénétré dans I’organisme, et, par le fait méme,
saisit I'importance de ces cellules dans la défense immunitaire (Desowitz, 1987;
Tauber & Chernyak, 1989). Cette nouvelle défense immunitaire dite « cellulaire » fut
cependant fortement critiquée par la découverte paralléle d’un second type de défense
immunitaire nommée « humorale » montée par les anticorps (préalablement
surnommés « ambocepteurs ») et le complément (préalablement appelé « alexine »).
D’ardents débats entre ces deux écoles de pensées de I'immunologie, menées par
Metchnikov (« cellulariste ») et I’allemand Paul Ehrlich (« humoraliste »), ont eu lieu
mais furent conclus par un dénouement particulier lorsque Metchnikov et Ehrlich
partagerent en 1908 le prix Nobel de Médecine (Gordon, 2008; Tauber & Chernyak,
1989). La popularité croissante de I’immunité humorale laissa toutefois dans I’ombre

I’immunité innée, mais la découverte quelques années plus tard de la



complémentarité de ces deux types de défenses dans la mise en place de la réponse
immunitaire des mammiferes a relevé toute I’importance de I’immunologie cellulaire

dans les processus immuns.



2. La phagocytose et la biogénése du phagolysosome

La phagocytose est un processus cellulaire permettant 1’internalisation de larges
particules menant a la séquestration et, éventuellement, a la digestion de ces
particules dans une vacuole intracellulaire nommée phagosome. Ce mécanisme
d’internalisation est initialisé suite a la reconnaissance et la liaison, par des récepteurs
extracellulaires, de ligands moléculaires de surface. Par cette reconnaissance, le
phagocyte enclenche, via I’activation de voies de signalisation, une panoplie de
processus cellulaires clés tels que le réarrangement du cytosquelette d’actine, le trafic
membranaire, 1’activation de mécanismes microbicides, la production de protéines
essentielles a la présentation antigénique, ainsi que la syntheése de cytokines et de

chémokines anti-inflammatoires (voir Figure 1).
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Figure 1. Modéle moderne des récepteurs et voies de signalisation impliqués lors
de la phagocytose de microorganismes.

De multiples récepteurs reconnaissent des microbes par liaison directe ou par liaison
a I’aide d’opsonines a la surface microbienne. L’engagement du récepteur avec son
ligand induit des signaux intracellulaires et ces signaux peuvent subséquemment
activer ou inhiber le taux de phagocytose de la cellule ou induire des réponses
antimicrobiennes. Certains pathogenes peuvent activement réguler la réponse du
phagocyte. TLR, Toll-like receptor; IgG, Immunoglobuline de type G. Image
adaptée de (Underhill & Ozinsky, 2002).

La liaison récepteur-ligand induit la polymérisation d’actine permettant un
mouvement membranaire rétrograde essentiel a I’internalisation des particules
reconnues (Swanson, 2008). Une fois formé, le phagosome se débarrasse, par une
dépolymeérisation rapide, de son cytosquelette d’actine ainsi que des protéines qui y
sont associées. C’est alors que le phagosome naissant devient libre d’entreprendre,
en traversant la voie endo-lysosomale, les fissions et fusions vésiculaires nécessaires
a sa maturation en phagolysosome, par un processus connu sous le nom de « kiss and

run » (voir Figure 2) (Desjardins et al, 1994b; Vieira et al, 2002). Encore incapable



de dégrader les particules internalisées, le néo-phagosome acquiert progressivement
les outils microbicides et hydrolytiques nécessaires a la dégradation et a I’élimination
des particules internalisées. Différentes armes, telles que des enzymes hydrolytiques,
des peptides cationiques, la NADPH oxydase et un milieu hautement acide sont alors
mobilisées vers le phagosome afin de digérer la majorit¢ des macromolécules
biologiques des particules internalisées (Steinberg et al, 2007). Essentiel a sa
maturation, le processus d’acidification du phagosome est engendré par la pompe a
protons V-ATPase (ATPase de type vacuolaire), un complexe enzymatique
multimérique qui s’associe a la membrane du néo-phagosome et qui importe
activement, par I’hydrolyse d’ATP, des protons vers le lumen du phagosome
(Beyenbach & Wieczorek, 2006). En plus d’affecter directement la croissance
microbienne, 1’acidification du phagosome rehausse 1’efficacité des autres composés
microbicides. Diverses enzymes hydrolytiques sont sensibles aux pH luminal du
phagosome et la majorité d’entre elles posseéde une activité protéolytique optimale

variant d’un pH acide de 5.5 4 6.5 (Claus et al/, 1998; Lennon-Dumenil et al, 2002).
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Figure 2. Le processus de maturation du phagosome.

La biogénése du phagosome est un processus de maturation, ou le cargo demeure
fixe, tandis que la vacuole est remodelée par des événements de fusion et fission
nommés « Kiss and run» (Duclos et al, 2000). Lors de cette maturation, les
phagosomes interagissent de fagon transitoire avec le réseau des endosomes. Suivant
I’internalisation, le phagosome montre un acces transitoire a la voie de recyclage, tel
que D’atteste la présence de la protéine transferrin (tf) qui marque cette voie. Pendant
ce stade initial, le phagosome présente des marqueurs d’endosomes précoces tels que
EEA1 et Rab5. Par la suite, le phagosome acquiert rapidement des protéines
associées aux endosomes tardifs comme Rab7 et LAMPI. Les pro-formes
d’hydrolases de lysosomes, telles que la procathepsine D apparaissent aussi dans ces
phagosomes précoces. La maturation de la cathepsine D semble coincider avec
I’augmentation rapide en pompes a protons V-ATPase et avec une chute drastique du
pH luminal du phagosome. Image adaptée de (Russell, 2001).

La maturation du phagosome vers sa forme finale de phagolysosome dégradatif
est un processus soigneusement organisé¢. Elle implique de nombreuses fusions

séquentielles, par D’entremise d’une variét¢é de SNARE, a travers la voie endo-



lysosomale, ou le phagosome nouvellement formé se transforme en phagosome
précoce, puis tardif pour finalement devenir phagolysosome en fusionnant avec les
lysosomes (voir Figure 2). Cette progression est finement régulée, en partie, par les
phosphoinositides de la membrane et les Rab de la famille des GTPases
spécifiquement assignés a leur compartiment endosomal respectif (Zerial & McBride,
2001). La fusion entre phagosomes et endosomes précoces est stimulée par la petite
GTPase Rab5 (Duclos et al, 2003). De ce fait, Rab5 s’avére étre un excellent
marqueur des phagosomes précoces. En recrutant la PI 3-kinase (VPS34) pour la
synthése de PI 3-phosphate (PI(3)P) au niveau membranaire, Rab5 permet de
mobiliser, avec le PI(3)P, la protéine EEA1 (Early Endosomal Antigen 1) qui
intervient dans la fusion vésiculaire (Gaullier et al, 2000). Au cours de leur
progression vers 1’état de phagolysosome, les phagosomes acquiérent
progressivement les marqueurs des lysosomes et des endosomes tardifs tels que Rab7,
LAMP1 et LAMP2, tout en perdant les marqueurs précoces comme Rab5 (Desjardins
et al, 1994b; Rink et al, 2005). Rab7 est un régulateur important du transport
membranaire entre les endosomes précoces et tardifs, en plus d’étre impliqué dans la
biogénese des lysosomes (Bucci et al, 2000; Vitelli et al, 1997). Bien que leur
fonction précise ne soit encore ¢€lucidée, les marqueurs lysosomaux, LAMPI et
LAMP2 (Lysosomal-Associated Membrane Protein 1/2) semblent é&tre aussi
impliqués dans le processus de maturation du phagosome, puisqu’en leur absence, la
maturation du phagosome s’arréte avant 1’acquisition du marqueur Rab7 (Huynh et

al, 2007).



3. L’évolution de la phagocytose

Le développement du systéme immunitaire est le résultat de la transformation
progressive des fonctions basales impliquées dans la survie des organismes
ancestraux dans leur environnement hostile. Avant méme le développement du
premier mécanisme immunitaire, il fut essentiel pour les ancétres des eucaryotes de
développer un mécanisme pouvant distinguer leur corps des membres de leur propre
espece et de ceux des prédateurs et des parasites. L’innovation du premier
mécanisme de reconnaissance du soi et du non-soi nécessita la création de senseurs
chimiques et de voies de signalisation suffisamment spécifiques pour discriminer
avec efficacité les ennemis des partenaires (Dzik, 2010). Sans ce mécanisme, aucun
eucaryote sexué n’aurait survécu, puisque 1’habileté de distinguer le soi du non-soi est
non seulement cruciale a la reconnaissance de la compatibilité sexuelle, mais limite

aussi le cannibalisme.

Ce systéme de reconnaissance est d’ailleurs inhérent a la défense immunitaire,
ou le role primaire du systéme immunitaire consiste a discerner avec rapidité les
antigeénes du « soi » des pathogenes invasifs (« non-soi »). Les molécules solubles et
membranaires de 1’hote interagissent avec ces pathogénes et stimulent une réaction
immunitaire appropriée envers ’élément reconnu. Etant donné la forte propension
des pathogeénes a muter, il existe une dynamique évolutive au niveau des interactions
hote-pathogene qui impose un rythme permanent d’adaptation et de contre-adaptation
sélectives au niveau des molécules de surface des deux espéces compétitrices. A
travers cette guerre biologique, les phagocytes professionnels ont développé un
éventail de récepteurs phagocytaires, nommés PRR (« Pathogen Recognition
Receptors »), capables de reconnaitre des motifs moléculaires uniques et communs
aux pathogeénes que ’on nomme PAMPs (« Pathogen Associated Molecular
Patterns »). Puisqu’ils possédent des rdles essentiels dans la biologie des agents
infectieux, ces PAMPs sont sujets a un taux mutationnel faible et de ce fait, s’averent
des cibles de choix qui sont notamment exploitées par le systéme immunitaire inné
des métazoaires (Janeway, 1992). Ces motifs incluent entre autres : les mannanes de

la paroi des levures, les peptides formylés des bactéries, le LPS (lipopolysaccharides)
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des bactéries a Gram négatif et le LTA (acide lipotéichoique) de la membrane des

bactéries a Gram positif.

Bien que la phagocytose soit évolutivement conservée et, de ce fait, fortement
utilisée par une vaste diversité d’organismes allant des amibes a I’humain, il s’avere
que ce processus a sans contredit ét¢ modifié¢ depuis plus de 1,2 milliards d’années.
Chez les organismes unicellulaires tels que la paramécie et 1’amibe, la phagocytose
est employée a des fins nutritives (un mode d’alimentation connu sous le nom de
phagotrophie). Les phagosomes formés chez 1’amibe Dictyostelium discoideum tuent
et dégradent les bactéries ingérées, afin de générer les blocs nutritifs nécessaires a la
croissance de I’amibe (voir Figure 3a) (Gotthardt ez al, 2006). Ce processus s’avere
un systeme digestif trés efficace a partir duquel le phagosome aurait développé, suite
a un remodelage protéomique complexe, de nouvelles habiletés fonctionnelles
nécessaires au remodelage tissulaire, a la coordination de I’immunité innée et acquise,

et a I’¢élimination de cellules apoptotiques (Desjardins et al., 2005).

Ce raffinement mécanistique de la phagocytose est d’ailleurs observé chez la
mouche a fruit Drosophila melanogaster par la présence de phagocytes
professionnels (hémocytes) qui patrouillent I’hémolymphe préts a ingérer et détruire
les pathogenes infectieux. Dépourvue d’un systéme immunitaire acquis, la mouche a
fruit ¢élicite néanmoins une réponse immunitaire innée soutenue et suffisante envers
une large gamme de pathogenes (voir Figure 3b). En effet, la reconnaissance de
pathogenes par les phagocytes induit la synthése et la sécrétion de plus de 20 peptides
antimicrobiens. Ces peptides antimicrobiens qui constituent la réponse immunitaire
humorale de la mouche a fruit permettent d’attaquer avec une spécificité partielle les
bactéries a Gram négatif (Diptericine, Drosocine et Attacine), les bactéries a Gram
positif (Defensine) et les fungi (Drosomycine et Metchnikowin) (Lemaitre &

Hoffmann, 2007).

Chez les vertébrés a machoire (gnathostomes), on note 1’apparition des
complexes majeurs d’histocompatibilités (CMH de classe I et II) et paralléelement, la
spécialisation de la phagocytose au niveau de ses processus moléculaires impliqués

dans la dégradation des pathogenes internalisés (hydrolases, NADPH oxydase,
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immunoprotéasome et voies de signalisation). Cette optimisation du phagosome,
couplée a I’innovation de mécanismes nécessaires a la présentation antigénique
(TAP1-2, Tapasin, ERp57, B7-1 et ICAM-1), permet de contrdler avec finesse la
dégradation des pathogeénes et de générer des peptides antigéniques qui seront
présentés en surface couplés aux CMH de classe I et II (voir Figure 3¢) (Kasahara et
al, 2004). Chez les vertébrés a machoire, la transformation des mécanismes
moléculaires du phagosome place cette organelle au centre du systéme immunitaire,

reliant I’immunité innée et 'immunité acquise.
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Figure 3. L’évolution du mécanisme de la phagocytose.

a) Chez les unicellulaires la phagocytose est utilisée a des fins nutritives. Les
bactéries internalisées sont dégradées a 1’aide d’enzymes et les nutriments générés
sont exportés vers le cytoplasme et utilisés pour la croissance cellulaire. b) Chez les
organismes multicellulaires, la phagocytose joue un rdle clé¢ dans I’'immunité innée.
Les phagocytes professionnels reconnaissent, tuent et dégradent les pathogenes
infectieux. Lors de la défense immunitaire, I’hote peut détecter a 1’aide de récepteurs
PRR (« Pattern-Recognition Receptors ») les produits de dégradation dans le lumen
du phagosome ou dans le cytoplasme (NLR) et induire la production et la sécrétion
d’effecteurs tels que des peptides antimicrobiens. c¢) Chez les vertébrés a machoire, la
phagocytose est essentielle a la présentation antigénique et a I’'immunité acquise. La
dégradation des bactéries phagocytées génere des peptides antigéniques qui sont
présentés en surface par voie classique (exogene) sur les CMH de classe II ou par la
voie non-classique (endogene) via la présentation croisée sur les CMH de class L.
Image adaptée de (Stuart & Ezekowitz, 2008).
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3.1 L’origine de la phagocytose et I’eucaryogenése

La transition évolutive des procaryotes aux eucaryotes (eucaryogenése) fut
sans contredit la plus grande transition cellulaire depuis le début de la vie sur terre.
Théoriquement, il est reconnu que cette transition se serait effectuée par
I’internalisation et I’acquisition d’une bactérie endosymbiote sous la forme de proto-
mitochondrie (Cavalier-Smith, 2002; De Duve, 1969; Margulis, 1970). D’ailleurs,
I’ancestralité de la phagotrophie est notamment renforcée par la vaste distribution de
la phagocytose chez les eucaryotes (Simpson & Roger, 2004). L’innovation de la
phagocytose chez I’ancétre commun des eucaryotes s’est donc avérée un aspect
central lors de I’eucaryogenése, puisqu’elle aurait procuré, par la prédation et la

digestion intracellulaire de bactéries, un avantage énergétique et évolutif immense.

L’ultra-structure rigide de la paroi cellulaire bactérienne nous indique que
I’ancétre le plus primitif des eucaryotes aurait tout d’abord aboli sa paroi cellulaire
(nommée « néomuran » par Cavalier-Smith), afin de procurer, a partir de la
membrane plasmique conséquemment exposée au milieu extracellulaire, la fluidité
membranaire nécessaire au processus de la phagocytose (Cavalier-Smith, 1975;
Cavalier-Smith, 2009). Bien qu’une telle perte de la paroi cellulaire etit conféré un
avantage majeur par une résistance compléte des néomurans aux antibiotiques
membranaires, il n’en demeure pas moins que ce protoplaste n’aurait pu survivre en
condition naturelle du fait de son extréme fragilit¢ membranaire. Toutefois, il fut
proposé que ce protoplaste aurait subsisté au coeur d’un biofilm bactérien, protégé des
chocs chimiosmotiques et mécaniques environnants, tout en développant un
cytosquelette de base a partir du systéme filamentaire des procaryotes, afin de
stabiliser la tension membranaire nécessaire au trafic vésiculaire et a la phagocytose.
Cependant, il est connu que la phagocytose diminue 1’aire de la membrane plasmique
et qu’elle n’aurait pu évoluer sans un mécanisme de compensation membranaire
intracellulaire tel que 1’exocytose vésiculaire et le recrutement du réticulum
endoplasmique (Bajno et al, 2000; Gagnon et al, 2002). De ce fait, I’analyse
phylogénétique des petites GTPases démontre que la fonction primaire du systéme

endomembranaire élémentaire était de nature sécrétrice plutét que phagocytaire
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(Jekely, 2003). Précédant I’'innovation de la phagocytose, le protoeucaryote, blotti
dans un biofilm bactérien, aurait saisi I’immense opportunité énergétique de la
colonie en sécrétant des enzymes digestives capables de digérer spécifiquement les
parois cellulaires, lysant les cellules avoisinantes et important les nutriments libérés
sans toutefois s’auto-digérer (Cavalier-Smith, 2009; Jekely, 2007). La transition de
cette digestion extracellulaire vers une digestion intracellulaire par phagocytose aurait
maximisé ’assimilation des nutriments digérés et engendré un avantage énergétique

considérable.

Les eucaryotes auraient émergé d’un tricheur bénéficiaire des ressources d’un
biofilm bactérien, lui permettant de stabiliser sa membrane plasmique par I’évolution
d’un cytosquelette rudimentaire et d’un systéme endomembranaire primitif (Cavalier-
Smith, 2002; Jekely, 2007). Ce tricheur qui lysait par exocytose les parois cellulaires
des bactéries avoisinantes de la colonie aurait perfectionné sa digestion extracellulaire
vers une digestion intracellulaire par I’innovation de la phagocytose, devenant ainsi le

premier organisme phagotrophe.
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4. La phagocytose chez [I'amibe Dictyostelium
discoideum : la phagotrophie

Vivant au niveau des sols humides forestiers, ’unicellulaire Dictyostelium
discoideum est 1’exemple type du phagotrophe professionnel se nourrissant par
phagocytose de bactéries. La phylogénie moléculaire indique que ce groupe
d’amoebozoaires aurait divergé au sein des protozoaires avant 1’émergence des
métazoaires et des fungi il y a plus de 1.2 milliards d’années (voir figure 4)
(Bhattacharya, 2009). Malgré cette divergence évolutive, plusieurs protéines de
I’amibe Dictyostelium partagent une forte similarité avec leurs orthologues humains
(Eichinger et al, 2005). La similarité génomique qui réside entre les amibes et les
métazoaires est entre autres remarquée par une conservation fonctionnelle au niveau
du processus de la phagocytose. Utilisé conjointement par les macrophages et les
unicellulaires amiboides, ce processus est toutefois exploité a des fins distinctes. Le
macrophage utilise la phagocytose dans un contexte de défense immunitaire, tandis

que I’amibe 1’utilise a une fin nutritive.
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Figure 4. Arbre phylogénétique des eucaryotes.

L’arbre phylogénétique des eucaryotes démontre la divergence de 1’amibe
Dictyostelium le long de la branche menant aux métazoaires peu apres la divergence
entre les plantes et les animaux. Image adaptée de (Eichinger et a/, 2005).

Visuellement, la locomotion cellulaire de Dictyostelium ressemble a la
diapédese des macrophages, ou I’amibe rampe a I’aide de lobopodes sur les substrats
de son environnement. Malgré la distance évolutive qui sépare les amibes des
animaux, ces organismes présentent néanmoins des mécanismes qui permettent la
reconnaissance, l’internalisation et la destruction de particules étrangeres. Tel
qu’observé chez les phagocytes professionnels stimulés par leurs récepteurs Fc, la
phagocytose chez Dictyostelium s’effectue par « fermeture éclaire ». Au point de vue
moléculaire, 1’actine filamenteuse demeure un joueur clé lors de la formation de la
coupe phagocytaire. Ainsi, la polymérisation d’actine et les membres de la famille
WASP qui régulent le cytosquelette d’actine sont tous aussi importants lors du
processus d’internalisation de la phagocytose (Lorenzi et al, 2000; May et al, 2000),
de méme pour les membres des familles Rho (RhoA, Racl et Cdc42) et Ras (Rapl
chez Dictyostelium) qui semblent universellement essentiels a la régulation de la

phagocytose (Caron & Hall, 1998; Caron et al, 2000; Cox et al, 1997; Massol et al,
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1998). Par ailleurs, les concentrations intracellulaires localisées de calcium (Ca”")
nécessaires a l’internalisation ainsi qu’a la maturation du phagosome chez les
phagocytes mammaliens demeurent requises chez Dictyostelium (Fajardo et al, 2004;
Melendez & Tay, 2008). Enfin, lors de la biogénése du phagosome on note une
utilisation analogue des sources membranaires intracellulaires telles que Ie
recrutement du réticulum endoplasmique (RE) et de I’exocytose localisée de
vésicules régulée par les GTPases Arf et Rab (Bajno et al, 2000; Cox et al, 2000;
Gagnon et al, 2002; Muller-Taubenberger et al, 2001).

Malgré ces ressemblances, il n’en demeure pas moins que [’efficacité
d’internalisation de I’amibe surpasse largement les capacités phagocytiques des
phagocytes professionnels. Il s’écoule 60 secondes entre I’initiation de la
polymérisation et la dépolymérisation du cytosquelette d’actine sous la coupe
phagocytaire chez ’amibe (Maniak et al, 1995). Par ailleurs, Dictyostelium peut
ingérer, tuer et digérer a un taux impressionnant de 300 bactéries a 1’heure (Bozzaro
et al, 2008). En restriction nutritive toutefois, les amibes freinent leur prolifération
cellulaire et entrent en phase sociale ou elles se regroupent par étapes en agrégats
multicellulaires afin de finaliser un corps « fructifi¢ » constitu¢ d’une fine tige
arborant a la cime une sphére de spores résistantes. Sous la forme intermédiaire de
« limace » (avant la culmination en corps fructifi¢), la différentiation cellulaire de
certaines cellules agrégées au sein de la limace (1%) engendre un nouveau type
cellulaire, les cellules sentinelles, qui patrouillent 1’agrégat multicellulaire dans le but
de détoxifier et combattre les pathogenes (Chen et al, 2007). Remarquablement, ces
cellules sentinelles semblent se comporter en tant que neutrophiles ou macrophages
de vertébrés, suggérant une certaine forme primitive d’immunité innée retrouvée qu’a

partir des organismes pluricellulaires.
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4.1 Les récepteurs phagocytiques de I'amibe Dictyostelium
discoideum

La recherche de récepteurs phagocytaires chez Dictyostelium s’est avérée peu
concluante pendant de nombreuses années jusqu’a la découverte récente des
récepteurs transmembranaires Phgl, SadA et SibA-E (Cornillon et al, 2006;
Cormnillon ef al, 2000; Fey et al, 2002). D’un point de vue évolutif, il fut intéressant
de constater que la stimulation extracellulaire du récepteur SibA engendre un
mécanisme d’interactions moléculaires similaire a la phagocytose intégrine-
dépendante des mammiféres (tel que la phagocytose via le récepteur CR3). Cette
similitude s’expliquerait par la structure de SibA qui posséde des caractéristiques
semblables aux chaines B des intégrines, notamment du c6té cytoplasmique ou SibA
interagit avec le complexe Talin-Myosin VII (doté d’un domaine FERM), essentiel
aux processus d’adhésion et d’internalisation de la phagocytose (Niewohner et al,

1997; Tuxworth et al, 2005; Tuxworth et al, 2001).

L’¢tude récente des variations transcriptionnelles de Dictyostelium en mode
de phagocytose a permis d’identifier un nouvel ensemble de récepteurs candidats tels
qu’une protéine membranaire liant les hydrates de carbones (DDB0192108)
surexprimée 8§ fois plus que le contrdle, la protéine gpl38-similar (DDB0217521)
(Aiba et al, 1997), la prot¢ine RTAl a sept domaines transmembranaires
(DDB0168536), la protéine putative tirC & domaine TIR-like (DDB0189226), la
protéine bysl (DDB0187994) et la protéine Tetraspanin C (DDB0216720) (Sillo et
al, 2008). Ces protéines sont des candidates potentielles pouvant lier des bactéries,
induire un signal intracellulaire et réguler 1’internalisation des bactéries reconnues.
Dr’ailleurs, les récepteurs liant les hydrates de carbones ont depuis longtemps été
considérés comme des récepteurs potentiels de la phagocytose (Bozzaro & Roseman,
1983; Vogel et al, 1980). Les Tetraspanins quant a elles sont des blocs structurels
majeurs provenant d’une classe spécialisée de microdomaines membranaires qui
régulent le regroupement et la signalisation lors de 1’adhésion cellulaire. Elles
agissent plus précisément au niveau des récepteurs membranaires et de certains

effecteurs (Yanez-Mo et al, 2009). Leur role chez Dictyostelium est présentement
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inconnu, mais de récentes évidences chez les mammiféres ont démontré leur
implication dans le processus précoce de la phagocytose (Artavanis-Tsakonas et al,
2006; Chang & Finnemann, 2007). Les protéines TIR-like, tels que les récepteurs
Toll et Toll-like, sont des régulateurs majeurs de la réponse immunitaire et de la
phagocytose et chez les animaux (McCoy & O'Neill, 2008). Cependant, aucun
récepteur Toll-like n’a été identifi¢ chez Dictyostelium a ce jour, mais on y retrouve
au moins deux genes possédant un domaine TIR-like, soit tirC et tirA. Fait
intéressant, tirA serait impliquée dans la réponse immune des cellules sentinelles
lorsque 1’amibe entre en phase sociale multicellulaire sous forme de « limace » (Chen
et al, 2007). Enfin, d’autres geénes essentiels au processus d’adhésion, nommés 9TM
(9 domaines transmembranaires), ont été identifiés chez Dictyostelium sans toutefois
avoir ¢été ¢étudiés chez les mammiferes malgré la présence d’homologues chez
I’homme, la souris et la drosophile (Cornillon et al, 2000). L’étude de ces génes
9TM pourrait permettre la découverte subséquente de nouvelles voies phagocytiques

potentiellement analogues, mais encore inconnues chez les vertébrés.

4.2 L’internalisation lors de la phagocytose chez [I'amibe
Dictyostelium discoideum

L’importance du cytosquelette d’actine, lors du processus d’internalisation de
la phagocytose, s’avére tout aussi essentiel chez I’amibe. Des études ont révélé la
présence et I’accumulation d’actine sous la coupe phagocytaire chez Dictyostelium
(Pang et al, 1998). De plus, la polymérisation d’actine filamenteuse nécessaire a
I’ingestion de particules et a la projection de pseudopodes est abolie par la présence
des drogues latrunculin et cytochalasin qui interférent avec la formation d’actine
filamenteuse (Hacker et al, 1997; Maniak et al, 1995). A partir des données obtenues
chez les mod¢les vertébrés, on retrouve aussi au sein du génome de Dictyostelium
une plénitude de protéines impliquées dans le processus dynamique du réseau
d’actine telles que : le complexe Arp2/3 et Formin impliquées dans la nucléation de

I’actine, les régulateurs de polymérisation Scar/Wave, WASp et ENA-VASP, les
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ancres membranaires Talin, Comitin, Ponticulin et Hisactophilin, les stabilisateurs
Fimbrin, ABP-120, o-Actinin, les moteurs moléculaires Myosin [ et VII, les
chaperonnes des sous-unités d’actine Cofilin, Profilin et CAP, ainsi que les
fragmenteurs et capsuleurs Severin et DAipl. Ces protéines homologues ont
d’ailleurs fait 1’objet de plusieurs études, afin de démontrer leur nécessité¢ dans le

processus d’internalisation chez Dictyostelium.

4.3 La maturation du phagosome chez I'amibe Dictyostelium
discoideum

Le processus de maturation du phagosome a travers la voie endo-lysosomale,
largement caractérisée chez les vertébrés, fut aussi défini chez I’amibe par des
expériences de « pulse — chase » a I’aide de bactéries et de billes de latex, permettant
ainsi d’isoler des phagosomes de Dictyostelium a différents temps de maturation et de
les caractériser par protéomique (Bogdanovic et al, 2002; Gotthardt et al, 2002;
Rezabek et al, 1997). Ces études ont confirmé le recrutement précoce de V-ATPase
H" au phagosome suite & la dépolymérisation du réseau d’actine et de 1’acquisition
des régulateurs de fusion vésiculaire tels que Rab7, les SNAREs Vtil, Syntaxin 7,
ainsi que Syntaxin 8 et le marqueur lysosomal LmpB. Entre 3 a 15 minutes post-
internalisation, survient une seconde étape de maturation du phagosome qui se
caractérise par le recrutement d’enzymes lysosomales telles que la Cathepsin D et la
protéinase a cystéines CP-p34, des marqueurs membranaires lysosomaux CD36,
ImpA et ImpC (membres de la famille LIMP) et de la SNARE Vamp7. L’acquisition
des glycosidases lysosomales o-mannosidase et [-glucosidase est légeérement
retardée, tandis que le marqueur tardif post-lysosomal Vacuolin B est acquis entre 60

a 90 minutes post-internalisation (Rauchenberger et al, 1997).

Bien qu’il existe une homologie réelle au niveau mécanistique de la
phagocytose entre 1’amibe et les vertébrés, certaines différences ont toutefois été
décelées chez Dictyostelium. A I’inverse des phagocytes professionnels des

vertébrés, 1’acidification du phagosome des amibes est transitoire. Une a deux
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minutes apres la dépolymérisation du réseau d’actine, il est déja possible d’observer
des éveénements de fusion entre le néo-phagosome et des vésicules acides. Par
conséquent, 1’acidit¢é du phagosome atteint un pH de 5.0 aprés 5 minutes
d’internalisation. Toutefois, entre 10 et 60 minutes post-internalisation, le pH
augmente a 6.0 et s’alcalinise davantage aprés 1 heure de maturation. Cette
neutralisation du pH s’expliquerait par le retrait des complexes de V-ATPase
vacuolaires, principaux responsables de 1’acidification et de D’effet neutralisant
engendré par la dégradation des particules internalisées (Aubry ef al, 1993; Clarke et
al, 2002). C’est le cas aussi du «burst» oxydatif engendré par le complexe
transmembranaire NADPH oxydase au niveau des phagosomes des mammiferes,
mais qui est absent chez Dictyostelium. Remarquablement, trois isoformes noxA,
noxB et noxC de la grosse sous-unit¢ du complexe NADPH oxydase, ainsi que
Iisoforme p22P"* de la petite sous-unité sont encodés chez Dictyostelium, mais
absents des phagosomes. Le double knockout noxA/noxB™ n’affecte pas la
phagocytose ni la macropinocytose, d’autant plus qu’aucune évidence n’a démontré
la production de radicaux superoxydés chez Dictyostelium in vivo et in vitro (Lardy et

al, 2005).
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5. La multicellularité et 'immunité innée

L’évolution de la multicellularit¢ fut sans contredit une des plus profondes
transitions développementales de [’histoire de la vie sur terre. Selon leur
environnement immédiat, les unicellulaires font preuve d’une certaine capacité de
différentiation. L’adaptation environnementale des unicellulaires se fait
successivement, une étape a la fois, et par conséquent, nécessite beaucoup plus de
temps. A l'opposé, les organismes multicellulaires s'adaptent aux variations
environnementales en répartissant simultanément certaines taches entre différentes
cellules spécialisées et de ce fait, diminuent le temps d’adaptation. Puisque ces
cellules spécialisées effectuent un nombre limité de taches, il est possible d’observer
une optimisation de nombreux processus cellulaires et surpassent les unicellulaires
pour la méme tache (Michod, 2007; Rokas, 2008). Cette division du travail est
notamment remarquée lors de I’infection chez les organismes pluricellulaires par la
mobilisation d’hémocytes libres spécialisés dans 1’élimination, par phagocytose, de
pathogenes envahissants (Hartenstein, 2006). De ce fait, la transition fonctionnelle de
la phagocytose, allant d’un rdle nutritif chez les unicellulaires a un réle défensif chez

les multicellulaires, proviendrait d’une telle spécialisation cellulaire.

Il semblerait que la transition fonctionnelle d’un réle nutritif & un role défensif de
la phagocytose ait grandement contribué a I’émergence du systéme immunitaire inné,
puisque la phagocytose s’aveére une réaction défensive de premier plan lors de la
réponse immunitaire innée. La présence de macrophages au niveau des fluides des
animaux multicellulaires les plus basaux tels que les éponges (métazoaires) nous
indique que I’ancétre des phagocytes serait originaire de 1’ére pré-cambrienne (il y a
plus de 540 a 500 millions d’années). De ce fait, le macrophage s’avere le type
cellulaire le plus ancien et le plus universel du syst¢éme immunitaire (Ohno, 1996).
Plusieurs études phylogénétiques ont démontré chez les vertébrés et les métazoaires
la forte conservation de nombreuses molécules effectrices inhérentes a I’immunité
innée de type humoral telles que le lysozyme, les peptides antimicrobiens et le

complément C3. Ces indications témoignent de I’ancestralité¢ et de la dimension
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universelle de I’immunité innée chez les animaux multicellulaires (Al-Sharif et al,

1998; Hughes, 1998; Thomma et al, 2002).
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6. La phagocytose chez la drosophile

A travers les années de recherches scientifiques, la mouche 2 fruit Drosophila
melanogaster s’est avérée un excellent modele dans 1’étude de 1’immunité,
puisqu’elle possede un systéme immunitaire simple et des voies de signalisation
conservées (Evans et al, 2003). Dépourvue d’immunité acquise, le systéme
immunitaire inné¢ de la drosophile peut ériger une réponse généralisée, rapide et
suffisante envers un vaste éventail de pathogeénes. Cette réponse combine 1’utilisation
de barrieres physiques et de réactions immunitaires locales ou systémique également
retrouvées chez les vertébrés, tout en impliquant des composants humoraux et
cellulaires. Trois niveaux de défense majeurs ont été rapportés chez la drosophile
jusqu’a ce jour. 1) les épithéliums du tractus alimentaire, de la trachée et sous-
cuticulaire, servent a la fois de barriéres physiques et de défense locale, en sécrétant
un mélange de molécules microbicides, de peptides antimicrobiens et de réactifs
oxygénés (ROS). 2) le corps gras (« fat body » un organe analogue au foie) génére
une réponse humorale systémique en sécrétant des peptides antimicrobiens (Lemaitre
& Hoffmann, 2007). 3) Finalement, la réponse cellulaire engendre le recrutement
d’hémocytes qui phagocytent et encapsulent les intrus rencontrés au niveau de
I’hémolymphe. A elles seules, les larves de la mouche & fruit contiennent plusieurs
milliers d’hémocytes pouvant étre divisés selon leurs caractéristiques structurelles et
fonctionnelles en trois types cellulaires : les plasmatocytes, les cellules crystales et les
lamellocytes. Les lamellocytes sont des cellules relativement larges, plates et
adhérentes qui participent a I’encapsulation et la neutralisation des objets trop larges
pour étre phagocytés. Non-phagocytaires, les cellules crystales constituent 5% des
hémocytes de larves et participent au processus de mélanisation. Les plasmatocytes
quant a elles représentent 90 a 95% de tous les hémocytes des larves matures et
¢liminent par phagocytose les cellules apoptotiques ainsi que les pathogenes invasifs.
Voraces, ces cellules peuvent internaliser en quelques minutes une large variété de
particules telles que des bactéries, levures, billes de latex, ARN double brin ou
particules d’encre. Cette variété de particules internalisées par les plasmatocytes

s’explique par D’expression, a la membrane plasmique, d’une large diversité de
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récepteurs phagocytaires transmembranaires capables de reconnaitre une panoplie de
molécules. Ces récepteurs incluent des membres de la famille des récepteurs
« scavenger » (éboueurs), le récepteur Eater a domaines répétés EGF, les lectines et le

récepteur DSCAM.

6.1 Les récepteurs phagocytaires : comparaison drosophile -
mammiféres

Divers types de récepteurs PRRs sont impliqués dans la reconnaissance de
corps étrangers, tant chez les vertébrés que les invertébrés. Chez la drosophile,
I’utilisation du criblage a haut débit par ARN interférent (ARNi) fut fort utile dans
I’identification des récepteurs impliqués dans le déclenchement de la phagocytose
(Ramet et al, 2002; Stuart et al, 2007; Stuart et al, 2005). Etonnamment, de
nombreux récepteurs phagocytaires identifiés chez la drosophile présentent une
orthologie directe avec les mammiferes, en plus de démontrer une conservation
fonctionnelle, tandis que d’autres semblent uniques aux insectes (voir table I) (Stuart

& Ezekowitz, 2008).
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Tableau I | Orthologues des récepteurs de surface de la drosophile chez les
mammiferes

Récepteurs . Orthologue(s)
drosophiliens Ligands mammalien(s)
TEPVI(MCR) Candida albicans C s d
TEPIII S. aureus cgﬁp?ésrisen‘l[l
TEPII E. coli .
Croquemort Cellules apoptotiques et S. aureus CD36
Peste S. aureus et L. monocytogenes SR-BI
SR-CI S. aureus, E. coli et ARNdb N.D.
Eater S. aureus, E. coli, L. monocytogenes et MEGF10:
ARNdb
Draper Cellules apoptotiques, émondage d'axones et WUBUFLL CIDEL
P POPIOHALES, 8 (LRP); SREC;
o ones FOmP TS Stabilin 1 et 2
Nimrod C1 S. aureus et E. coli
PGRP-LC E. coli
PGRP-SA PGRPs
S. aureus mammaliens
(soluble)

% Molécules solubles sans role dans la phagocytose. MCR, macroglobulin-

complement related protein; LRP, lipoprotein receptor-related protein; MEGEF,
multiple epidermal growth factor (EGF)-like domain; ND, non-déterminé; PGRP,
peptidoglycan-recognition protein; SR, scavenger receptor; TEP, thioester-containing
protein; SREC, scavenger receptor expressed by endothelial cells. Tableau adapté de
(Stuart & Ezekowitz, 2008).

6.1.1 Les récepteurs DSCAM

Les nombreuses comparaisons effectuées entre 'immunité des vertébrés et
des invertébrés ont depuis longtemps imputé un caractére inférieur au systéme
immunitaire des invertébrés. Cette assomption repose sur I’absence d’une immunité
acquise et par conséquent, d’un pouvoir restreint dans la reconnaissance spécifique de
pathogenes. En plus de 'immense répertoire des anticorps, I’immunité des vertébrés
comprend approximativement 20 récepteurs PRRs, dont les TLRs, alors que chez les
invertébrés, ce nombre semble amoindri. Etonnamment, il fut récemment découvert
que certains récepteurs membranaires de la superfamille des immunoglobulines
présentent une diversification extensive (Li & Guan, 2004). DSCAM, une de ces
immunoglobulines qui est retrouvée chez la mouche a fruit, fut d’abord décrite pour

son role dans le développement neuronal de la drosophile en guidant
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I’embranchement neuronal. Pour effectuer ce processus avec spécificité, DSCAM
aurait le potentiel de générer plus de 38 000 épissages alternatifs par la combinaison
de régions constantes et variables (Wojtowicz et al, 2004). Exprimée chez les
hémocytes du corps gras et par surcroit sécrétée dans 1’hémolymphe de la mouche,
DSCAM semblerait parallelement impliquée dans la reconnaissance d’une forte
variété de pathogenes, en générant plus de 18 000 variations de récepteurs au niveau
de son domaine extracellulaire (voir Figure 6a) (Watson et al, 2005). Certaines
isoformes reconnaissent avec spécificit¢ la bactérie E. coli et induisent son
internalisation par phagocytose (Watson et al, 2005). Ces évidences font état d’une
certaine analogie envers les immunoglobulines des mammiferes, puisque différentes
isoformes de DSCAM agiraient potentiellement en tant que pseudo-opsonine et/ou
comme récepteurs phagocytaires spécifiques (voir Figure 6b). Cette suggestion est
d’ailleurs supportée par 1’identification de nombreuses isoformes de cette
immunoglobuline au niveau du protéome du phagosome de la drosophile (Stuart et al,
2007). Néanmoins, aucune évidence n’a démontré jusqu’a aujourd’hui I’expansion

clonale d’hémocytes distincts suite a la pénétration de pathogenes chez la drosophile.
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Figure 5. Les immunoglobulines DSCAM des insectes et des mammiféres
démontrent des caractéristiques fonctionnelles communes.

a) Structures du géne et de la protéine DSCAM de la mouche a fruit Drosophila
melanogaster pouvant générer plus de 38000 ¢Epissages alternatifs et
approximativement 18 000 variations pourraient étre exprimées par les cellules
hémocytaires et du corps gras. La variation est observée au niveau du 2°, 3° et 7°
domaine d’immunoglobuline. Une forme plus petite de 170 kDa de DSCAM a été
identifiée et représenterait la forme sécrétée de la protéine. b) L’immunoglobuline
DSCAM de la drosophile et les récepteurs des lymphocytes B (BCRs) des
mammiferes reconnaissent les antigénes du non-soi et transmettent les signaux aux
cellules immunitaires provoquant I’activation ou la survie cellulaire. Ces signaux
stimulent aussi la production de la forme sécrétée de DSCAM a partir des hémocytes
ou cellules du corps gras de la drosophile et la production d’immunoglobulines par
les cellules plasmatiques des mammiferes. Ces molécules agissent en retour comme
des opsonines, facilitant I’internalisation a 1’aide de récepteurs sur les phagocytes.
Chez les mammiferes, les anticorps sont reconnus par les récepteurs Fc, mais chez les
hémocytes de la drosophile, la reconnaissance de la forme sécrétée de DSCAM n’a
pas été élucidée. De plus, les BCR et DSCAM peuvent agir directement comme
récepteurs endocytaire ou phagocytaire, afin d’internaliser les antigénes ou
pathogenes liés. Image adaptée de (Stuart & Ezekowitz, 2008).
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6.1.2 Les récepteurs « scavenger » (éboueurs)

Découverts originalement pour leur aptitude a lier et internaliser les
lipoprotéines acétylées a faible densité (LDL), les récepteurs éboueurs ou
« scavenger » (SR) sont particulierement reconnus pour leur capacité a reconnaitre et
induire la phagocytose de pathogénes non-opsonisés chez les phagocytes
professionnels.  Principalement exprimés chez les macrophages et les cellules
dendritiques, les récepteurs SR regroupent une diversit¢ de glycoprotéines
transmembranaires de surface qui se divisent en 8 classes (A a H) (Murphy et al,
2005). Le vaste éventail de ligands reconnus par ces récepteurs ¢éboueurs
(polyribonucléotides, I’ADN bactérien méthylé (CpG), le zymosan/B-glucan de
levure, le LPS et le LTA bactérien) témoigne de leur essentialité dans la défense de
I’hote contre les pathogénes (Areschoug & Gordon, 2008; Mukhopadhyay & Gordon,
2004). De ce fait, il est possible d’observer une expansion des membres de la famille
des récepteurs SR chez les especes dépourvues d’un systéme immunitaire acquis,
notamment les invertébrés. Il n’existe en effet que trois récepteurs SR CD36-like
chez I’humain, contre dix chez la drosophile. Cette expansion aurait notamment
permis de renforcer les capacités de I'immunité innée des invertébrés (Stuart &

Ezekowitz, 2008).

6.1.3 Les récepteurs a domaines répétés EGF-like

Reconnaissant divers ligands, les récepteurs a domaines répétés EGF-like font
partie d’une nouvelle famille de PRR identifiée chez de nombreuses especes (Kocks
et al, 2005). Les membres de cette famille sont particulierement bien définis chez la
drosophile, mais aussi retrouvés chez le ver C. elegans, ainsi que chez les
mammiféres, pour lesquels des fonctions similaires seraient conservées (Kocks et al,
2005; Kurucz et al, 2007). Le récepteur Eater, le membre le plus caractérisé de cette
nouvelle famille émergente, agit a titre de PRR majeur en liant un vaste éventail de

surfaces microbiennes a 1’aide de ses quatre domaines EGF-like. De plus, Eater
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s’avere la cible de Serpent, un facteur de transcription essentiel a la phagocytose
bactérienne (Kocks et al, 2005; Ramet et al, 2002). Similaire a Eater, Nimrod Cl1
semble agir autant comme récepteur phagocytaire que molécule d’adhésion (Ju et al,
2006). Le récepteur Draper quant a lui, semble nécessaire a 1’élimination des cellules
apoptotiques du systéme nerveux central, des macrophages embryonnaires et des

cellules S2 (Freeman et al, 2003; Manaka et al, 2004).

6.1.4 Les lectines

Les lectines exprimées en surface des phagocytes sont spécialisées dans la
détection des sucres du soi et du non-soi, afin de reconnaitre de nombreux agents
pathogenes. Les récepteurs CR-3, mannose et Dectin-1 semblent impliqués dans la
phagocytose des levures et du zymosan (Brown & Gordon, 2001; Ezekowitz et al,
1990; Ross et al, 1985). Les lectines de type C et les galectines qui reconnaissent des
structures plus complexes, sont retrouvées autant chez les vertébrés que les
invertébrés. Chez la drosophile, un groupe de génes de lectines de type C exprimé a
la surface des hémocytes permettent d’opsoniser et d’agglutiner les corps étrangers,
ce qui meéne a la phagocytose ou 1’encapsulation des pathogénes microbiens et des

parasites (Tanji et al, 2006; Tauber & Chernyak, 1989).

6.1.5 Les récepteurs du complément

Originant des invertébrés, le systéme du complément est un composant majeur
de I'immunité innée. Cependant, ce systéme participe également a la mise de la
réponse immunitaire acquise puisqu’il permet le recrutement des lymphocytes B et T
ainsi que des macrophages chez les vertébrés. L’activation protéolytique est
engendrée selon 3 voies différentes (classique, alternative et par lectines) et génére
deux produits : un petit fragment anaphylactique (C3a, C4a et C5a) et un fragment

plus large qui opsonise, par lien covalent, la surface des pathogénes (Carroll, 2004).
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Possédant de fortes propriétés signalétiques, les anaphylatoxines se répandent et
recrutent par chimiotactisme des macrophages au site d’infection. Les fragments plus
larges liés en surface des pathogénes induisent la phagocytose ou la destruction
lytique des pathogénes par le complexe d’attaque membranaire (Carroll, 2004). Les
neutrophiles et macrophages des vertébrés présentent en surface plusieurs récepteurs
du complément, notamment les récepteurs transmembranaires CR1, CR3 et CR4, tous
impliqués dans la phagocytose de particules opsonisées par le complément
(Underhill & Ozinsky, 2002). D’un point de vue évolutif, la cascade protéolytique
des facteurs du complément serait apparue tot dans 1’évolution des animaux a travers
la famille des TEP, un systtme du complément simplifié. Chez les invertébrés
comme la drosophile, I’opsonisation de pathogeénes microbiens par les TEPs
rehausserait leur internalisation par phagocytose (Stroschein-Stevenson et al, 2006).
Toutefois, I’équivalent des récepteurs du complément chez la drosophile demeure

inconnu.



32

7. Les récepteurs Fcyet TLR de 'immunité innée

7.1 Les récepteurs Fcy

Totalement absent chez la drosophile et les autres invertébrés, les récepteurs
Fc ont grandement fait progresser les études portant sur la caractérisation des
différentes voies de signalisation impliquées lors de la phagocytose (Unkeless et al,
1995). Exprimés a la surface des phagocytes professionnels des vertébrés, les
récepteurs Fcy permettent d’éliminer, par phagocytose, les particules opsonisées par
les immunoglobulines de type G (IgG), en reconnaissant la portion Fc des IgG
complexées. Les récepteurs Fcy impliqués dans la phagocytose de particules
opsonisées incluent les récepteurs FcyRI, FeyRIla et FcyRIII. A travers cette
diversité, il est possible de retrouver deux classes de récepteurs Fcy: ceux qui
possedent des motifs ITAM activent certaines fonctions effectrices et les autres dotés
de motifs ITIM inhibent ces mémes fonctions effectrices. La présence de motifs
ITAM sur les domaines intracellulaires des récepteurs Fcy induit le recrutement de
kinases et I’initiation subséquente de cascades de phosphorylation. A 1’opposé, les
motifs ITIM activent le recrutement de phosphatases qui inhibent les cascades de

signalisation intracellulaire (Ravetch & Bolland, 2001).

7.2 Les récepteurs TLR

Les « Toll-like receptors » (TLRs) représentent le plus important groupe des
récepteurs de I’'immunité innée. Ces récepteurs font partie d’un ancien systéme de
reconnaissance et de signalisation originellement connu pour son rdéle dans le
développement embryonnaire de la Drosophile. II fut subséquemment démontré que
les TLRs (connus sous le nom de Tolls chez la Drosophile) participent chez I’insecte
adulte a la défense immunitaire contre les infections bactériennes et fongiques, de
méme que chez les plantes et les vertébrés (Murphy et al, 2008). Jusqu’a présent, au

moins 12 récepteurs TLR ont été découverts chez la souris et I’humain et chacun de
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ces 12 TLRs sont dévoués a reconnaitre un ensemble bien distinct de patrons
moléculaires (PAMPs), tels que I’ARN simple et double brin, ’ADN méthylé, le
LPS, la flagelline des flagelles bactériens et les lipopeptides diacylés et triacylés, tous
retrouvés chez la majorité des pathogenes (voir Figure 5). Exprimés a la surface
cellulaire ou au niveau de la membrane des endosomes, les TLRs peuvent détecter la
présence de composés provenant de pathogénes internalisés par phagocytose ou
endocytose (voir Figure 5). Bien qu’ils semblent induire une activation cellulaire et
la production de cytokines en réponse aux microbes identifiés, les TLRs ne jouent
cependant aucun role dans 1’adhésion ou la phagocytose de micro-organismes
(Trinchieri & Sher, 2007). Toutefois, I’initiation de la réponse immunitaire innée par
I’entremise des TLRs rehausse le caractére antimicrobien des macrophages, en plus
de favoriser la présentation antigénique, afin d’accélérer la réponse immunitaire
acquise (Trinchieri & Sher, 2007). En retour, les cytokines sécrétées par les
lymphocytes activés effectuent un feed-back sur les macrophages et augmentent leurs
habiletés a stimuler les cellules T, en plus de favoriser 1’¢élimination des pathogenes
phagocytés (Mosser, 2003). La reconnaissance de pathogenes par 1’entremise des
récepteurs TLRs, ainsi que la réponse immunitaire subséquente a cette reconnaissance

gravitent autour de la maturation du phagosome.
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Figure 6. Reconnaissance de PAMP par les récepteurs TLRs.

a) Reconnaissance a la surface cellulaire de PAMP par les TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS, TLR6. TLR4 en complexe avec MD2 reconnait le LPS. La formation d’un
récepteur multimérique composé de deux copies du complexe TLR4-MD2-LPS
transmet initialement les signaux pour la phase précoce d’activation de NF-xB en
recrutant 1’adaptateur TIRAP (Mal) et MyD88. Autant la phase précoce et tardive de
I’activation de NF-xB est nécessaire pour I’induction de cytokines inflammatoires.
Les hétérodiméres TLR2-TLR1 et TLR2-TLR6 reconnaissent les lipopeptides
triacylés et diacylés respectivement. TLRS reconnait les (suite a la page suivante)



35

flagellin et active NF-kB par MyD88. b) Reconnaissance intracellulaire de PAMP
par les TLR3, TLR7, TLR9. TLR3 reconnait ’ARN double brin provenant de virus
ou de cellules infectées par des virus. TLR3 active la voie TRIF dépendante pour
induire la synthése d’Interféron de type I et de cytokines inflammatoires. Chez les
cellules dendritiques plasmatoides, TLR7 reconnait I’ARN simple brin provenant de
virus contenus dans les endolysosomes et active NF-xB et IRF7 via MyD88 pour
induire la production de cytokines inflammatoires et d’Interféron de type I. De plus,
I’autophagie est impliquée dans la livraison d’ARN simple brin aux vésicules
contenant TLR7. TLR9 reconnait ’ADN provenant de virus ou de bactéries. Le
clivage protéolytique de TLR9 par des protéases cellulaires est nécessaire pour la
transduction du signal. TLRO recrute MyD88 et active NK-kB et IRF7 dans les
cellules dendritiques plasmatoides. TLR3, TLR7 et TLR9 sont principalement
localisés dans le réticulum endoplasmique sous forme non-liée et sont transportés
vers les endolysosomes lorsqu’ils sont engagés avec leurs ligands. UNC93BI1
interagit avec ces TLRs dans le réticulum endoplasmique et est essentiel a leur
transport lorsqu’ils sont liés a leurs ligands. Image adaptée de (Kawai & Akira,
2010).
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8. L'immunité acquise et la phagocytose chez les
vertébrés a machoire

De tous les organismes, les vertébrés possedent sans contredit le systéme
immunitaire le plus polyvalent et le plus complexe. L’immunité acquise des
vertébrés « s’acquiert » au cours de la vie de I’organisme en développant, suite a la
reconnaissance d’antigénes provenant d’agents infectieux, une mémoire
immunologique. A la fois active et acquise, I’immunité acquise potentialise
I’organisme a répondre plus rapidement lors de la réexposition de I’hote au méme
agent infectieux. De ce fait, 'immunité acquise permet d’éliciter une réponse
immunitaire hautement spécifique et des plus efficaces envers une grande diversité de

pathogeénes environnants.

Environ 90 % des especes animales sont dépourvues de toute forme
d’immunité acquise. Malgré cette absence, ces especes ont prospéré depuis des
décennies, dans un monde dominé par les microbes. Vraisemblablement, la réponse
acquise procure un avantage compétitif aux animaux qui la possédent.
Contrairement a I’immunité innée, le développement de la réponse immunitaire
acquise n’est pas instantanée, puisqu’elle découle de la reconnaissance d’antigénes
par les lymphocytes B ou T dotés de récepteurs spécialisés, nommés BCR et TCR.
L’interaction entre le récepteur lymphocytaire et son antigéne entraine la prolifération
des cellules B et T en lymphocytes effecteurs et mémoires. Des différences sont
toutefois observées au niveau du mécanisme de reconnaissance de 1’antigeéne entre les
lymphocytes T et B. Le lymphocyte B reconnait directement I’antigéne au niveau de
ses récepteurs BCR et induit la synthése d’anticorps spécifiques envers ’antigéne
reconnu. A 1’opposé, le lymphocyte T CD4 " ne reconnait pas directement I’antigéne,
ce dernier doit étre préalablement apprété par les cellules présentatrice d’antigénes
(CPA) du systétme immunitaire inné, tels que les macrophages et les cellules
dendritiques. Ces cellules phagocytent, apprétent et présentent a leur surface
I’antigéne sous forme de peptides associés aux molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II. De ce fait, la reconnaissance antigénique

des lymphocytes T CD4" s’avére tributaire de la phagocytose. La phagocytose joue
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donc un role déterminant au cceur du systéme immunitaire des vertébrés, puisqu’elle
relie, par la présentation antigénique, les branches innée et acquise du systeme

immunitaire des vertébrés (Hoebe et al, 2004; Vivier & Malissen, 2005).

Malgré la transformation fonctionnelle du phagosome chez les vertébrés a
machoire, il faut toutefois retenir que 1’élimination de pathogénes par phagocytose
n’est en fait qu'un simple mécanisme de défense de I’immunité innée qui provient de
la transformation de la fonction originelle du phagosome, soit celle de dégrader des
molécules complexes & des fins nutritives. A travers 1’évolution, les propriétés
dégradatives du phagosome ont été exploitées afin d’améliorer 1’habileté des
organismes multicellulaires a surveiller leur environnement, ainsi qu’a développer
des mécanismes de défense plus efficaces. Le phagosome des vertébrés a machoire

s’avere donc un compartiment ayant intégré les fonctions cellulaires nécessaires a

I’initiation de I’immunité acquise.

8.1 L’origine de 'immunité acquise

Les agnathes (vertébrés sans machoire) occupent une position fascinante dans
I’échelle évolutive de I’'immunité (Pancer & Cooper, 2006). Au cours des 50 millions
d’années qui ont séparé les agnathes de I’émergence des chondrichtyens (vertébrés a
machoire) quelque chose de mystérieux, voire méme de miraculeux, se serait
produit : le systéme immunitaire acquis aurait soudainement évolué. Tous les
vertébrés a machoire, incluant tous les représentants phylogénétiques les plus
primitifs, tels que les requins, sont équipés d’un systéme immunitaire acquis. A
I’opposé, toute tentative d’identification des composants clés de I’immunité acquise
chez les agnathes et les organismes plus primitifs se sont avérées infructueuses (voir
figure 7). Il semble donc exister une délimitation évolutive franche au niveau de
I’apparition du systéme immunitaire acquis entre les vertébrés a machoire (les requins
et les raies) et les vertébrés sans machoire (la lamproie et la myxine) (Kasahara et a/,

2004; Klein & Sato, 1998). Par ces faits, il fut proposé que 1’émergence abrupte du
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systétme immunitaire acquis serait le fruit d’'un « big bang » immunologique qui

aurait eu lieu chez I’ancétre commun des vertébrés a machoire (Hughes, 1999).
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Figure 7. Stades évolutifs du systétme immunitaire des deuterostomes.

Les molécules uniques aux vertébrés avec et sans machoire sont identifiées en bleu et
vert respectivement, tandis que les molécules qui ont émergé chez les invertébrés sont
roses. Les génes RAG-like (Recombination-activating gene) en mauve sont d’origine
virale ou bactérienne et sont aussi présents dans les génomes des oursins de mer et
d’amphioxus. Les récepteurs APAR (Agnathan Paired receptors resembling Antigen
Receptors) et NICIR (Novel Immunoreceptor tyrosine-based activation motif-
Containing Immunoglobulin superfamily Receptor) aussi connus sous le nom de
TCR-like) de la superfamille des immunoglobulines (IgSF) des agnathes seraient les
précurseurs des TCR et BCR. 1R et 2R indiquent les deux rondes de duplication
complete de génome. L’ancétre de la majorité des poissons a nageoires rayonnées
aurait subi une duplication additionnelle de son génome (3R) il y a environ 320
millions d’années (Vandepoele et al, 2004). MHC, complexe majeur
d’histocompatibilité; NLR, Nod-like receptor; SR, scavenger receptor; TLR, Toll-like
receptor; VCBP, V-region containing chitin-binding protein; VLR, variable
lymphocyte receptor; Mya, million(s) d’années. Image adaptée de (Flajnik &
Kasahara, 2010).
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8.1.1 L’hypothése de la machoire

Suite a la découverte d’une délimitation franche concernant les mécanismes
de défense immunitaire entre les vertébrés a machoire et les vertébrés sans machoire,
il fut logiquement postulé que I’évolution de la machoire chez ’ancétre des poissons
(placodermes) aurait ¢été 1’¢lément déclencheur de 1’émergence du systéme
immunitaire acquis. L’émergence de la maxillaire fut un des événements les plus
importants dans 1’évolution des vertébrés (Andersson & Matsunaga, 1996). Son
avantage est notoire : elle permet de mordre et d’avaler des proies plus larges, plus
actives et inaccessibles aux vertébrés sans machoire. Ce nouveau style de vie de
prédation aurait toutefois comporté certains désavantages. L’ingestion de proies
composées de pieces contondantes, telles que les os pointus et les écailles, aurait
drastiquement augmenté les blessures de la paroi du tractus digestif et de ce fait,
aurait considérablement rehaussé le risque infectieux. Bien que I'immunité innée
aurait limité cet accroissement d’infections du tractus gastro-intestinal, il n’en
demeure pas moins que 1’innovation d’un systéme clonal a récepteurs multiples aurait
grandement contribué a gérer une gamme d’infections beaucoup plus vaste que
I’immunité innée a elle seule n’aurait pu prendre en charge (Andersson & Matsunaga,

1996).

Les tissus lymphoides associés au tractus intestinal (GALT) des vertébrés
assurent la défense de la muqueuse gastro-intestinale contre les agents pathogenes.
L’épithélium intestinal, composé de microvillosités et de cryptes, s’étend sur une aire
de surface (environ 400 m?) plus grande que celle de la peau d’un humain adulte.
Cette vaste région muqueuse constamment exposée a une large diversité de microbes
pathogéniques et commensaux nécessite une défense soutenue de la part des GALT et
de I’'immunité innée localisée. L’hypotheése d’une relation directe entre 1’apparition
de la machoire et I’émergence de I’immunité acquise présume que les GALT auraient
¢été le lieu de naissance de la forme ancestrale de I’immunité acquise. Les GALT sont
universellement présents chez tous les vertébrés a machoire et s’averent des sites
immuns primaires pour certaines cellules T intraépithéliale (IEL) indépendantes du

thymus (Rocha, 2007; Rocha et al, 1994). La relation qui existerait entre la présence
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de GALT et un style de vie de prédation est spécialement confirmée chez
I’hippocampe, un poisson a machoire non-primitif mais particulier, puisqu’il
s’alimente de proies non-contondantes, en aspirant des crustacés planctoniques et des
petites larves de poissons a partir d’'un bec suceur. L’anatomie abdominale de
I’hippocampe révele un intestin simple et relativement petit (comparé en proportion
aux autres vertébrés a machoire), malgré la présence potentielle d’un systéme
immunitaire acquis (le géne RAGI1 fut identifi¢ dans le génome de 1’hippocampe).
Par ailleurs, I’absence de lymphocytes et de leucocytes au niveau de 1’épithélium
intestinal et de la lamina propria de I’hippocampe contraste fortement avec les autres
poissons a machoire, puisque ces poissons possedent une abondance de ces cellules
mononuclées au niveau intestinal (Matsunaga & Rahman, 1998). Il semblerait donc
qu’il existe une relation directe entre un mode de vie de prédation, par 1’utilisation
d’une machoire, et la présence de GALT. N’utilisant pas sa machoire pour capturer
de grosses proies, I’hippocampe réduit ainsi son risque d’infections intestinales et de

ce fait, aurait perdu ou réduit considérablement ses GALT a un niveau résiduel.
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8.1.2 Les génes RAG

Malgré I’absence de détails précis, il semblerait que deux événements ont
procuré¢ I’innovation et le matériel brut nécessaire a 1’éclosion du systeme
immunitaire acquis : I’invasion des transposons RAGI/RAG2 et deux rondes de
duplication entiére du génome des ancétres des vertébrés (Hughes, 1999; Kasahara et
al, 2004). Les lymphocytes exhibent une large variété de récepteurs de surface
pouvant reconnaitre et répondre envers un nombre illimit¢ de pathogénes. Cette
diversité est engendrée par une variété de mécanismes génétiques et de sélection
cellulaire qui maximisent le répertoire de ces récepteurs, tout en minimisant
I’autoréactivité envers les antigénes du soi. Ces récepteurs lymphocytaires sont si
variés et nombreux que s’ils provenaient chacun de geénes individuels, le génome
entier de I’humain serait entierement dévoué a ces récepteurs (Market &
Papavasiliou, 2003). Une diversité substantielle des récepteurs BCR et TCR est
d’abord générée par les recombinases RAGI/RAG2 (Recombination-Activating
Genes) qui catalysent le réarrangement V(D)J aléatoire de segments de geénes lors du
développement précoce des lymphocytes, créant un répertoire primaire. Suivant la
reconnaissance d’un antigéne, la déaminase AID (activation-induced deaminase)
induit des hypermutations somatiques et génére un second répertoire de récepteurs
plus diversifié. Ainsi, ces processus permettent de générer une diversité de récepteurs

pouvant reconnaitre un nombre illimité de pathogénes.

Les genes RAG partagent des similarités mécanistiques avec les procédés
d’excision et d’intégration d’éléments transposables des procaryotes (Fugmann et al,
2000). Etonnamment, les génes RAG1 et RAG2 ont été retrouvés dans le génome de
I’oursin de mer (échinoderme) (voir figure 7) ce qui laisse sous-entendre qu’un
transposon aurait envahi sous forme latente le génome de 1’ancétre des échinodermes
100 millions d’années avant 1’émergence de I’'immunité acquise (Fugmann et al,
2006). L’acquisition par transfert horizontal des génes RAG, ainsi que leur absence
chez les agnathes expliquent en quoi le systtme immunitaire acquis, caractérisé par
ses récepteurs d’antigénes recombinés BCR et TCR, s’avere restreint aux vertébrés a

machoire.
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8.2 La duplication génomique

La duplication de genes (paralogue) est un processus évolutif majeur pour
I’innovation de nouvelles fonctions cellulaires. Lors de ce processus, une copie du
gene dupliqué accumule des mutations favorables au développement de nouvelles
fonctions pendant que la seconde assure la fonction d’origine et maintient
I’homéostasie cellulaire. Ces duplications peuvent notamment impliquer des génes
individuels, des segments génomiques ou des génomes entiers. Il y a plus de 40 ans,
Susumu Ohno proposait I’hypothése controversée que le génome de 1’ancétre des
vertébrés aurait subi une ou deux rondes de duplication génomique au stade des
poissons ou des amphibiens par tétraploidisation (Ohno et al/, 1968). Malgré le fait
que cette proposition fut hautement débattue, il est désormais largement accepté que
le génome des ancétres des vertébrés aurait bel et bien éprouvé deux rondes de
duplication génomique : la premiére suivant 1’émergence des urochordés et la
deuxiéme avant D’apparition des vertébrés a machoire (voir figure 7) (Dehal &
Boore, 2005; Kasahara, 2007; Nakatani et al/, 2007; Panopoulou & Poustka, 2005).
Ces duplications génomiques entiéres semblent avoir jou¢ un role crucial dans
I’émergence de I’'immunité acquise des vertébrés a machoire, puisque plusieurs
paralogues résultant de ces duplications génomiques sont essentiels au systéme
immunitaire acquis des vertébrés a machoire (Kasahara, 1998; Okada & Asai, 2008).
Un exemple notoire de ces duplications de génes du systéme immunitaire acquis est
celui du groupe des paralogues des CMH parmi lequel se retrouvent plus de 100
familles de geénes distribuées en quatre ensembles de paralogons (segments
chromosomiques de paralogues étroitement liés). Comme cela fut anticipé par la
théorie de duplication génomique entiere d’Ohno, les génomes des invertébrés
amphioxi et Ciona intestinalis qui ont émergé avant les duplications génomiques
entiéres ne posseédent qu’une seule région « proto-CMH » dépourvue des geénes de
CMH de classe I et II (Abi-Rached et al, 2002; Vienne et al, 2003). Nettement
enrichi chez les vertébrés, cette région renferme de nombreux paralogues essentiels
au processus de la présentation antigénique des CMH de classe I et II. En plus de

tapasin, il est possible d’y retrouver les transporteurs de peptides antigéniques du
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réticulum endoplasmique TAPI1 et TAP2. Par ailleurs, les paralogues du CMH
renferment 10 des 11 cathepsins, incluant les cathepsins D, S et L, dont plusieurs
semblent avoir été¢ co-optées a différentes reprises au cours de I’évolution pour la
présentation de peptides sur les molécules de CMH de classe II et dans la sélection
thymique (Uinuk-Ool et al, 2003). D’autres exemples des paralogues du CMH
incluent : I’alpha-2-macroglobulin (A2M), les composés du complément C3, C4A,
C4B et C5, le récepteur RXRB et la protéine RFXS5 qui régulent I’expression des
CMH de classe I et II respectivement, NOTCH1 qui est impliqué dans la
différentiation lymphocytaire et VAV1 qui est nécessaire au développement et a

I’activation des lymphocytes B et T (Flajnik & Kasahara, 2010).

C’est notamment le cas du protéasome, un complexe catalytique a sous-unités
multiples qui découpe les antigenes endogeénes en peptides immunologiques de
longueur appropriée pour leur chargement sur les molécules de CMH de classe I. Les
sous-unités du protéasome sont phylogénétiquement anciennes, puisqu’elles sont
universellement retrouvées autant chez les bactéries que les eucaryotes. Malgré
I’absence d’une immunité acquise chez la drosophile et la levure, les peptides générés
par le protéasome de ces especes possedent une taille et une composition en acides
aminés appropriées a leur chargement sur des CMH de classe I (Niedermann et al,
1997). Par conséquent, il est fortement probable que le protéasome, par sa capacité
fonctionnelle d’origine, fut co-opté chez les vertébrés pour le développement d’une
nouvelle fonction lors de I’établissement de I'immunité acquise. Suivant la
stimulation par interferon-y in vitro chez les vertébrés, les sous-unités PSMBS,
PSMB6 et PSMB7 du protéasome sont remplacées respectivement par leurs
paralogues de I’immunoprotéasome PSMB8, PSMB9 et PSMB10. Suite a leur
duplication, les genes PSMBS5, PSMB6 et PSMB7 sembleraient avoir conservé leur
fonction ancestrale, tandis que les sous-unités PSMB8, PSMB9 et PSMB10 auraient
évolué¢ vers une optimisation de la production de peptides spécifiques a la
présentation antigénique sur les CMH de classe 1 (Danchin et al, 2003).
Etonnamment, des études ont démontrés qu’une évolution divergente des génes
PSMB et TAP semble se poursuivre selon la pression sélective des différentes

especes des vertébrés (Nonaka et al, 2000; Powis ef al, 1992a; Powis et al, 1992D).
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8.3 La phagocytose et la présentation antigénique

Bien que les branches innée et acquise de I’'immunité des vertébrés
accomplissent un réle immunitaire bien distinct, il n’en demeure pas moins que ces
deux sous-systémes immunitaires sont en fait complémentaires et interdépendants.
La mise en place de la réponse acquise est initiée par I’immunité innée, via la
phagocytose, ou la dégradation de pathogenes au sein de I’environnement hautement
dégradatif du phagolysosome s’avere idéale pour I’apprétement et la présentation
antigénique (voir Figure 8). Chez les vertébrés a machoire, les phagocytes
professionnels tels que les cellules dendritiques (DC) et les macrophages représentent
les cellules présentatrices d’antigénes par excellence. Elles phagocytent et digerent
les protéines provenant des pathogénes internalisés. Les peptides antigéniques ainsi
générés dans la lumicére du phagosome sont chargés dans la fente peptidique des
molécules de CMH et présentés a la surface cellulaire, afin d’initier le systéme
immunitaire acquis. Cette stimulation de I’immunité acquise implique plus
précisément la reconnaissance spécifique du complexe CMH Il-peptide par les
récepteurs TCR des cellules T CD4" qui ont co-évolué avec les CMH (Du Pasquier,
2004).
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Figure 8. Voie de la présentation antigénique des CMH de classe I1.

Suivant I’internalisation de 1’antigéne, ce dernier est dégradé progressivement par les
protéases actives des endosomes précoces et tardifs. C’est la maturation par
I’acidification du phagosome/endosome qui active les hydrolases qui, une fois
activées, dégradent les protéines internalisées ainsi que la chaine invariante (Li)
couplée au CMH de classe II. Suite au clivage de Li, la fente peptidique du CMH de
classe II demeure occupée par CLIP (« Class-II associated invariant chain peptide »)
qui prévient le chargement de peptides précoces. Le chargement peptidique est
effectué par une molécule non-conventionnelle du CMH de classe 1I et le complexe
CMH classe Il/peptide est transporté a la membrane plasmique pour présenter et
activer les lymphocytes T CD4". ER, réticulum endoplasmique; TCR, récepteur des
lymphocytes T; TGN, réseau golgien transitoire. Image adaptée de (Honey &
Rudensky, 2003).

8.3.1 La présentation antigénique sur CMH de classe Il

La présentation antigénique d’antigenes exogenes via les CMH de classe 11
stimule la prolifération des lymphocytes T CD4" et la sécrétion de différentes
cytokines qui promeuvent ou inhibent le développement d’un autre ensemble de
cellules immunitaires. Bien qu’efficace, le phagosome des phagocytes professionnels

se doit toutefois de réguler avec précision le niveau dégradatif de son environnement.
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A partir de divers mécanismes, il peut épargner les protéines internalisées d’une
dégradation protéolytique compléte, tout en préservant I’immunogénicité des peptides
antigéniques. Un de ces mécanismes consiste a acquérir différents types d’hydrolases
selon I’état de maturation du phagosome (Garin et al, 2001; Lennon-Dumenil et al,
2002). En reégle générale, 1’activation des macrophages induit une surexpression de
protéases lysosomales. Toutefois, ’activation par I’interféron gamma (IFN-y) et/ou
le LPS méne a une réduction de 1’activité protéolytique et, de ce fait, amplifie la
capacité et la qualité de la présentation antigénique (Jutras et al, 2008; Trost et al,

2009).

La régulation du taux de dégradation protéique est finement controlée au
niveau de I’activité protéolytique des différentes protéases, ou la réduction du taux de
dégradation favorise la production de peptides antigéniques propices a leur
chargement dans la fente peptidique des CMH de classe II. Deux facteurs critiques
régulent 1’activité des protéases : les concentrations des réactants et le pH luminal.
Un milieu acide dénature les protéines des particules étrangeres et ouvre 1’accés aux
diverses enzymes protéolytiques (Savina & Amigorena, 2007). Résistantes a
I’acidité, chaque hydrolase acquise au cours du processus de maturation du
phagosome posséde une gamme de pH d’activité optimale (Barrett & Kirschke, 1981;
Claus et al, 1998; Manoury et al, 1998). En régulant le pH luminal du phagosome, le
phagocyte contrdle directement 1’efficacité et la spécificité de la protéolyse des

pathogenes internalisés.

Le pH luminal du phagosome des neutrophiles, macrophages et cellules
dendritiques est régulé plus précisément par le recrutement de deux complexes a
sous-unités multiples : la NADPH oxydase (Gp91/NOX2) qui alcalinise le pH
phagosomal et la pompe a proton vacuolaire V-ATPase qui D’acidifie. Bien
équilibrés, ces deux systémes se neutralisent par la réaction entre les réactifs
oxygénés produits par la NADPH oxydase NOX2 et les protons importés par la
pompe V-ATPase. La flambée oxydative engendrée par la NADPH oxydase NOX2
est caractérisée par une ¢€lévation précoce suivie d’une chute drastique du pH

phagosomal chez les neutrophiles, mais beaucoup plus prolongée dans le cas des
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cellules dendritiques. C’est d’ailleurs pour cette raison que les cellules dendritiques
s’averent les meilleures cellules présentatrices d’antigénes, puisqu’en limitant la
dégradation protéolytique, elles générent davantage de peptides immunogeénes
(Savina & Amigorena, 2007). Le scénario est toutefois différent chez les
macrophages. L’activit¢ de NOX2 y est réduite et s’effectue principalement a la
membrane plasmique ou les réactifs oxygénés sont sécrétés au niveau extracellulaire
(Berton et al, 1982). Ces variations expliquent donc les différentes capacités
dégradatives entre les phagocytes professionnels, d’autant plus que I’enrichissement
en protéases s’effectue plus rapidement chez les macrophages que les cellules
dendritiques (Lennon-Dumenil ef al, 2002). Bien que la drosophile génére a 1’aide de
I’oxydase dDuox une flambée oxydative au niveau de son intestin pour contrer les
infections microbiennes (Mehta et al, 2005), elle ne possede toutefois pas de NADPH

h ’ . N
7PM% nécessaires a

oxydase NOX2, ni aucune des sous-unités p47, p22, p40 ou po6
I’activation et a la régulation de NOX2 a la membrane du phagosome (Sumimoto,

2008).

8.3.2 La présentation antigénique sur CMH de classe |

A I’opposé des CMH de classe II, la présentation antigénique sur les CMH de
classe I s’effectue a partir d’antigénes endogenes, tels que les virus, et stimule les
lymphocytes T CD8" (Braciale et al, 1987). Les antigénes retrouvés au niveau du
cytoplasme sont pris en charge par le protéasome, puis dégradés en oligopeptides.
Ces peptides sont subséquemment transportés vers la lumieére du réticulum
endoplasmique par les transporteurs TAP pour étre chargés sur les CMH de classe |
résidents avant d’€tre transportés et présentés a la surface cellulaire pour la
stimulation des lymphocytes T CD8’. Bien que ce modéle représente la voie
classique de la présentation antigénique sur les CMH de classe I, d’autres voies
alternatives semblent exister (English et al, 2009; Kovacsovics-Bankowski & Rock,
1995). C’est le cas notamment de la présentation croisée, ou des antigénes de source

exogene présentés sur des molécules CMH de classe I activent des lymphocytes T
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CDS8" (Ackerman et al, 2003). Cette double capacité de présentation antigénique
proviendrait de la participation du réticulum endoplasmique lors de la phagocytose
(voir section 9.1) (Gagnon et al, 2002). La présence du réticulum endoplasmique
procure au phagosome les éléments clés nécessaires a 1’apprétement et a la
présentation croisée des peptides exogeénes sur des molécules de CMH de classe I
(Ackerman et al, 2003; Grotzke et al, 2009; Guermonprez et al, 2003; Houde et al,
2003). Suite a la dégradation d’antigenes exogenes dans sa lumiére, le phagosome
pourrait exporter, par rétrotranslocation via le translocon Sec61, des peptides vers le
cytoplasme (Kovacsovics-Bankowski & Rock, 1995). De fagon similaire au mod¢le
classique, ces peptides sont pris en charge par le protéasome pour leur apprétement
final et transportés vers la lumiere du phagosome via TAP1 et TAP2, acquis du
réticulum endoplasmique, pour leur chargement sur les molécules de CMH de classe |

(voir figure 9).

D’un point de vue évolutif, I’implication du phagosome dans la présentation
croisée est le résultat de [D'intégration d’une large gamme de composés
multimoléculaires a travers I’évolution. La digestion d’antigénes exogeénes en
peptides antigéniques propices a leur présentation sur les molécules de CMH de
classe I provient des propriétés phagotrophiques des organismes unicellulaires, ou les
bactéries internalisées sont dégradées en composants ¢lémentaires qui sont utilisés
comme source de nutriments. Chez les vertébrés toutefois, la forte capacité
protéolytique du phagosome s’aveére réservée a la production de peptides
antigéniques, particulierement sous I’effet de I’'I[FN-y induisant 1’acidification et
I’activité protéolytique du phagosome (Jutras et al, 2008; Trost et al, 2009; Yates et
al, 2007). La présence du réticulum endoplasmique au niveau des phagosomes (voir
section 9.1) aurait permis le développement d’une nouvelle fonction chez les
vertébrés a machoire avec 1’avénement du locus du CMH, ou de nombreuses
protéines impliquées dans la présentation antigénique y sont encodées. D’anciens
processus cellulaires ont ainsi été co-optés par le phagosome des vertébrés, lui
procurant de nouvelles fonctionnalités qui ont maximisé ses habiletés a présenter des
peptides exogénes et stimuler les lymphocytes T CD8" (voir section 8.2) (Bertholet
et al, 20006).
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Figure 9. Modéle de la présentation croisée d’antigénes exogénes effectuée dans
le phagosome des vertébrés.

La présence de composés du réticulum endoplasmique au niveau du phagosome lui
procure les ¢léments nécessaires a I’apprétement et la présentation croisée de peptides
antigéniques exogenes sur des molécules du CMH de classe I. Suite a la dégradation
d’un pathogéne dans sa lumiere, le phagosome pourrait exporter, par exemple par
rétrotranslocation via le translocon Sec61, des peptides vers le cytoplasme
(Kovacsovics-Bankowski & Rock, 1995), et ainsi leur permettre d’accéder au
protéasome pour leur apprétement final. Ces peptides seraient alors transportés vers la
lumiere du phagosome via TAPI et TAP2 ou ils seraient chargés sur des molécules
de CMH de classe I. H, hydrolases. Image adaptée de (Houde et al, 2003).
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9. Le protéome du phagosome

La biogénéese des phagolysosomes est sans contredit un processus complexe. Elle
implique une variation dynamique de la composition protéique du phagosome menant
a sa maturation graduelle. Caractériser et suivre la variété des mécanismes
moléculaires impliqués lors de la phagocytose peut sembler une tiche ardue et
exigeante, mais toutefois possible depuis 1’émergence du profilage protéomique a
haut débit. L’utilisation de cette approche exige toutefois une organelle d’un niveau
de pureté qui surpasse généralement les capacités d’isolation des protocoles de la
biologie cellulaire. Néanmoins, la purification de phagosomes formés a partir de
microbilles de polystyréne s’est avérée treés efficace et cruciale dans le profilage
protéomique des phagosomes. Etant donné la trés faible densité des billes de
polystyréne comparativement aux différents compartiments intracellulaires,
I’internalisation de microbilles de polystyréne par des macrophages permet d’isoler,
par une simple centrifugation isopycnique sur gradient de sucrose, des phagosomes
de microbilles de polystyréne homogenes d’un niveau de pureté surpassant toute
préparation d’organelles isolées (Ulsamer et al, 1971). En variant les temps
d’internalisation et de maturation des billes internalisées, il devient possible d’obtenir
différents apercus de 1’état de maturation du phagosome dans le temps et ainsi suivre
la dynamique des processus cellulaires impliqués lors de la biogénése des

phagolysosomes.

Bien qu’elle possede une résolution limitée, I’application de 1’électrophorése 2D a
haute résolution s’est avérée un excellent point de départ dans la caractérisation
protéomique de phagosomes de microbilles de polystyréne (Burkhardt et al, 1995;
Desjardins et al, 1994a; Desjardins et al, 1994b; Garin et al, 2001). En identifiant
quelques centaines de protéines, ces €tudes ont divulgué la forte complexité¢ des
différents processus cellulaires impliqués lors de la phagocytose. Plus précisément,
le profilage protéomique de ces études a révélé la présence de petites GTPases
impliquées dans la régulation des fusions membranaires, de protéines de surface

cellulaire, de sous-unités de la V-ATPase, de machineries de fusions et de fissions
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vésiculaires, d’hydrolases, de marqueurs lysosomaux, de marqueurs d’endosomes et
d’exosomes, de nombreuses protéines du cytosquelette, de protéines du réticulum
endoplasmique et de la mitochondrie (voir Figure 10). Inspirés par ces publications,
plusieurs groupes ont aussi entrepris la caractérisation de la phagocytose chez
diverses especes telles que les amibes Dictyostelium discoideum et Entamoeba
histolytica, en plus de I’insecte Drosophila melanogaster (Gotthardt et al, 2006;
Gotthardt ez al, 2002; Okada et al, 2005; Okada et al, 2006; Ramet et al, 2002). En
criblant par ARN interférent une lignée de phagocytes (S2) provenant de la
drosophile, le groupe d’Alan Ezekowitz a pu identifier 34 génes impliqués dans le
processus d’internalisation de la phagocytose (Ramet ez al, 2002). Bien que certaines
de ces protéines identifiées fussent préalablement connues pour leur réle dans la
phagocytose, cette étude a particulierement permis la découverte d’un nouveau
récepteur, PGRP-LC, impliqué dans I’internalisation spécifique de bactéries Gram
négatif. Innovatrice, cette étude a démontré la puissance de 1’application de I’ARN
interférent a haut débit dans I’étude systémique des processus moléculaires impliqués

lors de la phagocytose.
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Figure 10. Le premier phagosome virtuel publié en 2001.
Les protéines identifiées au cours de cette étude sont présentées selon leur potentiel
fonctionnel et interactif au sein du phagosome. Image adaptée de (Garin et al, 2001).

L’arrivé de nouveaux spectromeétres de masse beaucoup plus sensibles ont permis
d’approfondir en détail le profil moléculaire du phagosome en identifiant de
nombreuses protéines phagosomales supplémentaires (Boulais et al, 2010; Brunet et

al, 2003; Jutras et al, 2008; Stuart et al, 2007; Trost et al, 2009). En se basant sur une
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approche protéomique, le groupe de Descoteaux a pu investiguer le role de la protéine
kinase Ca (PKCa) dans la régulation de la biogénése des phagolysosomes (Ng Yan
Hing et al, 2004). Lors de cette étude, des phagosomes isolés de macrophages
surexprimant un dominant-négatif d’un mutant PKCa déficient ont démontré une
inhibition du recrutement des marqueurs tardifs Rab7, cathepsine D et cathepsine S,
comparativement aux phagosomes isolés de macrophages contrdles. Ces données qui
indiquent que la PKCa joue un role dans la biogénése des phagolysosomes illustrent
bien que 1’¢laboration de modéeles biologiques, a partir de données protéomiques, peut
s’avérer efficace dans I’étude des mécanismes moléculaires impliquées lors de la

phagocytose.

9.1 Le réticulum endoplasmique et la phagocytose

Bien que scientifiquement contradictoire, I’application du profilage protéomique a
haut débit pour la caractérisation moléculaire du phagosome repose sur une approche
dépourvue d’hypotheéses de départ et nécessite 1’¢laboration de modeles biologiques
hypothétiques qui sont subséquemment validés par diverses techniques de la biologie
cellulaire. Innovatrice, cette approche protéomique s’est révélée €tre un des rares et
grands succes du domaine de la protéomique (Huber et a/, 2003). D’abord pergus en
tant que contaminants, I’identification par protéomique de protéines associées au
réticulum endoplasmique, a partir de phagosomes purifiés, a mené a la découverte
surprenante du phénomene participatif du réticulum endoplasmique a la phagocytose.
En utilisant diverses techniques de biologie cellulaire, il fut démontré que le
réticulum endoplasmique fusionne avec la membrane plasmique sous la coupe
phagocytaire, afin de fournir la membrane nécessaire a la formation de phagosomes
naissants et/ou d’induire une élévation subite de Ca®" localisée essentielle a la
phagocytose (Cuttell et al, 2008; Gagnon et al, 2002). 1l fut par la suite démontré que
le recrutement du réticulum endoplasmique serait potentiellement régulé par la
SNARE Sec22b, qui est impliquée lors de certains événements de fusion entre le

réticulum endoplasmique et la membrane plasmique, et des SNAREs cibles
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SSO1/Sec9¢c (McNew et al, 2000). Observé chez diverses especes telles que I’amibe
Dictyostelium, la drosophile, la souris et I’humain (Burlak et a/, 2006; Dieckmann et
al, 2008; Gagnon et al, 2002; Garin et al, 2001; Gotthardt et al, 2006; Gueirard et al,
2008; Stuart et al, 2007; Trost et al, 2009), ce mécanisme conservé aurait permis au
phagosome d’acquérir une fonction supplémentaire chez les vertébrés a machoire
dans la présentation croisée d’antigénes exogenes sur des molécules de CMH de

classe I (Guermonprez et al, 2003; Houde ef al, 2003).
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10. Obijectifs et méthodologie des travaux

Le but des deux projets présentés dans cette thése consistait a développer des
méthodes d’analyses a haut débit pour identifier les protéines ou « joueurs »
constitutifs du phagosome et ainsi approfondir nos connaissances sur les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent les diverses fonctions de cette organelle. Identifier et
définir la grande diversit¢ des protéines constitutives d’une organelle par des
méthodes classiques de biologie cellulaire s’avére un travail ardu et de longue durée.
Toutefois, depuis 1’arrivé de la protéomique, il est désormais possible de caractériser
trés rapidement les protéines d’un échantillon complexe (Brunet et al, 2003; Garin et
al, 2001). Lorsqu’identifiée, ces protéines sont analysées dans le but de développer
de nouveaux modeles conceptuels qui sont vérifiés a 1’aide de diverses techniques de
biologie cellulaire. Innovatrice, cette méthode fut notamment appliquée lors de la
découverte de la participation du réticulum endoplasmique au processus de la
phagocytose et par la suite de I’implication du phagosome au niveau de la

présentation croisée (Gagnon et al, 2002; Houde et al, 2003).

La biologie systémique est une approche interdisciplinaire de la biologie qui
¢largit le champ de la biologie moléculaire pour étudier des ensembles d’éléments en
interaction les uns avec les autres, c’est-a-dire des systemes de molécules (ADN,
protéines, complexes moléculaires, etc.). Pour observer simultanément tous ces
systémes d’¢éléments, la biologie systémique a recours aux différents domaines de la
biologie a haut débit (génomique, transcriptomique, protéomique, etc.). Face a ce
déluge d’information, sa premicre vocation est de réaliser 1’intégration des données
dans des modéles conceptuels. L’objet de tels modeles est d’expliquer les
mécanismes de fonctionnement des systémes étudiés et de prédire leur comportement
ainsi que leur évolution. L’élaboration de modeles conceptuels, a partir de données
protéomiques, s’est avérée une stratégie fort efficace dans la caractérisation
fonctionnelle de la phagocytose. Elle requiert cependant une annotation rigoureuse
des protéines identifiées par protéomique, en plus de connaitre de manicre exhaustive

ces protéines pour le développement de modeles conceptuels. Avec 1’arrivée des
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nouveaux spectrométres de masse qui sont encore plus sensibles et efficaces, il est
désormais possible d’identifier environ 2000 protéines au niveau du phagosome de la
souris. Conceptualiser 2000 protéines s’avere une tiche colossale qui dépasse
nettement les capacités intellectuelles de tout chercheur. Pour pallier a cette situation,
nous avons développé une base de données informatique (MySQL) contenant
I’ensemble des données protéomique générées par les usagés de notre laboratoire.
Plus précisément, cette base de données est un systeme destiné a organiser, stocker et
récupérer de grandes quantités de données en effectuant des inférences (requétes) sur
celle-ci. De plus, il est possible d’y ajouter d’autres données pertinentes a
I’annotation protéique (ex.: Gene Ontology, Uniprot, Ensembl !, PFAM, etc.) qui
seront inférées en relation aux données protéomique. De cette facon, le chercheur
peut rapidement filtrer et regrouper l’ensemble des données protéomique du
laboratoire et ce, partout a travers le monde, en plus de les annoter avec efficacité.
Cette technologie fut notamment utilisée et mise a contribution au cours des articles

III, V et VI mis en annexe de cette these.
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11. Article |

A systems biology analysis of the Drosophila

phagosome

L. M. Stuartl’z’*, J. Boulais3’*, G. M. Charriere', E. J. Hennessyl, S.
Brunet3, I. Jutras3, G. Goyette3, C. Rondeau3, S. Letarte3, H. Huang4, P.
Ye', F. Morales’, C. Kocks', J. S. Bader®, M. Desjardins3 & R. A. B.
Ezekowitz'°

Nature 445, 95-101 (4 January 2007).

N.B. Veuillez noter qu’en raison de leur taille trop volumineuse que les
tables de données supplémentaires ST1, ST6, ST7 et ST8 ne sont pas
inlcuses dans cet ouvrage. Toutefois, ces données peuvent étre
teléechargées en ligne a cette adresse: (www.nature.com/nature
/journal/v445/n7123/suppinfo/nature05380.html).
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11.1 Résumé

Les phagocytes jouent un rdle critique dans le remodelage tissulaire lors de
I’embryogenése en plus d’étre des effecteurs clés de la défense immunitaire'?. Lors
de la phagocytose, les particules sont internalisées dans des phagosomes, une
organelle a partir de laquelle divers processus immunitaires, tels que la destruction
microbienne et la présentation antigénique, sont initiés’. Certains pathogénes ont
développé des mécanismes pour esquiver le systéme immunitaire et persistent sans
étre détectés a I’intérieur des phagocytes. Il devient par conséquent essentiel de
connaitre en détail ce processus, afin de comprendre les divers aspects de I’immunité
innée et acquise. Malgré le role crucial effectué par les phagosomes dans I’immunité,
peu de détails sont connus a propos de leurs composés et de leurs organisations. Lors
de ce papier, nous présentons une analyse protéomique a partir de phagosomes isolés
de cellules dérivées de la mouche a fruit Drosophila melanogaster, en plus d’adresser
la dynamique des interactions complexes entre les protéines inhérentes a cette
organelle et leur implication dans [D’internalisation de particules. L’analyse
protéomique a identifié¢ 617 protéines potentiellement associées aux phagosomes de
la drosophile. Ces protéines ont été organisées selon leurs interactions protéine-
protéine dans le but de générer I’interactome du phagosome, un réseau détaillé des
interactions protéine-protéine de ce compartiment sous-cellulaire. Ces réseaux ont
permis de prédire la composition, ainsi que les ensembles de protéines en coopération
pour une fonction définie du phagosome. La contribution de chaque protéine et
complexe impliqués lors de [D’internalisation de bactéries fut testée par ARN
interférence, permettant d’identifier des composants préalablement connus de la
machinerie phagocytaire. De plus, la prédiction et la validation des régulateurs de la
phagocytose, tel que 1’« exocyst »*, un complexe macromoléculaire nécessaire pour
I’exocytose méconnu pour son implication dans la phagocytose, nous a permis de
valider cette stratégie. En générant ce modele, nous démontrons la puissance de cette
application dans 1’étude des organelles et des processus cellulaires complexes. De
plus, nous espérons que ce modele détaillé du phagosome procurera un nouveau cadre

dans I’¢tude des interactions hote-pathogene et de I’immunité innée.
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11.2 Abstract

Phagocytes have a critical function in remodelling tissues during embryogenesis
and thereafter are central effectors of immune defence'->. During phagocytosis,
particles are internalized into ‘phagosomes’, organelles from which immune
processes such as microbial destruction and antigen presentation are initiated’.
Certain pathogens have evolved mechanisms to evade the immune system and persist
undetected within phagocytes, and it is therefore evident that a detailed knowledge of
this process is essential to an understanding of many aspects of innate and adaptive
immunity. However, despite the crucial role of phagosomes in immunity, their
components and organization are not fully defined. Here we present a system biology
analysis of phagosomes isolated from cells derived from the genetically tractable
model organism Drosophila melanogaster and address the complex dynamic
interactions between proteins within this organelle and their involvement in particle
engulfment. Proteomic analysis identified 617 proteins potentially associated
with Drosophila phagosomes; these were organized by protein—protein interactions to
generate the ‘phagosome interactome’, a detailed protein—protein interaction network
of this subcellular compartment. These networks predicted both the architecture of
the phagosome and putative biomodules. The contribution of each protein and
complex to bacterial internalization was tested by RNA-mediated interference and
identified known components of the phagocytic machinery. In addition, the prediction
and validation of regulators of phagocytosis such as the ‘exocyst’®, a macromolecular
complex required for exocytosis but not previously implicated in phagocytosis,
validates this strategy. In generating this ‘systems-based model’, we show the power
of applying this approach to the study of complex cellular processes and organelles
and expect that this detailed model of the phagosome will provide a new framework

for studying host—pathogen interactions and innate immunity.
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11.3 Results and discussion

Proteomic analysis of the mammalian phagosome has highlighted the
complexity of this subcellular organelle™®’. To probe this complexity further we
chose to study Drosophila S2 cells, an embryonic haemocyte-derived cell line that is
readily amenable to RNA-mediated interference (RNAi) and whose phagocytic
properties have been extensively characterized™’ (see Supplementary Fig. S1 for a
diagram of the approach). We first undertook a proteomic analysis of latex-bead-
containing phagosomes isolated from S2 cells that were highly enriched for
phagosome components (estimated contamination less than 5%; see Supplementary
Methods and Supplementary Figs S2—-S4). SDS polyacrylamide gel electrophesis and
tandem mass spectrometry analysis identified 617 proteins potentially associated
with Drosophila phagosomes  (Supplementary ~ Table  S1 and Supplementary
Methods). Of these phagosome proteins, 122 (19.8%) were predicted to have
transmembrane domains and 103 were previously undefined (defined only by the
prefix CG, for computed gene). The phagosome components were classified,
identifying orthologues in Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, mouse
and humans. Mammalian orthologues were identified for 70% of
the Drosophila phagosome proteins (Supplementary Table S1). Of the 140 proteins
previously identified in the mammalian phagosome, 100 (70%) had orthologues

5,6,7

within the Drosophila phagosome™ ™ ', indicating that S2 cells were a valid system

from which to derive a model of phagocytosis.

Proteomic analyses of phagosomes have been enlightening but have limitations
when interpreted in isolation'®. First, the false negative rates (unidentified proteins)
are unknown but may be significant. Pertinent to this organelle, the data are derived
from a single time point in the dynamic evolution of maturing phagosomes and hence
might fail to include proteins transiently recruited either as the phagosome forms or
while it undergoes maturation. Second, because of the sensitivity of mass
spectrometry methods, minor contaminants that purify together with phagosomes

may be identified as false positives. Third, proteomics provides no information about
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the physical or functional organization of the phagosome components. We therefore
chose to apply a systems-based analysis to evaluate and organize these proteomic

data further (Supplementary Fig. S1).

To place the phagosome proteins in biological context, the proteomic data were
used to generate a protein—protein interaction network of this organelle'"'*!*. A base
network of protein—protein interactions was first generated from confidence-rated
interactions observed in five large-scale, high-throughput, experimental screens
(Supplementary Methods). Mapping interactions across species provided an
additional advantage because it predicted ‘interologues’ (protein interactions between
orthologous proteins in different species) and facilitated aligning protein interaction
networks'* 1°. Statistical confidence in a predicted interaction was calculated from the
confidence of observed orthologous interactions across species (Supplementary
Methods)"*. This approach yielded a base network incorporating 53,775 observed and
inferred  protein—protein  interactions and  associations of  complexes
in Drosophila. The 617 primary component proteins identified in the phagosome
proteomics were then used to anchor a network of protein—protein interactions within
this larger network. Various methods have been reported for exploratory analysis of
confidence-weighted or probabilistic protein interaction networks, with a theme of
extending a network through high-probability links'>'®. We adopted a modified
approach on the basis of the expectation that the primary components identified by
experimental proteomics should remain central to the network. Using this strategy we
were able to map 214 of the 617 phagosome proteins with high confidence. This map
was then extended by prediction of secondary components, proteins absent from the
proteomics but predicted from our interaction mapping as potentially associated with
the phagosome (Supplementary Methods). The densest network contained 281 total
vertices (primary and secondary components) and 806 edges (interactions) (Fig. 1). In
addition, the highly sensitive network is shown in Fig. 2 in which clear clusters of

potential functional complexes can be defined.

The building of protein—protein interaction networks complemented our

original proteomic data in two ways. First, by extending the ‘starting players’
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(primary components) we identified 50—80 secondary components (Supplementary
Table S7). These include an unconventional myosin (didum), Amph (an amphiphysin
orthologue) and diaphanous (Figs 1 and 2), all implicated in phagocytosis in certain
mammalian systems' " '*'°. These represent potential false negatives not identified by
tandem mass spectrometry perhaps because they are recruited to the phagosome
transiently or only with specific cargo and are therefore absent from the latex-bead
phagosomes used for proteomics. Second, we reasoned that these networks would
provide information concerning the organization of the phagosome. The networks
were in keeping both with a global interconnectivity throughout the organelle and
with the organization of the phagosome into protein complexes and functional
biomodules (identified as topologically interconnected proteins) (Figs 2 and 3d).
Many of these were also confirmed with Gene Ontology (GO) as an independent
means of classification (see Supplementary Tables S2-S5 and Supplementary Fig.
S5).

Finally, to ascribe function to the phagosome components and to begin to
validate the interaction map, we used RNAi and an assay based on fluorescence-
activated cell sorting” " to screen 837 genes (including the 617 identified by
proteomics) for their role in the phagocytosis of the Gram-positive and Gram-
negative pathogens Staphylococcus aureus and Escherichia coli (Supplementary
Table S6). In addition, we tested the role of the secondary components
(Supplementary Table S7); 28% of the RNAI treatments affected phagocytosis, either
increasing or decreasing bacterial uptake. This represented a fivefold enrichment over
our previous screen, in which randomly generated double-stranded RNAs were
used” (P=2x10" for enrichment; see Supplementary Table S9 for hit-rate
enrichment analyses). Using this RNAi strategy we identified genes previously
implicated in phagocytosis, including those encoding Rac, Cdc42, Rabs and proteins
regulating vesicle trafficking. Although some were required for uptake of both
organisms, we also identified components involved in the internalization of specific
organisms (for example, the engulfment of S. aureus, but not that of E. coli, occurred
primarily by a Rac2/RhoL-dependent mechanism). Genes were classified into three

groups by using a more than 30% decrease as our hit limit: first, 31 genes decreased
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the internalization of both S. aureus and E. coli (23 with z scores of less than -1.5);
second, 34 genes decreased only S. aureus internalization (44 with z scores of less
than -1.5); and third, 100 genes decreased only E. coliinternalization (53
with z scores of less than -1.5). Silencing of certain genes increased the uptake of
bacteria by more than 50%, potentially representing negative regulators of
phagocytosis (38 genes increased S. aureus uptake, 55 with z scores of more than 2.0;
34 genes increased E. coli internalization, 63 with z scores of more than 2.0; Fig. 3,
and Supplementary Tables S6 and S7). Silencing of only one gene (CG4046,

encoding a ribosomal protein) increased the uptake of both organisms.

In addition, to identify those protein modules that had a function in
phagocytosis, the results of the RNAi screen were overlaid on the protein—protein
interaction networks (Fig. 3d). This analysis identified the tubulin, Rab—GDI (Rab—
GDP-dissociation inhibitor) and chaperonin-containing T-complexes as important for
the internalization of bacteria (Fig. 3d). In addition the large cluster consisting of
components of the fusome and exocyst also contained several molecules that affected
phagocytosis. Certain complexes segregated into only one of the two pathogen-
specific pathways (Fig. 3d). These data indicate that only certain phagosome
components are involved in engulfment and suggest other functions for the remaining

proteins associated with this organelle.

As an illustrative example we chose to focus on the exocyst’. The eight
components of the exocyst complex (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0, Secl5, Exo70
and Exo84) can exist as separate proteins or as discrete subcomplexes or can
assemble into an octodimeric complex. The exocyst assembles between the plasma
membrane and secretory vesicles, tethering them before membrane fusion during
exocytosis® and is also required for the transport of vesicles to lateral membranes in
polarized cells, for the branching of neurites and for the formation of synapses. In
addition to its role in exocytosis, exocyst components also concentrate in recycling
endosomes and regulate receptor recycling and delivery of membrane to areas of
localized plasma-membrane expansion®>”. Pertinent to phagocytosis, the exocyst

components Secl0 and Secl5 interact directly with ADP-ribosylation factor 6 and
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Rabl1, respectively, both of which regulate the recruitment of endosomes and
membrane to the phagocytic cup’® **2>?°. Although the exocyst had hitherto not
been implicated in phagocytosis, six of the eight known exocyst components were
identified by proteomics and were also clustered within the interactome and by

GoMiner (P<0.0001).

Using immunofluoresence (Fig. 4a) and western blotting (Fig. 4b), we
confirmed assembly of the exocyst on mammalian and Drosophila phagosomes,
suggesting an evolutionarily conserved role for this complex in phagocytosis. We
proposed that the exocyst might be involved either in the delivery of receptors during
early phagocytosis or in membrane recruitment. Silencing of exocyst components did
not decrease bacteria binding at 27 °C (conditions permissive for exocytosis (Fig. 4c),
indicating that the exocyst was not required for receptor delivery. However, silencing
of Sec8, Sec10 and Sec15 resulted in a 25-30% decrease in internalization (Fig. 4c),
demonstrating a role for these components in the uptake of both S. aureus and E. coli.
Sec3, Sec5 and Exo70 were differentially involved in uptake of the different
organisms. These observations are consistent with observations that the exocyst acts
not as a single macromolecular complex but assembles as distinct subcomplexes®” 2.
Specifically, Sec3 and Exo070 localize to target membranes, providing the docking
site for other exocyst components”' that are delivered from subcellular vesicles, such
as endosomes, in which they concentrate’ . It is possible that the involvement of
Ex070 and Sec3 reflects differential receptor engagement by different pathogens.
Unlike other regulators of early phagocytosis, Sec6 and Sec8 continued to accumulate
on maturing phagosomes, with maximal association occurring after the loss of Rab5,
a marker of immature phagosomes, and remained associated with latex-bead
phagolysosomes for up to 16h (Fig. 4a, b). These observations indicate that the
exocyst might have additional roles in mature phagosomes. However, because
silencing of the exocyst affected the efficient internalization of particles and the
generation of phagosomes, we were unable to test this possibility definitively. These
data lead us to propose a model (outlined in Fig. 4d) of a hitherto unknown but
evolutionarily conserved role for the exocyst complex in phagocytosis. We suggest

that receptor engagement (through the activation of small GTPases) recruits
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membrane exocyst components, Sec3 or Exo70, which act as docking localization
sites on phagocytic cups. Subsequently, Sec8—Sec10—Secl5 assembles between
endosomes and the phagocytic cup to facilitate membrane delivery and
internalization. Additional roles of the exocyst on mature phagosomes remain to be

defined.

The essential contribution of phagocytosis to innate and adaptive immunity
underscores the importance of understanding the regulation of particle internalization
and the organization of the phagosome. Using a combination of systems biology
approaches we have generated a detailed model of the phagosome, identified novel
regulators of phagocytosis and highlighted potentially unknown molecules and
pathways involved in host defence. We suggest that some of these may be important,
previously unidentified, targets for pathogens that evade host defence within the
phagosome or disrupt functions of this organelle. Our ‘systems-based model’ has
provided new insight into the functional organization of the phagosome and the
necessary framework on which to build, in an iterative manner, to further our
understanding of phagocytosis. We provide evidence that this model can be extended
to mammalian phagocytosis, adding new dimensions to our understanding of the

host—pathogen interaction and other aspects of innate and adaptive immunity.

11.4 Methods

Phagosome isolation, proteomics and protein identification were performed as
described previously”; and detailed methods are available in Supplementary
Methods. Generation of the phagosome interactome and network inference and
analysis were performed as described in the text and in Supplementary Methods.
Double-stranded RNA was generated from a Drosophila RNAi library containing
13,000 genes (Geneservice) and the RNAi screen was performed as described
previously”. Primer sequences used to generate each double-stranded RNA can be

located using the MRCg plate and well identifications in Supplementary Table S8 and
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the Geneservice website (http://www.geneservice.co.uk/home/) (further information

is available in Supplementary Methods).

11.4.1 GO Miner

Gene ontology classifications were drawn from the Gene Ontology website
(http://www.geneontology.org). The enrichment factor (Re) found in the DAG
(directed acyclic graph) files and the P value for statistical significance were
calculated by GO Miner as follows. The enrichment factor Reis defined as
(n¢/n)/(N¢/N), where nsis phagosome proteins in a specific category, n is the total
number of phagosome proteins, Nris the total number of proteins in a specific
category in the representative data set, and NV is the total number of proteins in the
representative data set. GO Miner uses two-sided Fisher’s exact test to determine
the P value for a category and tests the null hypothesis that the category is neither
enriched in, nor depleted of, flagged genes with regard to what would have been
expected by chance alone. Full data sets used to derive these data are available on
request. In addition, GO Miner generated data on the enrichment of BioCarta
pathways, details of which are available in Supplementary Table S5 or on the
BioCarta website (http://www.biocarta.com).
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11.6 Figure legends

Figure 1: Generation of the ‘phagosome interactome’. The network of high-
confidence predicted protein—protein interactions between primary phagosome
components was generated from yeast two-hybrid screens from Drosophila and
orthologous proteins in C. elegans and yeast as well as using the hybrigenics yeast
mass spectrometry pull-down data set. The network corresponding to (n,c)=(4,0.5) is
shown. Only high-confidence interactions (c>0.5) are shown, and vertices with no
predicted interactions are omitted for clarity. Green vertices represent ‘primary
components’ (that is, those proteins identified by proteomics). Pink vertices are
‘secondary components’ (proteins predicted to interact by at least four high-
confidence connections to primary phagosome proteins (that is, »=4) but not present
in our proteomic analysis). Higher-resolution maps with gene names are available on
the Developmental Immunology website (http://www.massgeneral.org/devimmunol/

phagosome/). Network statistics for three values of (n,c) are tabulated.

Figure 2: Optimized phagosome networks. The interaction map was optimized
(see Supplementary Methods) to define the most sensitive alternative. This map,
corresponding to (n,c)=(2,0.75), clearly defines clusters of functional modules and
protein complexes. Green vertices are primary components and pink vertices are

secondary components. TCA, tricarboxylic acid.
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Figure 3: Functional genomics to identify protein complexes and components
involved in engulfment. a, The phagocytic index values after RNA1 silencing of all
phagosome genes on uptake of S. aureus and E. coli. Data are normalized to the mean
of controls for each plate. b, Representative FACS plots of the phagocytosis assay
demonstrating decreased S. aureus uptake after silencing of the two positive control
genes, CG6124 (Eater) and CG10198 (Nup98) (blue histograms) compared with
untreated controls (red histograms). ¢, Microscopy of changes in cell morphology and
F-actin staining in cells with phagocytic defects after gene silencing. Silencing of
Sec23 resulted in marked abnormality in actin polymerization and a total absence of
bacterial binding; silencing of Arc-p34 (a member of the Arp2/3 complex) resulted in
cells showing the formation of prominent filopodia and a failure to internalize bound
bacteria; silencing of CG13887 resulted in cells showing normal binding but failing
to internalize bacteria. d, A protein—protein interaction network based on the high-
confidence interactions between primary phagosome components was generated and
the RNAi data were overlaid on this map to identify complexes involved in
engulfment. Green nodes represent genes involved in E. coli uptake, red nodes
represent genes involved in S. aureus uptake and yellow nodes are genes affecting
uptake of both organisms. Unscreened genes are grey, and black nodes indicate genes
with no effect on bacterial internalization. Complexes were arranged by effect on S.
aureus (red areas), E. coli (green areas) and those regions affecting both organisms

(yellow areas).
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Figure 4: Identification of the exocyst as a functional component of the
phagosome. a, Fluorescence microscopy of Sec6/8 recruitment to mammalian
30 min/60 min (that is, 30 min binding on ice followed by 60 min of internalization at
37°C) and late phagolysosomes. b, Western blots probed for the exocyst component
Sec8 on isolated Drosophila phagosomes and Sec6 and Sec8 on mammalian
phagosomes demonstrate the kinetics or recruitment of the exocyst to Drosophila and
mammalian phagosomes. ON, overnight; TCL, total cell lysate; TM, total
membrane. ¢, Effect of silencing exocyst components on bacterial binding and
uptake. Red bars indicate RNA1 treatments with a significant decrease compared with
the irrelevant green fluorescent protein (GFP) control RNAi (green bar). n.d., not
detected and hence not tested. Data are shown as means +s.e.m. d, Model of the role
of the exocyst derived from our combined iterative approach. Proteins were organized
as predicted from the protein interaction data in Fig. 3d and oriented on the basis of
the assumption that Exo70 and Sec3 would be recruited to the plasma membrane and
Sec8—Secl10—-Secl5 present on endosomes. These maps identify known exocyst
interactors such as the small GTPase Rala and predicted previously unknown
potential regulators and interactors of the exocyst. Integrating the proteomics with the
RNAI data leads us to propose the following role for the exocyst during phagosome
biogenesis. First, phagocytic receptors induce the differential activation of GTPases
Rac, Rho and Cdc42 (for example the Drosophila S. aureus receptor is Rac2/RhoL
dependent) to mediate engulfment. Second, depending on the ligands encountered
and receptors engaged, the GTPase differentially recruits either Sec3 or Exo70 to the
area of the plasma membrane from which the particle will be internalized. Third,
Ex070 and/or Sec3 provide docking sites for the exocyst components Sec8, Secl0
and Secl5, which are present on the endosome membrane, thus facilitating the
recruitment and tethering of endosomes to the phagocytic cup. Fourth, once
endosomes and the phagocytic cup are in close proximity, SNAREs mediate

membrane fusion. Exocyst components are shown in red.
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Supplementary Figure SF1. Schema of systems biology strategy used to analyse
the Drosophila phagosome. The schema of the systems biology strategies used to
define a model of phagocytosis. The proteomic list was used to generate protein-
protein interactions maps, predicting the higher order organisation of the phagosome
and identifying clusters of proteins representing functional biomodules or protein
complexes. Additionally, combining manual annotation data with the Gene Ontology
(GO) classification identified biomodules. RNAi was u sed to silence the components
defined from the proteomic list and phagocytosis assays performed to identify those

proteins and complexes involved specifically in engulfment.

Supplementary Figure SF2. Assessment of Drosophila S2 phagosome purity. a -
¢, 2 Tansmission EM of phagosome purification. Phagosomes were isolated from
Drosophila S2 cells that had been allowed to internalise latex beads (arrows) (a) and
purifed from the 4 post-nuclear supernatant (b) using a differential sucrose gradient to
yield highly enriched phagosome preparations (¢). d, Western blots of purified
phagosomes were probed for the 6 phagosome/endosome marker Drosophila Rab5

and nuclear membrane marker Lamin Dm. (Total cell lysate were run for control.)
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Supplementary Figure SF3. 2-dimensional gel electropheresis assessment of

phagosome purity in Drosophila S2 cells. Total cell lysates (TCL) generated from
[35S]-methionine labelled S2 cells were run on 2-dimensional gel electropheresis and
stained by silver stain (a) or subjected to autoradiography (b) demonstrating efficient
methionine incorporation. (¢) Phagosomes were isolated from unlabelled Drosophila
S2 cells by allowing cells to first bind latex beads for 30 minutes, washed and
phagocytosis allowed to continue for a further 1 hour chase. The protein complement
of isolated phagosomes was defined on using 2-d gel electropheresis and silver stain
and demonstrate a marked difference in protein distribution and abundance than seen
in TCL. To identify possible contaminants phagosomes two methods were used. d,
Phagosomes were isolated from unlabelled S2 cells and then mixed with total cell
lysate (TCL) from methionine-[35S] labelled cells that had not seen latex beads.
Phagosomes were reisolated on a sucrose gradient and contaminating proteins (as
identified as radiolabelled proteins in these mixing experiments) were detected by 2-d
gel electropheresis and autoradiography. When the 2-d gel pattern from TCL (a and
b) was compared to the proteins that bound non-specifically to isolated phagosomes <
30 proteins could be identified as potential contaminants using this method. e,
Phagosomes were generated in unlabelled S2 cells and mixed with methionine-[35S]
labelled cells S2 cells that had not seen latex beads. Phagosomes were isolated from
the blend of cells and contaminating proteins (as identified as radiolabelled proteins
in these mixing experiments) were detected by 2-d gel electropheresis and
autoradiography. Importantly, the 2-d patterns in d) and e) did not have the same
distribution as the high abundance proteins in TCL or phagosomes militating against
the detected contamination being simply the most abundant proteins in the

preparations.
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Supplementary Figure SF4. Assessment of organelle contamination using J774.
The methodolgy was first validated using mammalian J774 macrophages and
Western blotting. In this system the presence of contaminating organelles could be
detected using antibodies that were not available in the Drosophila system. The
following antibodies were used: Histone H3 (nucleus), Hsp90 (cytoplasmic/nucleus),
Hsp60 (mitochondria), Tim23 (mitochondria), MG160 (Golgi), TGN38 (Golgi), B-
actin (cytoskeletal), GAPDH (cytoplasma), Transferrin receptor (TfR) (plasma
membrane/recycling endosomes), calnexin (ER), Lampl (lysosome) and flotillin 1
(late endosome/lysosome). Total cell lysates and phagosomes were run for

comparison.

Supplementary Figure SFS. Bioinformatic identification of functional
biomodules using gene ontology classifications GoMiner. a, GO classifications
was used to identify functional groups enriched within the phagosome. A screen shot
of the Directed Acylic Graph generated by GoMiner of cell component enrichment is
shown as an example. Categories enriched more than 1.5-fold with flagged genes are
colour-coded red; those depleted more than 1.5-fold are blue. The rest of the
categories are gray. These data were used to generate Supplementary Table ST2-4
and the interactive DAG files available at http://bostonconnexion.free.fr/phagosome/ .
b, The interaction maps were redefined by GO to define functional biomodules and
demonstrate clustering of genes in the interactome by GO using cell component,
biological process and molecular function. Each vertex colour represents a different
GO classification. Higher resolution maps with gene names are available at

http://bostonconnexion.free.fr/phagosome/.
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11.7 Supplementary Information

11.7.1 Supplementary discussion

1.711 Validation of phagosome purity

Numerous approaches were used to validate the purity of phagosomes prepared by
the sucrose gradient method. First we isolated phagosomes from Drosophila S2 cells
and used transmission EM to examine these preparations. These data confirmed that
we had greatly enriched for phagosomes when compared to the mix of organelles in
prepurification supernatants (Supplementary Figure la-c). We next determined the
amount of contamination by other organelles. For this purpose preparations were
analysed by Western blotting and the presence of selected organelle markers in the
cell lysate and the isolated phagosomes were compared using antibodies specific to
the Drosophila proteins. These data demonstrated enrichment of the
phagosome/endosome marker Rab5 and depletion of the nuclear marker Lamin-DmO
(Supplementary Figure 1d) indicating that broken nuclei were unlikely to
contaminate our phagosome preparations. Since very few antibodies that recognize
Drosophila proteins are available, we also extended this type of analysis with J774
cells, a murine macrophage cell line from which we isolated phagosomes using an
identical approach. Phagosomes prepared form J774 cells did not contain
contamination from the nucleus, Golgi and mitochondria as determined by the
absence of histone H3, MGI160/TGN38 and Hsp60/Tim23, markers for these
respective compartments (Supplementary Figure SF4). The presence of the
transferrin receptor, calnexin, LAMP1 and flotillin were consistent with the known
contribution of the plasma membrane/endosomes, ER and late endosome/lysosomes
to the de novo phagosome. Next, to identify if proteins or complexes non-specifically

associated with phagosomes after cell lysis or co-purified with the phagosome

35
fraction on the sucrose gradient we added radiolabelled total cell lysates from [ S]-

methionine metabolically labelled S2 cells to phagosomes prepared from unlabelled
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cells. Phagosomes were repurified from this mixture and the amount of contamination

35
determined by assessing [ S]-methionine activity using 2-dimensional gel

electropheresis and autoradiography (Supplementary Figure SF3d). Using this
approach we were able to identify less than 30 proteins that copurified with
phagosomes or associate with them after lysis. Finally to determine if proteins might

associate with phagosomes non-specifically during cell lysis we generated

35
phagosomes in unlabelled S2 cells and mixed these cells with [ S]-methionine S2

cells prior to lysis. Phagosomes were prepared from this blend and contaminates

35
identified as [ S]-methionine labelled proteins contaminating these preparations

(Supplementary Figure SF3e). Taken together these data indicate that our method of
purification highly enriched for phagosomes and that very few proteins present were
contaminants (estimated contamination <5%). Importantly, potential contaminating
proteins identified on the 2-d gels did not correspond to high abundance proteins
found in the TCL, militating against these being identified simply because of their

abundance.

11.71.2 Interactome analysis

Numerous potential complexes or functional biomodules were identified
within the interactome. As examples the interactome clustered proteins into modules
that included Rab-Gdi interactions, an ENA/VASP-myosin-calmodulin interaction

complex and a tubulin complex. The networks also predicted interactions between

1
components of the chaperonin containing T-complex , a cytosolic chaperone known to

assist the folding of actin and tubulin that had not previously been known to play a role
in phagocytosis. Within a large complex containing 31 proteins (Figure 3d)
(including a-actinin, actin binding proteins, vesicular docking proteins and SNARE:)

the interactome predicted associations between these phagosome components and the

2, 3
spectrosome/fusome  , a cytoplasmic organelle classically associated with germ-

cells in Drosophila and assembled from cytoskeletal components and membrane
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vesicles. This structure is believed to be a modification of smooth endoplasmic
reticulum (ER) and is thought to act as a link from the ER that fosters intercellular
communication during germline cyst formation. In the context of phagocytosis, one

intriguing possibility is that a ‘modified fusome’ provides the structural basis for any
4,5

communication between the ER and the phagosome

An additional advantage of these protein-protein interaction networks was to
facilitate classification of unknown genes by association with genes of known
function. Based on topological interconnectivity with the major phagosome clusters
involved in engulfment, we identified five unknown proteins present in our
proteomics data set that we predicted to have a role in phagocytosis. Silencing three
of these five genes (CG2095, electronically annotated as a component of the exocyst
complex that was predicted to interact with Secl0, CG31048, a putative small
GTPase with regulatory/interacting protein activity and CG7033, a putative
component of the chaperonin containing Tcomplex) reduced phagocytosis of E.coli
by >25%, confirming our hypothesis and demonstrating the predictive power of the
protein-protein interaction networks (Figure 3d). An additional prediction that might
be made from these networks is that this largest cluster might contain key hub
proteins, essential for phagocytosis. In support of this one of the most potent effect
seen in our RNAI screen occurred with silencing of Snap (CG6625), a protein present
in this complex. These data demonstrate the power of combining the interactome with

functional genomics to identify the essential components of this complex system.

11713 Gene Ontology classification of phagosome proteins

In addition to the protein-protein networks we used bioinformatics as an
independent method to classify the functional biomodules within the phagosome. For

this purpose proteins were assigned by gene ontology (GO) annotation into cellular

6
component, involvement in specific biological processes and molecular function

Proteins of similar function are believed to be more likely to cluster in protein-protein
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networks, providing supportive information of the reliability of a predicted

7
interaction . In concordance with this hypothesis, the phagosome proteins clustered

by GO annotation, validating our protein-protein network (Supplementary Figure

SF5).

We next used bioinformatics to define other potential biomodules associated
with the phagosome that might not have been identified by topological criteria and

protein clustering in the protein-protein network. The data base mining tool

‘GoMiner’ 8, identified a number of functional groups and sub-cellular components
present within the phagosome. As an example, the screen shot of the Directed Acyclic
Graph (DAG) file for cell component is shown in Supplementary Figure SF5 and
demonstrates that proteins derived from ER, endosome and plasma membrane are all
enriched in the phagosome proteome (2.51, 2.51 and 3.72 fold enriched respectively).
(The full enrichment datasets are available in the interactive DAG files for molecular
function, biological process and cell component at

http://www.massgeneral.org/devimmunol/phagosome/ ). To determine if biomodules

were truly enriched we used GoMiner to identify groups of proteins that were
represented within the phagosome at levels that would not be expected with random
sampling of ~6,500 proteins. Groups whose component were enriched, and therefore
found at greater frequency than would occur by chance, or depleted if found at lower
frequency, can be found in Supplementary Tables ST2, 3 and 4. Proteins known to be
involved in endocytosis, exocytosis, and organisation of the actin-cytoskeleton were
highly enriched (p<0.0001). We considered enriched groups identified by GoMiner
that could be validated in our manual annotation or that clustered in the protein
networks (Figure 2) as likely to represent true functional biomodules within the
phagosome. Consistent with the phagosome interactome, components of the
chaperonin containing T complex 1 and the spectrosome/fusome 2 were significantly
enriched (p<0.0001) and GoMiner also confirmed the possibility that the phagosome
contained components of the protein-translation machinery (p<0.0001). Intriguingly,
GoMiner also identified components involved in RNA binding (p<0.0001) and the
RNAi silencing complex 9(p= 0.0031). In addition, a number of phagosome
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components were assigned to Biocarta signalling pathways, potentially linking it to a
variety of signalling cascades (Supplementary Table STS5). These included apoptosis
regulation, integrin signalling, the JNK and MAP kinase pathways, and thus support a

role for these pathways in host defence.

1.71.4 Conclusions and perspectives on phagocytosis

Our systems biology strategy has identified novel roles for many proteins in
phagocytosis by their presence in the phagosome. The evidence is particularly
compelling for those 28% of proteins identified as playing a functional role in
internalisation and those within the phagosome interactome that are predicted to be
highly interconnected to these hits in our RNAi screen. However, for those proteins
that neither had an effect in our functional screen nor had predicted protein-protein
interactions in the phagosome, our data provide no evidence to validate their
localisation within the phagosome. It remains a possibility that some of the proteins
and biomodules, such as those involved in protein biosynthesis, RNA transport (RNA
granules) and the RNA silencing complex, may simply be identified as a consequence
of systematic contamination with other subcellular components that might intimately

associate with, or co-purify with, phagosomes. Further work is needed to directly

10
localise these proteins to the phagosome and to validate these potentially novel

functions of this organelle.

Our functional screen has focused on identifying those proteins involved in
the early processes of engulfment. Our data suggest that there are at least two distinct,
organism-specific, pathways of uptake. We would suggest that some of this
specificity originates as a consequence of ligation of the cell surface receptors such as

Croquemort and PGRP-LC that differentially recognise S.aureus and E.coli prior to

11, 12
internalisation . A recent genome wide screen in Drosophila identified a SRB1

13
family member, Pes, as a cell surface receptor for mycobacteria  and we have
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recently identified another important cell surface receptor for bacteria, Eater
Interestingly, all of these receptors are absent from our proteomic list and it is likely
that many surface receptors only transiently associate with the phagosome or are

recruited only with specific cargo.

While there is significant overlap between our findings and those from

13, 15-17
genomewide screens , our approach has significant advantages. Our original

proteomics screen greatly enriched our candidates, increasing the hit rate of our
secondary RNAi screen. Furthermore, when combined with the phagosome
interactome our approach has allowed us to identify protein complexes that might act
as novel regulators of phagocytosis and provided new insights into how the molecules
within the phagosome are organised and cooperate to mediate the complex process of

pathogen internalisation. In support of our approach, recent work studying uptake of

17
C.albicans  identified some of the complexes identified within our interactome.

Furthermore, 22.8% of the positive hits in that screen were also identified in the
phagosome proteome. Together these data indicate the value of our approach and
suggest further important insights into the regulation of phagocytosis will be obtained
by integrating these data with that obtained from other complementary screens and

approaches.
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11.7.2 Supplementary Methods M1

11.7.21 Phagosome isolation

Confluent S2 cells were centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes and the pellet
resuspended in fresh Schneider’s medium. Latex bead (0.8 pum - Estapor
microsphere) were added (1:100) and incubated at 25°C with gentle agitation for 30
minutes. The cells were then washed 3 times with 1X for Drosophila PBS (NaCl 52
mM, KCI 40 mM, D-glucose 10 mM, sucrose 100 mM, MgSOsx7H20 1.2 mM,
MgClx6H20 1.2 mM, CaClx2H20 1 mM, Na:HPO42 mM and KH2PO40.37 mM, pH
6,7) at 4°C. The cells were then exposed to a hypotonic lysis buffer (10mM Hepes pH
7.0, 2 mM MgCl2, 6 mM B-mercaptoethanol and protease inhibitor) for 2 minutes,
and then disrupted with 22 G 1/2 needle while checking with a toluidine blue and
optic microscopy to establish that the cell nuclei remained intact. The homogenate
was then centrifuged at 2000 rpm for 5 minutes at 4°C to obtain “Post-nuclear
supernatant”. This supernatant was then mixed with a 62% sucrose solution to obtain
a final concentration of 40 % sucrose. This post-nuclear supernatant in 40% sucrose
was then is overlaid onto a layer of 62% sucrose in a polypropylene ultra-
centrifugation tube. 35%, 25% and 10% sucrose solutions were then overlaid onto the
tubes and equilibrated with the 10% sucrose solution. This differential sucrose
gradient was then centrifuged at 24000 rpm at 4°C for one hour. Phagosomes were
harvested from the upper (10 and 25%) interface prior to washing once with
Drosophila PBS by centrifuging at 15 000 rpm at 4°C for 15 minutes. The
phagosome pellet was then dissolved in Laemmli 1X buffer. Protein was quantified

the EZQ™ Protein Quantification Kit (Invitrogen) before proteomic analysis.
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11.7.2.2 Assessment of contamination by 2-dimensional gel

electropheresis

S2 cells were serum starved in methionine deplete serum free media for 30
min with agitation at 28C. Cells were centrifuge at 1500 rpm for 5 min and the pellet
was resuspended in methionine deplete serum free media to which [35S]-methionine
was added. The cells were incubated at 28C over night with agitation. For mixing
experiments, confluent S2 cells (without [35S]-methionine) were used to generate
phagosomes by incubating latex beads (0.8 um) for a pulse and chase of 30°/60°.
Total cell lysates from [35S]-methionine labeled cells that had not interacted with
latex beads were mixed with isolated unlabelled phagosomes. Phagosomes were then
re-isolated on the differential sucrose gradient as described previously and
contaminating proteins identified as follows. After the phagosome isolation, latex
bead phagosomes were resuspended with IPG buffer and used to rehydratate IPG
strips (pH 3 — 10) (Amersham). 2-d gel electropheresis was run as follows. First the
rehydrated IPG strips were incubated overnight at room temp with mineral oil and
IEF then performed at 300V for 15 min, 1000V for 10 min, 2000V for 10 min and
then 3500V for 2h30’. To perform the second dimension, IPG strips were loaded on
12% pre-cast SDS gel (Biorad) and 200V was applied for 35-45 min. Proteins were
transferred onto nitrocellulose membrane with 100V for 1 hour and the membranes
dried. The membranes were then exposed to a 35S film grade (kodak) at —80C for 5

days. Total cell lysates from [35S]-methionine labelled cells were run for comparison.

11.7.2.3 Trypsin digestion and peptide extraction

The unstained gel slices contained into a 96 wells were treated for 30 min with
10 mM dithiothreitol to reduce cystinyl residues and for 20 min with 55 mM
iodoacetamide to effect alkylation. After an additional round of (NH4).COs and

acetonitrile washes, the slices were extracted and dried with acetonitrile at 37°C.
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They were then incubated with trypsin (6 ng/ul in 50 mM [NH4].CO3) for 5h at 37°C
and the peptides were first extracted in 1% formic acid/2% acetonitrile followed by
two further extractions with additions of acetonitrile. All treatments were performed

robotically using a MassPrep Workstation (MicroMass).

11.7.2.4 Mass spectrometry analysis

The 96 wells sample tray was kept in a Micro Well-plate Sampler (Agilent
1100 Series). Prior to injection, the pre-column (Zorbax 300SB-C18, 5 mm X 0.3, 5
um) installed on the 6 port Rheodyne valve of the Column Compartment Module,
was conditioned with water containing acetonitrile (5%) and formic acid (0.1%)
supplied by a Isocratic pump (Agilent 1100 series) set at a flow rate of 15 pL/min. A
volume of 20 uL of the tryptic digest solution was injected on the pre-column at 15
puL/min and the sample was washed for 5 min while the eluent was evacuated to

waste.

Then the valve was actuated and the pre-column was back-flushed to the 75
mm i.d PicoFrit column (New Objective, Woburn, MA) (filled with 10 cm of
BioBasic C18 packing, 5 mm, 300 A) by the acetonitrile gradient supplied by the
Agilent series 1100 Nanopump at 200 nL/min. Solvent A was water (formic acid
0.1%) and solvent B was acetonitrile: water (95:5) (formic acid 0.1%). The linear
gradient was started after the washing step. At time 0 min, B was already at 10.5%. It
was set to reach 42% B at 45 min, 73.5% B at 53 min and 100% B at 58 min. B was
then kept at 100% for 2 min and brought back to 10.5% from 60 min to 72 min.

The mass spectrometer was a QTOF Micro from Waters Micromass equipped
with a Nanosource modified with a nanospray adapter (New Objective, Woburn, MA)
to hold the PicoFrit column tip near the sampling cone. The capillary voltage was
adjusted to get the best spraying plume at 35% B. MS survey scan was set to 1 s (0.1
s interscan) and recorded from 350 to 1600 m/z. In a given MS Survey scan, all

doubly and triply charged ions with intensity higher that 25 counts were considered
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candidates to undergo MSMS fragmentation. From these, the strongest one was
selected. MSMS acquisition would stop as soon as the total ion current would reach
2800 counts/second or after a maximum time of 4 s. MSMS scan was acquired from
50 to 1990 m/z, scan time was 1.35 s and interscan was 0.15 s. A second precursor
ion would be selected from the following MS survey scan. The doubly and triply
charged selected ions were fragmented with the following pre-programmed collision
energies: (i) For doubly charged ions, the collision energies are 25 eV for the range
400 to 653 m/z, 26 eV for the range 653 to 740 m/z, 28 eV for the range 740 to 820
m/z, 32 eV for the range 820 to 1,200 m/z, and 55 eV for the range 1,200 to 1,600
m/z. (i1) For triply charged ions, the collision energies are 14 eV for the range 435 to
547 m/z, 19 eV for the range 547 to 605 m/z, 24 eV for the range 605 to 950 m/z, and
35 eV for m/z higher than 950 m/z.

11.7.2.5 Bioinformatics analysis and Protein identification

1
Raw mass spectra were passed through a bioinformatics pipeline which implemented

the following analysis procedures:

2
1. Raw data files were sent by TOMAS to Distiller (Matrix Science) for peak

detection and creation of the peak lists in the mgf format.

2. The raw spectra were first subjected to peak-detection using the Distiller

product from Matrix Science (http://www.matrixscience.com/distiller.html).

Distiller parameters were set for a signal to noise of 2 and a correlation
coefficient of 0.7. The peak lists were then submitted to the Mascot cluster by
TOMAS for database search against the uni drosophila melanogaster
database that was issued on November 11th of 2004 from the Uniprot Swiss-

Prot/TrEMBL database (http://www.pir.uniprot.org/). Fixed modifications

was set for carbamidomethyl on cystein, variable modifications was set for
oxidation of methionine, peptide mass and fragment tolerance both set at + 0.5

Da. This reduced noise and produced a list of distinct peptide peaks in which
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all members of the isotopic clusters were collapsed into an equivalent

monoisotopic peak.

The resulting list of peptide identifications was then processed to eliminate
those likely to have arisen by chance. Thus, only peptide identifications with a
probability of occurring by chance of < 0.05 were retained (i.e. only those
peptides for which the Mascot Peptide Score was > the Id Score were
retained). Validation studies in which spectra were searched against a random
data base, showed that the Mascot at the 5% confidence level was quite

conservative; the actual false positive rate was estimated to ~ 1.5% estimated

3
by searching a randomized copy of the database .

These peptide identifications were then linked to the proteins containing them
and sorted by protein to produce an initial list of protein identifications.
However, this list was quite redundant since about 5% of the spectra match
more than one peptide and 40% of the peptides identified occur in more than

one protein. Consequently, the protein lists were then processed by a grouping

4
algorithm to generate a list of proteins defined by distinct sets of proteins.

That is, the minimum number of protein sequences needed to explain the

peptides observed.
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11.7.3 Supplementary Methods M2

11.7.31 Building and optimisation of the phagosome interactome -

Network inference and analysis

To place the phagosome-isolated proteins in biological context and suggest
additional components, we embedded proteins from the primary screen in a network

of protein-protein interactions observed in high-throughput experimental screens.

First a large base network was generated from confidence-rated protein-
protein interactions were gathered from 5 large-scale experimental screens: (i) a two-

hybrid map of 21,111 Drosophila interactions, with confidence scores in the range 0

1
to 1 taken as calculated by the study authors ; a map of 4523 C. elegans two-hybrid
and literature-derived interactions, with nominal confidence scores assigned as Corel

= 0.95, Scaffold = 0.8, Literature = 0.8, Core2 = 0.65, NonCore = 0.4, obtained by

2
removing cross-species inferred interactions from Worm Interactome 5 (WI5) ; and a

map of 47,783 two-hybrid interactions and co-complex associations obtained by

3, 4 5,6
merging data from two-hybrid screens  and protein complex characterizations

7
with confidence scores taken from subsequent analysis of the aggregated data . In
each data set, the confidence score reflects the probability that an observed interaction
is biologically relevant, and 1 minus the confidence score reflects the false-positive

probability.

Mapping interactions cross-species is an effective method for predicting

‘interologs’, or protein interactions between orthologous proteins in different species,

4389
and aligning protein interaction networks . Putative orthologs inferred by the

10
InParanoid algorithm served as the basis for mapping the worm and yeast protein

interaction data sets to fly, yielding 53,775 observed and inferred protein-protein

interactions and co-complex associations in Drosophila. Confidence in an interaction



102

increased through observation of orthologous interactions in multiple data sets

according to the formula (1) :

c=1- 1_[ 1-c)

i=yw,f

This formula assumes that 1—c; is the probability of a false-positive observation in

species | = yeast (y), worm (w), and fly (f). More complicated formulas that account

10 11
for the degree of sequence conservation or use Bayesian modeling are also

possible. We retained 12,251 high confidence interactions (confidence > 0.5).

The >600 proteins identified in the phagosome proteomics screen were used to
anchor a network of protein-protein interactions. Various methods have been reported

for exploratory analysis of confidence-weighted or probabilistic protein interaction

12, 13
networks, with a theme of extending a network through high-probability links

We adopted a modified approach based on the expectation that the primary
components identified by experimental proteomics should remain central to the

network.

We examined a family of algorithms that extend the primary components through two
steps: (1) retain only those interactions with confidence >c¢ for a pre-specified
threshold ¢ ; (2) introduce secondary components that interact with at least n primary
components. This family of algorithms is specified by the two parameters (n,c) . We
characterized the performance for each (n,c) value through the following cross-
validation scheme. Each of the 617 primary components was deleted in turn, and we
calculated a true-positive count as the number of primary components recovered by
the algorithm. As there is no definitive data set of false-positives, we used as a proxy
the total number of secondary components recovered by the algorithm. Secondary
components were retained irrespective of whether they were or weren’t expressed in
S2 cells. The true-positive and false-positive counts are commonly visualized through
a receiver operating characteristic (ROC) curve, in which superior performance is

identified with higher-lying curves. In this way we characterized algorithm
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performance in the space n >1, ¢
> 0.5 using a discretization of 0.05 for ¢ (Fig. J1). Three parameter sets were selected
for further investigation, (n,c) = (4,0.5), (2,0.8), and (2,0.75). The number of primary
components and secondary components in these networks are provided (Fig. J2). The

software used to generate these interactions is available upon request. Networks were

14
visualized with Cytoscape .
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Fig. J1. Algorithm optimization.

A receiver-operating characteristic (ROC) curve assesses performance of algorithms
parameterized by number of interactions, n, with confidence above a threshold, ¢ ,
that must connect a putative secondary component to known primary components.
Each line corresponds to a value of n from 1 through 5, and numeric values along
each line indicate the threshold ¢ with discretization 0.05. The grey line indicates the
performance of random selection of secondary components. The point circled at (n,c)
= (4,0.5) generates a densely connected network (TP = 25, FP = 80). The circled
point at (2,0.8) represents a more specific alternative with roughly the same number

of true positives and almost 2x fewer false positives (TP = 24, FP = 45). The circled
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point at (2,0.75) represents a more sensitive alternative with roughly 25% more true

positives (TP =31, FP =78).

n=4,¢c=05 n=2,¢=0.75 n=2,¢=0.8
Number of components 281 214 162
Primary 201 136 112
Secondary 80 78 50
Number of interactions 806 356 204
Primary-Primary 181 81 64
Primary-Secondary 387 192 115
Secondary-Secondary 238 83 25

Fig. J2. Network statistics.
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11.7.4 Supplementary Methods M3

11.7.4.1 Generation of dsRNA and treatment of S2 cells

dsRNA was generated from a Drosophila RNAI library containing 13 000
genes (Geneservice, Cambridge, UK) as follows. (Information on gene specific
primers used to generate the original PCR fragments in the library can be found on at

http://www.geneservice.co.uk/products/tools/DrosRNAi_Finder.jsp using the well

and plate 1.d.s provided in Supplementary Table STS.) 1:10 dilutions of gene specific
PCR products containing a flanking T7 sequence were first amplified using universal
T7 primers in a 96 well format. The PCR products were checked by running on a
1.2% agarose gel. 8ul of the PCR product was then used in a T7 in vitro trancription
(Invitrogen) to generate ssRNA. The RNA was purified using Megaclear-96
(Invitrogen) according to manufacturers instructions. ssRNA was heated to 65°C for

30 minutes and cooled slowly to generate dsSRNA. 2ul of dsRNA was added to each

well of a 96 well plate. To each well was added 1x105 S2 cell in 50ul of serum-free
Drosophila media (Gibco). Cells were incubated with dsSRNA for 30 minutes and
then 150pul of complete Schneider’s media (Gibco) (supplemented with penicillin-
streptomycin and 10% insect tested FBS) added. Cells were then incubated for 3 days
prior to use. Certain genes effecting uptake of both S.aureus and E.coli were
rescreened in assess RNA treatments with major effects on cell viability by
quantifying cell number and DNA content using Hoechst dye and fluorescent
microscopy. 6 genes in this group had some effect on cell viability, indicating that
their effect on phagocytosis may be indirect. This included CG11700, which had
previously been identified to effect viability in an independent RNAi screen,

CG10198 a nuclear pore component (Nup98), beta-COP and Arf79F. Full lists of

1
RNAi treatments that effect cell viability are available in and at

http://flyrnai.org/viability/ .
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11.7.4.2 RNAi screening to identify genes involved in phagocytosis

Candidate genes were selected to include the proteomics data set. In addition
certain proteins, identified as components of the phagosome but that did not meet the
final criteria to be included in the proteomics list, and certain proteins predicted to
interact with phagosome components but not present in the proteomics were also
screened. A total of 837 genes were screened. In an additional separate screen 70

secondary components were also tested. FACS based phagocytosis assays were

performed as described in Ramet previously 2. Only live cells were analysed by
gating on FSC vs. SSC. Fluorescent signal was quantified from internalised bacteria
as fluorescence from bound, non-internalised bacteria was first quenched with trypan-
blue solution. The phagocytic index is calculated as the mean fluorescence of the
positive cells x the percentage of phagocytic cells as described previously. To
determine bacterial binding for the RNAI treatments of the exocyst, phagocytosis was
performed at 27C, a temperature permissive for both exocytosis and phagocytosis to
proceed normally. The binding was quantified as follows: binding index = total
cellular fluorescence (before quenching) -internalised fluorescence (after quenching).
Each gene was screened a minimum of 6 times (a minimum of 3 for S.aureus and 3
for E.coli) and the mean effect for each gene used to determine positive hits. Effects
were normalised to the mean of the control wells, which did not differ significantly
for the mean of the irrelevant GFP RNAi. Each plate contained two positive controls
(CG6124 and CG10198) which were hit on >95% of occasions screened, 4 blank
control wells and 4 irrelevant RNAi controls (GFP). For detailed analysis of the
function of exocyst components fresh dsSRNA was generated from new template
DNA that had been amplified directly form S2 ¢cDNA by PCR using genespecific
primers. This dsRNA was then used to retest the exocyst components in the

functional assays shown in figure 4.

Statistics three statistical parameters were used to define hits: 1) an arbitrary
hit-limit of >30% reduction or >50% increase was used, as it was considered optimal

to identify both biologically and statistically significant hits and; 2) proteins that had
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a z score (a measure of the number of standard deviations from the mean of the
controls) of <-1.5 or > +2.0 3) based on the percent inhibition the hit significance was
also determined using a Student-t test, testing the hypothesis that RNAi treatments
were significantly different from the blank control samples. For readers wishing to
account for multiple hypothesis testing the false discovery rate (FDR) was estimated

using a histogram distribution of p-values and assuming a P-uniform mixture

3
distribution . As estimated from the area under the curves the FDR was estimated as
16% and 24% for E.coli and 27% and 43% for S.aureus if p values of <0.01 or <0.05

were applied respectively.
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12.1 Résumé

Les amibes utilisent la phagocytose pour internaliser des bactéries en tant que
source nutritive, tandis que les organismes multicellulaires utilisent ce processus en
tant que mécanismes de défense pour éliminer les microbes et initier une réponse
immunitaire soutenue chez les vertébrés. En utilisant une approche a haut-débit pour
identifier et comparer le protéome et phosphoprotéome de phagosomes isolés a partir
d’organismes distants et en appliquant une analyse comparative sur 39 taxons, nous
avons identifié un bloc ancien de protéines phagosomales autour duquel les fonctions
immunitaires de cette organelle se sont probablement organisées. Nos données
indiquent qu’une large proportion du prot¢éome du phagosome, en comparaison avec
le protéome entier de la cellule, fut acquise par la duplication de génes a une période
qui coincide avec 1’émergence de I’immunité innée et acquise. Notre étude a aussi
caractérisé en détail I’acquisition de nouvelles protéines et le remodelage significatif
du phosphoprot¢éome du phagosome ayant contribué¢ a la modification du bloc
constituant de cette organelle a travers 1’évolution. Notre travail procure la premiére
analyse approfondie des changements ayant permis la transformation du phagosome
allant d’un compartiment phagotrophique a une organelle entiérement compétente

pour la présentation antigénique.
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12.2 Abstract

Amoeba use phagocytosis to internalize bacteria as a source of nutrients, whereas
multicellular organisms utilize this process as a defense mechanism to kill microbes
and, in vertebrates, initiate a sustained immune response. By using a large-scale
approach to identify and compare the proteome and phosphoproteome of phagosomes
isolated from distant organisms, and by comparative analysis over 39 taxa, we
identified an ‘ancient’ core of phagosomal proteins around which the immune
functions of this organelle have likely organized. Our data indicated that a larger
proportion of the phagosome proteome, compared with the whole cell proteome, has
been acquired through gene duplication at a period coinciding with the emergence of
innate and adaptive immunity. Our study also characterize in detail the acquisition of
novel proteins and the significant remodeling of the phagosome phosphoproteome
that contributed to modify the core constituents of this organelle in evolution. Our
work thus provides the first thorough analysis of the changes that enabled the
transformation of the phagosome from a phagotrophic compartment into an organelle

fully competent for antigen presentation.
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12.3 Introduction

Phagocytosis is the process by which multiple cell types internalize large
particulate material from the external milieu. In mammals, this receptor-mediated
function plays key roles in embryogenesis and tissue remodeling (through the
clearance of apoptotic cells), as well as in the elimination of a variety of microbial
pathogens causing important diseases such as salmonellosis, chlamydia infection, and
tuberculosis. The functional properties of phagosomes are acquired through a
complex maturation process, referred to as phagolysosome biogenesis. This pathway
involves a series of interactions with other intracellular organelles, enabling the
delivery of hydrolytic enzymes and the generation of other molecules, such as nitric
oxides and superoxides, involved in the killing and degradation of the phagosome

content.

Phagocytosis has been maintained during evolution and was shown to play
important functions in organisms such as amoeba and paramecium. For example, the
degradative environment encountered in the phagosome lumen has enabled the use of
phagocytosis as a predation mechanism for feeding (phagotrophy) in amoeba
(Desjardins et al, 2005; Gotthardt et al, 2006; Jutras & Desjardins, 2005). The
degradative properties of phagosomes were exploited for the control of pathogen
invasion in multicellular organisms, through the introduction of molecules involved
in the recognition of microbial determinants such as the Toll-like receptors (TLRs),
with one representative in Caenorhabditis elegans, and nine and ten in Drosophila
melanogaster and human respectively (Mushegian & Medzhitov, 2001). Killing of
microorganisms in phagosomes is a key feature of innate immunity, the part of our
immune system that defends the host from infection in a non-specific manner. The
emergence of genes associated to the MHC locus in mammals that appeared
originally in the genome of jawed fishes, contributed to the development of complex
molecular mechanisms linking innate and adaptive immunity (the part of the immune
system triggered specifically after antigen recognition) (Kasahara et al, 2004).
Several of the genes of this locus encode proteins known to play key roles in antigen

presentation, such as subunits of the immunoproteasome (LMP2 and LMP7), MHC
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class I and class II molecules, as well as tapasin and the transporter associated with
antigen processing (7AP1 and TAP2), involved in the transport and loading of
peptides on MHC class I molecules. Remarkably, all of these proteins have been
identified on phagosomes of different organisms by various biochemical and
morphological approaches (Ackerman et al, 2003; Dermine et al, 2001; Grotzke et al,
2009; Guermonprez et al, 2003; Houde et al, 2003), suggesting that their advent
during evolution might have contributed to the pivotal role played by phagosomes in
linking innate and adaptive immunity. Nevertheless, the molecular mechanisms that
enabled the emergence of novel phagosomal functions during evolution are poorly
understood. Here, we present the first large-scale comparative
proteomics/phosphoproteomics study characterizing some of the key steps that

contributed to the remodeling of phagosomes that occurred during evolution.
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12.4 Results

12.4.1 Proteomics analyses of phagosomes

To study how the phagosome has been remodeled during evolution, we
isolated this organelle from three distant organisms that use phagocytosis for different
purposes, and performed detailed proteomics and phosphoproteomics analyses.
These original data were analyzed and compared to a wide variety of organisms using
comparative genomics to characterize the nature of the modifications that enabled
phagosomes to play a key role in innate and adaptive immunity during evolution.
This approach proved to be efficient for the comparative study of complex cellular
structures like synapses (Emes ef al, 2008). Tandem mass spectrometry (MS/MS)
analyses led to the identification of 818 Dictyostelium, 1132 Drosophila and 1391
mouse phagosome proteins (Dataset 1-3). Compared with previous studies (Garin et
al, 2001; Gotthardt et al, 2006; Jutras et al, 2008; Rogers & Foster, 2007; Stuart et al,
2007), we obtained a 2 to 4-fold enhancement in the number of proteins identified,
with unparallel protein coverage for this organelle. Based on the proteome of each
organism, we identified orthologs present in the genome of the two other organisms
using the established Ensembl (to compare mouse with Drosophila) and Inparanoid
(to compare mouse and Drosophila with Dictyostelium) databases (Dataset 4-6), and
mapped them accordingly to their BLAST E-value (Figure 1a). These analyses
identified proteins unique to a given organism (point of origin in purple), proteins
sharing orthologs with one of the two other organisms (data points on x and y axes in
green or red), or proteins sharing orthologs with the two other organisms (data points
out of the axes in blue). The proportion for each group of proteins is highlighted in
the bar graph under each scatter plot with respective colors. As expected, the mouse
and Drosophila phagosomes are more related to each other than to Dictyostelium
phagosomes.  Nevertheless, a large proportion of proteins are maintained in
phagosomes from Dictyostelium to mouse, highlighting a subset of molecules likely

to have been present in the phagosome core of their common ancestors.
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Next, we annotated each of the mouse proteins (based on literature searches
and the curated Uniprot database) to determine the distribution of orthologs among
established phagosome structural and functional properties. Our data indicate that
cytoskeletal elements, proteins associated with cellular trafficking, and small
GTPases were highly maintained in the three organisms (Figure 1b, Dataset 7). The
presence of these elements could be explained by their involvement in the advent of
phagocytosis in pre-eukaryotic cells (Cavalier-Smith, 2009; Yutin et al, 2009).
Conversely, functional groups such as membrane receptors, signaling, and immunity
are predominantly represented in the mouse phagosomes, or in both the mouse and
Drosophila, highlighting the emergence of novel phagosomal properties in

multicellular organisms (Figure 1b).

So far, our data indicated that a large proportion of the mouse phagosomal
proteins have orthologs in the Drosophila and/or Dictyostelium genome. Thus, a
related question is whether these proteins are also present on the phagosome of these
organisms, or expressed elsewhere in the cell. Comparison of the mouse phagosome
proteome with the proteomics analyses of phagosomes isolated from Drosophila and
Dictyostelium performed in this study, as well as compiled data published by our
groups previously (Stuart et al., 2006; (Gotthardt et al, 2006) indicate that 61.7% and
51.2% of the mouse orthologs were identified by MS/MS in Drosophila and
Dictyostelium phagosomes respectively (41.7% of the mouse phagosome proteome is
shared by the three species) (Figure S1 a). While a certain proportion of these
differences might be due to the fact that some of the proteins present in Drosophila
and Dictyostelium phagosomes were not sampled during the mass spectrometer
analyses (sampling limitation), it is also arguable that a path to the complexification
of the phagosome proteome arose, for example, from the possibility that proteins
localized in the cytoplasm of basal organisms would be eventually recruited to
phagosomes during evolution (co-option). We argue that a sampling limitation would
potentially affect most of the proteins, irrespective of their functional properties. On
the other hand, differences related to biological diversification during evolution is
more likely to be related to changes for proteins of specific functional properties. Our

data supports the proposal that proteins associated with specific functional properties
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have accumulated on phagosomes during evolution. Indeed, significant differences
were observed in the functional properties of the mouse orthologs that were
effectively identified on Drosophila and Dictyostelium phagosomes. For example,
we observed that predicted orthologs of proteins such as GTPases and cellular
trafficking components were highly represented on the Drosophila and Dictyostelium
phagosomes, compared with proteins such as transporters and membrane receptors
(Figure S1 b-c). Further quantitative studies would be required to confirm that
certain proteins present on the mouse phagosome are expressed in the other

organisms (present in the cell) but not recruited to the phagosome.

12.4.2 Origin of the mouse phagosome proteome

We performed comparative analyses among 39 taxa to identify the origin of
1385 mouse phagosome proteins, by using gene phylogeny web databases
(PhylomeDB (phylomeDB.org), and Treefam (treefam.org)) (Figure 2a, Dataset 7).
Interestingly, 73.1% of this proteome consists of proteins already present in
phagotrophic single-celled eukaryotes and in Amoebozoa and Fungi that had lost
phagotrophy. Around 16.7% of the phagosome proteins appeared in organisms that
use phagocytosis for innate immunity (Bilateria to Chordata), while 10.2% appeared
in Euteleostomi or Tetrapoda where phagosomes play a key role in linking innate and
adaptive immunity. The phagosome is an organelle formed following the
internalization of large particles. Hence, it is made of molecules taken from a variety
of sources within the cell, including the cytoplasm, the cytoskeleton and membrane
organelles. Despite the evolution and diversification of these various cellular systems
(Dacks et al, 2008; Erickson, 2007; Fritz-Laylin et al, 2010; Wickstead et al, 2010),
the mammalian phagosome proteome is made preferentially of ancient proteins
(Figure 2b). Functional annotation highlighted the emergence of specific
phagosomal properties at various steps during evolution (Figure 2¢). Some of these
proteins and their point of origin during evolution are highlighted in Figure 2d.

Strikingly, we identified in Tetrapods a set of 50 proteins that arose around 450
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million years (Hedges, 2009) after the emergence of adaptive immunity, including
IRG47/Irgm1 (a strong resistance factor induced by interferons), CDS5 (a scavenger
receptor that plays a key role in B and T cell selection as well as generation and
maintenance of tolerance) (Raman, 2002), CD14 (a co-receptor along with TLR-4
and MD-2 for the detection of bacterial LPS) (Sepulcre et al/, 2009), CD47 (a protein
that interacts for “self” recognition) (Hatherley et a/, 2009) and several proteins of
unknown functions. Therefore, we used the term "late adaptive immunity" to
highlight the fact that these 50 phagosome proteins emerged when adaptive immunity

was already well established.

12.4.3 Refinement of the phagosome functions occurred during two
major periods of gene duplication

Gene duplication and the expansion of gene families produced organelle
complexity by functional gain during evolution (Cavalier-Smith, 2002; Dacks et al,
2008). To determine whether this process had a significant impact on phagosomal
properties, we identified paralogs present in the mouse phagosome proteome and
determined the origin of their duplication during evolution by using the Ensembl
database. Our analyses indicate that 74.5% of the mouse phagosome proteins could
be paired with one or more paralogs. Of these, 50.0% have been identified by
MS/MS on the mouse phagosome, accounting for a total of 952 paralogs pairs.
Comparative analyses reveal that the vast majority of these paralogs (79.1%)
originated from proteins present in a phagotrophic ancestor (Figure 3a). The
duplication of a large proportion of these proteins occurred in Bilateria (39.6%) and
Euteleostomi (44.1%), coinciding with periods that saw the emergence of innate and
adaptive immunity (Figure 3b and Dataset 8). This rate of duplication differs
markedly from that observed for the whole mouse genome. Interestingly, much less
difference was observed when we compared the rate of duplication of the proteins
constituting the proteome of the smooth or rough endoplasmic reticulum (sER and

rER) (Gilchrist et al, 2006) with that of the corresponding rat genome (Figure S3 a).
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Duplication in the mouse phagosomal proteome has influenced proteins such as
GTPases and SNAREs, regulating membrane fusion events, as well as hydrolases
involved in the acquisition of phagosomal lytic properties (Figure 3¢). Analysis of
the Drosophila phagosome proteome indicated that gene duplication also contributed
to the complexification of this organelle in Bilateria (Figure S3 b). Altogether, these
results highlight the importance of gene duplication in the emergence of functional

phagosome properties.

12.4.4 Evolution of the phagosome phosphoproteome

Phosphorylation has important roles in the regulation of phagosome functions
(Trost et al, 2009). To determine the extent to which the phagosome
phosphoproteome has been modified during evolution, we performed comparative
analyses to determine the level of phosphosite conservation among a group of 10
organisms ranging from Drosophila to mouse. To do so, we used the mouse
phagosome phosphoproteome data published recently, where 2949 phosphosites were
precisely identified and mapped on 1166 proteins (Trost ef al, 2009). The alignment
of these proteins with their respective orthologs in the 10 chosen organisms allowed
us to align 534 phosphosites from 238 phosphoproteins (Figure 4a). These
alignments reveal that a small proportion of the phosphosites were conserved prior to
the emergence of Tetrapods. This feature was especially observed for phosphosites
present in disordered regions of proteins, as described previously (Dafforn & Smith,
2004; Landry et al, 2009). These results indicate that the phagosomal
phosphoproteome has been extensively modified between coelomates and mammals.
We showed recently that treatment of macrophages with interferon-y (IFN-y) induces
significant changes in the level of expression of various proteins and the state of
phosphorylation of several of their potential phosphosites (Jutras et al, 2008; Trost et
al, 2009). This cytokine affects the relative abundance of at least 386 mouse
phagosomal proteins. Our analyses reveal that 81.9 % (316) of these proteins

originated before the emergence of IFN-y in teleosts, indicating that the introduction
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of this cytokine during evolution enabled the modulation of ancient phagosome
proteins in ways not possible before its emergence (Figure S4 b). We observe a
higher level of conservation of the IFN-y-modulated phosphosites among all
vertebrates, compared to tunicates and coelomates (Drosophila) (Figure 4b).
Interestingly, this difference coincides with the emergence of IFN-y at the
vertebrates-tunicates split (Savan et al, 2009), suggesting that this cytokine might
have introduced functional gains, creating selective pressure to stabilize of a part of

the phagosomal phosphoproteome in vertebrates.

To evaluate more directly the extent of the reorganization of the phagosome
phosphoproteome during evolution, we characterized the phosphoproteome of
phagosomes isolated from Drosophila and Dictyostelium. Our analyses led to the
identification of 968 phosphosites in 420 Dictyostelium phagosome phosphoproteins,
and 2919 phosphosites in 910 Drosophila phagosome phosphoproteins, with a false-
discovery rate below 1% (Dataset 9 and 10). Although the alignment of these
phosphoproteins with the mouse orthologs predicted that a similar proportion
(approximately 33%) of the murine phosphosites aligned with phosphorylatable
residues in Drosophila or Dictyostelium, a relative small proportion of these sites
was, in fact, effectively phosphorylated. Indeed, our phosphoproteomics data show
that 12.8% (n = 88) and 5.0% (n = 20) of the mouse phosphosites are also
phosphorylated in Drosophila and Dictyostelium phagosome proteins respectively. It
should be emphasized that although these numbers appear to be low, they are, in fact,
8 and 12 fold higher than what would be expected if an equivalent ratio of
phosphorylatable residues sampled randomly among S/T/Y of the same set of mouse
phosphoproteins would align by chance with the phosphorylated residues of
Drosophila and Dictyostelium (Figure 4c, Figure S4 ¢). Altogether, our results
indicate that although the phagosome phosphoproteome has been extensively
modified during evolution, some phosphosites have been maintained for more than
1.2 billion years (Bhattacharya, 2009), highlighting their particular significance in the

regulation of key phagosomal functions.
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12.4.5 Evolution of phagosomal protein networks

Thus far, our results indicate that the emergence of novel proteins, series of
duplication events, and an extensive remodeling of the phosphoproteome are
elements that contributed to the acquisition of new phagosome functions during
evolution. How emerging proteins have been integrated into existing cellular
pathways throughout evolution is poorly understood. It has been proposed that the
integration of novel components into protein networks tends to occur through
association with "hub", proteins that are already interacting with a high number of
partners. This feature of complex networks is favored by gene duplication (Barabasi
& Oltvai, 2004). Because duplication had a profound effect on the actual phagosome
proteome, we studied how phagosome components of various evolutionary origins
interact to assemble the molecular machines enabling the functional properties of this
organelle in mammals. To circumvent the fact that a limited set of experimental
interactions have been reported for mouse proteins, we used our mouse phagosome
data to retrieve orthologous human protein-protein interaction data from the Intact
(Kerrien et al, 2007) and UniProt databases (Consortium, 2009). This approach led
to the characterization of 2637 interactions (edges) involving 1258 proteins (nodes) of
the three main evolutionary groups (phagotrophy 864; innate immunity 243; and
adaptive immunity 151 nodes). Although proteins of each groups have a similar
average number of interactions (interactions/protein: phagotrophy, 2.8; innate
immunity, 3.0; adaptive immunity, 2.8), proteins acquired later in evolution interact
considerably more often with proteins of ancient origin (Table 1), consistent with the
evolutive architecture of a scale-free network (Eisenberg & Levanon, 2003). From
the total network we generated two sub-networks highlighting proteins involved in
vesicle trafficking, and interaction with the cytoskeleton (Figure Sa) and immunity

(Figure Sb).

Remarkably, most of the functional modules present on phagosomes are
constituted of proteins that have appeared at various stages of evolution, often
through a duplication process, indicating a high degree of integration and a

diversification of pre-existing functional units (e.g. Cdc42 and Rabs and their
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effectors in Figure Sa). However, certain functional modules such as the Ena/Vasp
complex, receptor signaling, the NADPH oxidase complex, as well as the antigen
presentation machinery appeared later during evolution, promoting the direct
emergence of novel functional properties. Particularly, a complex process like
antigen processing and presentation requires the concerted action of a number of
molecular machines. A model of the various steps performed in the phagosome to
enable the processing of proteins into peptides, and their loading on MHC molecules
is presented (Figure 6). This model highlights the fact that although this process is
unique to evolutionarily recent phagosomes (starting in jawed fishes, about 450
million years ago) (Hedges, 2009), it uses and integrates molecular machines

composed of proteins that emerged throughout evolution.
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12.5 Discussion

Over more than a billion years, the phagosome has evolved from a digesting
organelle, where bacteria are degraded as a source of nutrients, into a complex
compartment involved in the killing of pathogens and the regulated processing of
their proteins for antigen presentation. In the present study, we performed the first
comparative analysis of an organelle isolated from distant organisms using a protocol
allowing high levels of purification. Previous characterization of isolated latex bead-
containing phagosomes demonstrated the low levels of contamination of these
preparations due to the isolation procedure (Gotthardt et al, 2002; Stuart et al, 2007).
The recent finding that phagosomes interact with autophagosomes (Sanjuan et al,
2007) would certainly provide a possible explanation for the presence of proteins in
phagosomes that could be considered as contaminants. A good example of this is the
identification of ribosomal proteins in our samples. Interestingly, phagosome-
autophagosome interaction during mycobacterial infection has been shown to enable
the delivery and degradation of ribosomal proteins in the lumen of these organelles, a
process generating bactericidal molecules (Ponpuak et a/, 2010). The three ribosomal
subunits involved, L.30, S19, and S30 have been identified in the mouse phagosome
preparations. This led us to consider all the proteins identified in our preparations as
"potential" phagosomal proteins; these being either structural proteins or proteins

present in the phagosome lumen as cargo.

Our data indicate that a large proportion of the phagosome proteome is of
ancient origin (73.1% of the proteome is conserved in the genome of most eukaryotic
organisms). This number is somehow misleading since one has to consider that
analyses of whole genomes will include large groups of proteins that are parts of
well-conserved machineries involved in basic cellular functions. Nevertheless, this
stresses the fact that phagocytosis is a very ancient process, as shown by its possible
involvement in the emergence of eukaryotic cells (eukaryogenesis) (Cavalier-Smith,
2002). Of the 1391 proteins found on the mouse phagosome, 290 were effectively
identified by MS/MS in phagosomes of the two other studied organisms, defining a

protein core from which the immune functions of phagosomes likely evolved. A
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clearer image of the ancient phagosome core and the early steps in the evolution of
this organelle is likely to emerge once more free-living amoebozoan genomes will be

sequenced.

Our study highlights the fact that the functional properties of phagosomes
emerged by the remodeling of ancient molecules, the addition of novel components,
and the duplication of existing proteins leading to the formation of molecular
machines of mixed origin. Gene duplication is a process that contributed
continuously to the complexification of the mouse proteome during evolution. In
sharp contrast, the phagosome proteome was mainly reorganized through two periods
of gene duplication, in Bilateria and Euteleostomi, coinciding with the emergence of
adaptive immunity (in jawed fish), and what might have been the emergence of innate
immunity. These results strongly suggest that selective constraints may have favored
the maintenance of the phagosome paralogs to ensure the establishment of the novel
functional gain associated with this organelle. For instance, the duplication of Toll-
like receptors, hydrolases, and sets of novel SNARE and Rab proteins have
contributed to the specialization of cell lineages and the establishment of innate

immunity (Stuart & Ezekowitz, 2008).

The emergence of novel proteins is not the only way by which phagosomal
functions have been modified during evolution. Several of the phagosome proteins
shared among distant organisms have been modified by a significant remodeling of
their phosphosites, indicating that phagosome proteins of ancient origin are far from
being fixed entities. The reorganization of phosphosites, occurring at a much faster
pace than the introduction of novel proteins, is likely to have endowed proteins with
additional functional properties, and/or introduced finer ways to regulate their activity
and/or the nature of their interacting partners. This is particularly the case in
disordered regions of proteins, known to be fast evolving sequences that are often
involved in protein interactions (Brown et al, 2002; Dafforn & Smith, 2004; Tompa,
2005). The impact of the phosphoproteome plasticity on phagosome functional
properties is currently unknown. We have shown previously that IFN-y alters the

expression and the level of phosphorylation of a large number of proteins on
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phagosomes of activated macrophages (Jutras et al, 2008; Trost et al, 2009).
Remarkably, several of these proteins were present in the common eukaryotic
ancestor, more than 1.2 billion years prior to the emergence of IFN-yin teleosts
(Bhattacharya, 2009; Savan et al, 2009). Thus, the emergence of a variety of
cytokines appears to have been an important event that conferred novel functional
properties to vertebrate phagosomes by fine-tuning the expression and/or
phosphorylation of several proteins of this organelle, including proteins of ancient
origin. Furthermore, our data indicate that despite its overall recent origin, the mouse
phagosome phosphoproteome also contains ancestral phosphosites, maintained for
more than a billion years, highlighting their potential importance in the functional

properties of this organelle.

In addition to their ability to present peptides on MHC class II molecules,
phagosomes of vertebrates have been shown to be competent for the presentation of
exogenous peptides on MHC class I molecules, a process referred to as cross-
presentation (Desjardins et al, 2005). From a functional point of view, the
involvement of phagosomes in antigen cross-presentation is the outcome of the
successful integration of a wide range of multi-molecular components that emerged
throughout evolution. The digestion of exogenous proteins into small peptides that
can be loaded onto MHC class I molecules is inherited from the phagotrophic
properties of unicellular organisms, where internalized bacteria are degraded into
basic molecules and used as a source of nutrients. Ancient processes have therefore
been co-opted for new functionalities. The complete degradation of proteins in
higher organisms is, however, restricted to favor the generation of antigenic peptides,
notably through the action of IFN-y on phagosome acidification and protease activity
(Jutras et al, 2008; Trost et al, 2009; Yates et al, 2007). Cross-presentation in
phagosomes is believed to be facilitated by the presence of molecular machines
acquired through interactions with the endoplasmic reticulum (ER) (Ackerman et al,
2003; Grotzke et al, 2009; Guermonprez et al, 2003; Houde et al, 2003).
Interestingly, the presence of ER components has been shown in proteomics and
morphological analyses of phagosomes from distant organisms, including

Dictyostelium (Dieckmann et al, 2008; Gotthardt et al, 2006), Drosophila (Stuart et
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al, 2007), mouse (Garin et al, 2001; Trost et al, 2009), and human (Burlak et al,
2006). These studies clearly indicated that ER components were present on
phagosomes before the advent of innate and adaptive immunity. In basal organisms,
the ER could serve as an alternative source of membrane providing part of the
material needed for the formation of a large number of phagosomes, or trigger spikes
of localized Ca**-concentration needed for phagocytosis (Cuttell et al, 2008). This
concept is supported by the finding that down-regulation of two ER proteins, calnexin
and calreticulin, strongly inhibited phagocytosis in Dictyostelium (Muller-
Taubenberger et al, 2001). Arguably, the presence of ER on phagosomes found a
novel usage in “jawed” vertebrates with the advent of the MHC locus, where several
proteins involved in antigen presentation are encoded. Thus, peptides generated in
the phagosome lumen potentially gained direct access to MHC class I molecules and
the loading complex expressed in the ER, a process maximizing the ability to present
exogenous peptides and stimulate CD8+ T cells (Bertholet et al, 2006). This
alternative usage of molecular machines is often observed during evolution (True &
Carroll, 2002). Another example of co-option is the contribution of the proteasome
in antigen cross-presentation in mammals (Ackerman et a/, 2003; Guermonprez et al,
2003; Houde et al, 2003). Indeed, this complex, which we identified on phagosomes
of all three species, was proposed to play a role in the degradation of endogenous
proteins for phagotrophy in the ancestral eukaryotes (Cavalier-Smith, 2009), and
contributes to the recycling of self components from apoptotic cells internalized by
phagocytosis in Drosophila (Silva et al, 2007). Interestingly, remodeling of the
phagosome proteome has continued to occur after the establishment of adaptive
immunity in teleosts, with the integration of at least 50 proteins in tetrapods,
including several transmembrane proteins of unknown function. Detailed analyses of
these proteins should provide further understanding of the molecular mechanisms
conferring specialized functions to mammalian phagosomes linking innate and

adaptive immunity.
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12.6 Methods

12.6.1 Phagosomes preparation

Phagosomes from J774 mouse macrophages, S2 Drosophila cells and Ax2
Dictyostelium cells were prepared according to previous methods (Desjardins et al,
1994a; Dieckmann et al, 2008; Stuart et al, 2007). In order to maximize the
proteomic identification coverage, early and late phagosomes were isolated for each
organism. For Dictyostelium, three different preparations (5°/0°, 15°/0° and 15°/15”)
were mixed for early phagosomes, and late phagosomes (15°/45°, 15°/105° and
15°/165°). For Drosophila and mouse, one early (30°/0’) and one late phagosome
(30°/120’) preparation were analyzed. These samples were selected on the base that
they were sufficient for the identification of proteins largely exceeding the number

identified on these organelles in previous studies.

12.6.2 Phagosomal protein identification by SDS-PAGE and Mass
Spectrometry

Sample of 20 pg of phagosomal proteins from Dictyostelium discoideum,
Drosophila melanogaster and Mus musculus were reduced with tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP) (Pierce), alkylated with iodoacetamide (Sigma-
Aldrich) and separated on a 4-12% pre-cast NuPAGE gel (Invitrogen). The gel was
stained by colloidal Coomassie and lanes were cut into 12 equal pieces using an in-
house cutting device. The gel pieces were digested by trypsin (Promega, Madison,
WI) and peptides extracted three times with 90% acetonitrile (ACN)/0.5 M urea.
Combined extracts were dried and re-suspended in 5% ACN, 0.1% trifluoro acetic
acid (TFA) prior to mass spectrometry analyses. Peptides were separated on a 150
pum ID, 10 cm reversed phase nano-LC column (Jupiter C18, 3 um, 300 A,
Phenomex) with a loading buffer of 0.2% formic acid (FA). Peptide elution was
achieved by a gradient of 5-40% ACN in 70 min on an Eksigent 2D-nanoLC (Dublin,
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CA) operating at a flow-rate of 600 nL/min. The nano-LC was coupled to an LTQ-
Orbitrap mass spectrometer (Thermo-Electron, Bremen, Germany) and samples were
injected in an interleaved manner. The mass spectrometer was operated in a data-
dependent acquisition mode with a 1 sec survey scan at 60,000 resolutions, followed
by three product ion scans (MS/MS) of the most abundant precursors above a

threshold of 10,000 counts in the LTQ-part of the instrument.

12.6.3 Phosphopeptide enrichment and Mass Spectrometry

Phosphopeptides of 1.2 mg/replicate of early phagosomal proteins of
Drosophila (4 replicates) and Dictyostelium (2 replicates) were reduced, cysteines
blocked by carbamidomethylation and digested with trypsin.  Subsequently,
phosphopeptides were enriched on house-made TiO,-microcolumns (GL Science,
Japan) as published before (Thingholm et al, 2006; Trost et al, 2009) and eluted with
30 ul 1 % NH4OH. Eluates were acidified by adding TFA to a final concentration of
3%, dried down, re-suspended in 5% ACN, 0.1% TFA and subjected to mass
spectrometric analysis. Peptides were separated on a self-packed 45mm x 300 pm
Polysulfoethyl column (Nest Group, Southborough, MA) and online eluted in 6
fractions with 0 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 500 mM and 2M Ammonium
Formate, 2% ACN, 0.2% FA, pH 3.0 on a 150 um ID, 10 cm reversed phase nano-LC
column (Jupiter C18, 3 um, 300 A, Phenomex) coupled to an LTQ-Orbitrap mass

spectrometer using the same settings as described above.
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12.6.4 Peptide identification

Peak detection of raw MS® spectra was performed using Mascot Distiller
v2.2.2 (Matrix Science, UK) using the default Orbitrap parameters. The centroided
data was merged into single peak-list files and searched with the Mascot search
engine v2.20 (Matrix Science, UK) against the combined forward and reversed mouse
IPI protein database v3.37 (Kersey et al, 2004), the Uniprot Drosophila database
v11.3 and the Dictybase database (Eichinger et al, 2005) v(22.12.2008) containing
52,326, 13,522 and respective 13,391 forward protein sequences. Search conditions
included trypsin set as enzyme, 1 missed cleavage site, carbamidomethylation (C) as
fixed modification and deamidation (N, Q), oxidation (M), phosphorylation (S, T, Y)
as variable modifications. Precursor and fragment ion tolerances were set to 10 ppm
and 0.5 Da respectively. For protein identification, all assigned peptides with a
MOWSE score >15 were considered. Proteins identification required at least 2
different peptides with combined score for unique peptide identification exceeding
the score of the first reversed-database hit reaching 1%. This resulted in a false-
discovery rate (FDR) of < 1 % at the protein level. For the identification of
phosphopeptides, all assigned peptides with a MOWSE score >17 were considered.
This resulted in a FDR of <1% on the peptide level.

12.6.5 Bioinformatics

All proteomics data, bioinformatics analyses and cited databases of this paper
were imported in a local MySQL database, and queried accordingly for specific
requests. Custom Python scripts were written in order to parse and analyze the data
and databases. To remove proteomics redundancy, identified proteins in early and
late time points of each organism were merged together and clustered by gene names
where the longest sequence of clustered proteins was kept as a cluster representative.
Mouse proteins were annotated manually with a set of predefined 22 functions using

Uniprot annotations and searching the literature. In order to perform proteomics
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cross-species comparison, the predicted orthologs for Dictyostelium (versus
Drosophila and mouse) were extracted from the InParanoid database version 6.0
(Berglund et al, 2008), while predicted orthologs for Drosophila (versus mouse) and
mouse (versus Drosophila) were extracted from the Ensembl database version 52.0
(Hubbard et al, 2009). Proteomics cross-species comparison of mouse phagosome
proteins was performed against Drosophila and Dictyostelium’s phagosome proteins
identified in this paper, but also against a second set of Drosophila and Dictyostelium
phagosomes proteins already published (Gotthardt et a/, 2006; Stuart et a/, 2007). E-
values of mouse orthologs (versus Drosophila and Dictyostelium) were determined
by performing BLAST alignment (default parameters) using mouse sequences from
the Uniprot mouse version 14.5. (Altschul et al, 1997) against the 2 other organisms
sequences databases (Dictybase version 22.12.2008 and Flybase version 5.13)
(Tweedie et al, 2009). Predicted mouse orthologs versus Drosophila and
Dictyostelium (from InParanoid and Ensembl) were retrieved among the BLAST hits
and the best relative E-value was retained. To plot E-values, we applied -Logio(e-
value) and assigned an e-value of 1 (-Logjo(e-value) = 0, point of origin) if proteins
were devoid of any ortholog, and an e-value of 181 to the proteins that displayed a

perfect alignment (the highest e-value).

To identify the origin of the mouse phagosome proteins, comparative analyses
of 1324 phagosomal proteins were performed among 39 taxa (Rattus norvegicus,
Cryptococcus neoformans, Monodelphis domestica, Giberella zeae, Neurospora
crassa, Bos taurus, Arabidopsis thaliana, Leishmania major, Plasmodium
falciparum,  Schizosaccharomyces pombe,  Yarrowia lipolytica, Tetraodon
nigroviridis, Xenopus tropicalis, Plasmodium yoelii, Caenorhabditis briggsae,
Saccharomyces  cerevisiae, Chlamydomonas reinhardtii, Ashbya gossyppii,
Dictyostelium discoideum, Candida glabrata, Candida albicans, Fugu rubripes,
Caenorhabditis elegans, Paramecium tetraurelia, Pan troglodytes, Gallus gallus,
Debaryomyces hansenii, Gillardia theta, Homo sapiens, Ciona intestinalis,
Encephalitozoon cuniculi, Drosophila melanogaster, Danio rerio, Kluyveromyces
lactis, Anopheles gambiae, Canis familiaris, Mus musculus, Macaca mulatta, Apis

mellifera), by using the human phylome of PhylomeDB (PhylomeDB.org), a
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complete database of gene phylogenies (phylomes) (Huerta-Cepas et al, 2008;
Huerta-Cepas ef al, 2007). A set of 61 proteins from the mouse phagosome proteome
that were not found in PhylomeDB were analyzed using Treefam, a second gene
phylogeny database (Treefam.org) (Ruan et al, 2008). For each mouse proteins,
orthologs were retrieved from their respective phylogenetic tree in order to identify

the most basal species to assign a cladistic origin.

The extent of the effect of gene duplication in the remodeling of phagosomes
during evolution was also addressed by identifying all the paralogs linked to the
proteins constituting the mouse phagosome proteome, and their cladistic origin, using
BioMart Ensembl version 56.0. Among all of these mouse paralogs, only the pairs
for which both proteins were identified by MS/MS were retained in order to focus on
the proteins that were effectively observed in our phagosome preparations. The same
paralog analysis was performed from the Drosophila phagosome proteome and from

rough and smooth reticulum endoplasmic proteomics data (Gilchrist et al, 2006).

12.6.6 Phosphorylation site localization

The nature of the MS/MS-experiments does not always allow the
identification of the exact site of phosphorylation within a phosphopeptide. We used
a probability based approach to identify the exact location using post-translational
modification (PTM) scores by Mascot (Trost ef al, 2009). In brief, the PTM score is -
10*log o(p), where p is the probability. The inverted probabilities of all possible
phosphorylations are summed up and set equal to one. Then, a proportional
probability is assigned to each site and all probabilities for each site are summed up.
Probabilities of sites are separated into 3 classes with class 1 (p>0.75) being high-
confidence identifications, class 2 (0.75<p<0.50) medium confidence and class 3
(p<0.50) low confidence site identifications. However, it should be noted that even if
the confidence level for a specific site is low, the peptides presented in supplementary

tables 7&8 are with a certainty of >99% phosphopeptides.
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12.6.7 Conservation of phosphosites in Dictyostelium, Drosophila and
mouse phagosomal phosphoproteins

Orthology relationships among these three organisms were settled by
InParanoid v6.0 (Berglund et al, 2008) (for Dictyostelium) and Ensembl v52.0
(Hubbard et al, 2009) (for Drosophila and mouse) databases. Orthologous groups
were aligned using MUSCLE with default settings (Edgar, 2004). In these
comparisons, a conserved phosphosite corresponded to a phosphorylated site in Mm
that has a phosphorylatable residue (S/T/Y) at the homologous alignment position in
the Dm or Dd protein. These alignments are available in HTML format in the
supplementary material. Finally, disordered regions of proteins were predicted using

Disopred (Ward et al, 2004).

12.6.8 Conservation of phosphosites among chordates

In order to compare the evolution of phosphosites among chordates, we
obtained orthologs of mouse phagosomal phosphoproteins from Rat (Ratus
norvegicus), Human (Homo sapiens), Dog (Canis familiaris), Opposum
(Monodelphis domestica), Chicken (Gallus gallus), Xenopus (Xenopus tropicalis),
Zebratish (Danio rerio), Sea squirt (Ciona intestinalis) and Drosophila (Drosophila
melanogaster) from Ensembl (ensembl.org). Mouse phosphoproteins that have an
ortholog in each of these species were aligned (MUSCLE, as above), resulting in a
total of 230 orthologous groups (620 phosphosites). Conservation of mouse
phosphosites was then analyzed by examining the conservation of the
phosphorylatable residues at the orthologous positions of the other species. Finally,
we compared the extent of conservation of the phosphosites regulated by IFN-y to
that of non-IFN-y-regulated phosphosites. We measured the extent of conservation of
a phosphosite by the number of species sharing a serine or threonine at that position

in the multiple alignments. We then calculated an average conservation for all IFN-y
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regulated sites, and compared it to that of a hundred samples of non- IFN-y-regulated

phosphosites. All statistical analyses were performed in R (r-project.org).

12.6.9 Network analyses

Proteins from this and former (Trost et al, 2009) experiments were mapped
against the Uniprot v15.6 to obtain human orthologs. This was necessary as there are
very few mouse protein-protein interactions in the Intact database (Kerrien et al,
2007). Experimental protein-protein interaction data were extracted from the Intact
database v(31.07.2009). We then added manually and through automated parsing
known interactions from the curated “subunit” comment-field of UniProt v15.6. The
network was loaded into Cytoscape v.2.51 (cytoscape.org) for visualization.
Subnetworks of proteins involved in immunity and the cytoskeleton were generated
using a GO-term analysis described elsewhere (Trost et al, 2009) and manually

arranged in Cytoscape.
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12.9 Figure legends

Figure 1. Shared components define the ‘ancient’ phagosome. (A) Predicted
orthologs of phagosome proteins of Dictyostelium, Drosophila, and mouse were
analyzed by BLAST against the two other species and mapped according to -
Logl0(e-value), where O indicates the absence of an ortholog and 181 a perfect
alignment. Four distinct groups of proteins are highlighted for each organism: (1) a
set of orthologs shared by the three organisms defining the ‘ancient’ phagosome (blue
data points outside the x and y axes), (2 and 3) groups of conserved proteins shared
only between the plotted organism and one of the two others found on the x or y axis
(green or red data points), and (4) a set of proteins unique to the plotted organism
(purple data points at the origin of the graph). As several data points may overlay in
the scatter plot, a histogram below each plot reports the relative distribution of
proteins among the four distinct groups of proteins. (B) Annotation of a function to
each protein of the mouse proteome highlights the level of conservation of relevant
phagosome functions among the three organisms. Although a large proportion of the
proteins associated with functions such as ‘membrane trafficking,” ‘small GTPases’
and ‘cytoskeleton’ are majorly shared by the three organisms, some like ‘membrane
receptors’ and ‘immunity’ are more specific to mouse and Drosophila phagosomes.

See also Supplementary Figure S1 and Datasets 4—6.
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Figure 2: Origin of the mouse phagosome proteome. Comparative analyses of the
mouse phagosome proteome among 39 taxa identified the origin of each protein. A,
Proportions (in %) of the evolutionary origin of the mouse phagosome proteome are
reported through four major evolutionary groups of proteins: phagotrophy
(Eukaryota, Amoebozoa and Fungi), innate immunity (Bilateria, Coelomata and
Chordata), early (Euteleostomi) and late adaptive immunity (Tetrapoda and beyond).
B, Comparison between the evolutionary origin of the mouse phagosome proteins and
the entire mouse proteome (reported by their relative proteome proportion in %)
through a cladistic distribution (X axis) reveals that phagosomes are of ancient origin.
The inbound graph shows the same proteome proportion in % through a cladistic
distribution under the four major evolutionary groups of proteins reported in a :
phagotrophy (Ph.), innate immunity (In.), early adaptive (E.A.) and late adaptive
immunity (L.A.). C, Comparative functional analysis of the mouse phagosome
proteins reveals that specific phagosomal functions originated from different stages of
evolution. The function «Others» contains the merging of remaining functions and
numbers indicate the amount of proteins found in each function. D, Specific
examples of proteins originating at the four major evolutionary groups are found in

dash boxes. See also Dataset 7.
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Figure 3: Novel components of the mouse phagosome emerged through two
major periods of gene duplication. A, Of 952 pairs of duplicated genes encoding
for mouse phagosomal proteins, the vast majority of these genes have their origin in
the phagotrophy stage of evolution. B, Proportional representation of the origin of
gene duplication events on the phagosome and the whole mouse genome shows that
duplication of genes encoding mouse phagosomal proteins occurred mainly in
Bilateria (emergence of innate immunity) and Euteleostomi (emergence of adaptive
immunity), while gene duplication in the whole murine genome occurred more
evenly throughout evolution. C, Functional analysis of phagosomal proteins
duplicated originally in bilaterians and euteleosts reveals a preference for small
GTPases, signaling, and proteins involved in cellular trafficking. The function
«Others» contains the merging of remaining functions. See also Figure S3 and

Dataset 8.
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Figure 4: Evolution of the phagosome phosphoproteome. A, Alignment of mouse
phagosomal phosphoproteins revealed strong conservation of phosphosites within
mammals, but fewer phosphosites are conserved across vertebrates, chordates and
tetrapods. In proportion, a larger fraction of conserved phosphosites (in red) is
observed in ordered regions compared to disordered regions. B, Phosphosites
modulated by IFN-y are on average as conserved as other phosphorylated residues in
vertebrates but not in tunicates or Drosophila. C, Comparative alignment of
conserved mouse, Drosophila and Dictyostelium phagosomal phosphoproteins
identified by MS revealed that the majority (near 66% - doughnut plot) of
phosphosites are not conserved (blue), indicating that the mouse phagosome
phosphoproteome is globally recent in evolution. Still, around 33% of mouse
phosphosites are phosphorylatable (red) in Drosophila or Dictyostelium. Of these,
12.8% and 5.0% phosphosites were observed to be phosphorylated (green) in
Drosophila and Dictyostelium phagosomes respectively (Obs.). These phosphosites
are 8 and 12-times more conserved compared to random S/T/Y (expected, Exp.) of
the same phosphoproteins in Drosophila and Dictyostelium respectively. Bars

indicate 95% confidence interval.
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Figure 5: Evolution of the phagosome proteins network. Experimental data from
the Intact database and curated entries of the UniProt database were used to generate
a network from protein-protein interactions of identified mouse phagosomal proteins.
From the total network, subnetworks of cytoskeleton and vesicle trafficking proteins
(A) and immunity-related proteins (B) were extracted, showing the evolutionary
mixed origin of most protein complexes and the addition of novel modules such as
the MHC class I and II presentation machinery, the receptor signaling, the NADPH
oxidase complex or the Ena/VASP complex to the phagosome in evolutionary steps
of adaptive and innate immunity, respectively. Duplicated proteins of which both
paralogs have been identified by MS/MS on mouse phagosomes are circled in blue.
(C) Example how duplication might affect phagosome function: (immuno-)
proteasome activator complex subunits PSME1 (PA28a) and PSME2 (PA28) were
duplicated with the appearance of jawed fishes, coinciding with the emergence of
adaptive immunity. During this duplication event PSMEI gained a KEKE-motif that
was not present in the common ancestor. KEKE-motifs have been described to
interact with each other and are also present in several chaperones including Calnexin
(Li & Rechsteiner, 2001; Rechsteiner & Hill, 2005). It is likely that introduction of
the KEKE-motif in PSME1 might locate the immunoproteasome to Calnexin and the
MHC class 1 presentation machinery, thereby enhancing antigen presentation

efficiency.
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Figure 6: Role of molecular machines of mixed origin in phagosome functions.
Many of the functional properties of mammalian phagosomes involve molecular
machines made of proteins that emerged at different periods during evolution. For
example, in the context of antigen cross-presentation, key steps such as
phagosome/endosome fusion, the killing of microbes and their degradation into
peptides, as well as their loading on MHC class I molecules are made possible by
proteins that appeared in organisms where the phagosome plays its main role in
phagotrophy (green proteins), innate immunity (yellow proteins), and adaptive
immunity (red proteins). Remarkably, the emergence of a cytokine such as IFN-yin
teleosts, more than 1.2 billion years after the emergence of phagotrophy
(Bhattacharya, 2009), allowed the fine-tuning of the expression and/or
phosphorylation of proteins of each of these groups (red shadow). Early endosome
(EE), late endosome (LE), lysosome (Ly) and endoplasmic reticulum (ER).
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Figure S1: Conservation of phagosome proteins of mouse, Drosophila and
Dictyostelium identified by mass spectrometry. A) Cross-species comparison from
predicted orthologs of MS/MS Identified mouse phagosome proteins were performed
against identified MS/MS phagosome proteins in drosophila (641 proteins presented
in blue), dictyostelium (282 proteins presented in blue) and both Drosophila and
Dictyostelium (225 proteins presented in blue). Already published proteomics data
were added to the analysis and lead to the identification of additional orthologs in
Drosophila (46 proteins presented in red), dictyostelium (144 proteins presented in
red) and both Drosophila and Dictyostelium (65 proteins presented in red) (Gotthardt
et al, 2006; Stuart et al, 2007). To investigate if a limited sampling by MS could
have influenced the interspecies comparison, we analyzed the identification rates of
different phagosomal functions in B) Drosophila and C) Dictyostelium phagosomes.
As identification rates of only selected protein functions in Drosophila and
Dictyostelium phagosomes are significantly lower than in mouse phagosomes, a
limitation by MS sampling appears unlikely. It rather appears that although many
orthologous proteins of the functions “Membrane Receptors”, “Hydrolases” and
“Immunity” are present in the genomes of dictyostelium and drosophila, they do not

translocate to the phagosomes in the respective species yet.
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Figure S3: Gene duplications events of smooth and rough endoplasmic reticulum
(RER and SER) proteins and Drosophila phagosome proteome. A) Comparison
between the origin of paralogs of the rough and smooth endoplasmic reticulum
proteome (Gilchrist et al, 2006) against the whole rat genome shows lesser
differences than what is observed with the mouse phagosome proteome versus the
mouse genome (Figure 3b). B) Comparison between the origin of paralogs of the
Drosophila phagosome proteome and the whole drosophila genome showed a
significant gene duplication event in bilateria for phagosomal proteins, while the

majority of gene duplication events in drosophila are lineage-specific.
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Figure S4: Evolutionary origin of IFN-y-regulated phosphoproteins of mouse
phagosome and conservation of phosphorylation sites within the phagosome
phosphoproteomes of mouse, Drosophila and Dictyostelium. B) Phylogenetic
analyses revealed that 66.1% and 15.8% of the phagosomal proteins differentially
phosphorylated upon IFN-y activation originated in the phagotrophy and innate
immunity stage, while 10.6% and 7.5% appear in the early and late adaptive
immunity stages respectively. The proteins regulated by IFN-y are therefore
considerably more recent than average phagosomal proteins (A). Still, more than 80%
of regulated phosphoproteins have their origin before the emergence of IFN-y in
Teleosts, indicating that the appearance of this cytokine during evolution enabled also
the modulation of ancient phagosome proteins in ways not possible in basal
organisms. C) Phagosomal phosphoproteins conserved within the three species were
aligned and compared against each species. The alignments revealed that a majority
(near 66%) of phosphosites are not conserved (blue), indicating that the mouse
phagosome phosphoproteome is globally recent in evolution. About 33% of the
residues are conserved with phosphorylatable residues (red) in the three organisms, of
which only about 10% and 5% were actually identified to be phosphorylated in
drosophila and Dictyostelium phagosomes respectively (green). Although this
appears low, these phosphosites are significantly more conserved when compared to
random S/T/Y of the same phosphoproteins among the three species. Bars indicate

95% confidence interval.
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Tableau I | Interaction levels of the phagosome network within different phagocytosis

purpose
Edges VS. VS.
Nodes (Degree) vs. Phagotrophy Innate Adaptive
Phagotrophy 864  2387(276) | 1589(184) 3 1519) ( §§73)
Innate 118
immunity 243 723 (2.98) 511 (2.10) (0.49) 94 (0.39)
Adaptive 104
immunity 151 419 (2.77) 287 (1.90) (0.62) 38 (0.25)
Total network 1,258 2,637 (2.10)
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CHAPITRE 3 : Discussion
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Discussion générale

12.10 La protéomique dans I’étude de la phagocytose

La phagocytose est sans contredit un mécanisme clé de la défense immunitaire,
puisqu’elle permet de générer une organelle, le phagosome, a partir duquel divers
processus immunitaires tels que la destruction microbienne et la présentation
antigénique sont initiés. A travers I’évolution, certains pathogénes ont développé des
mécanismes ingénieux et efficaces pour échapper au systtme immunitaire en se
camouflant a D’intérieur des phagocytes. Connaitre de facon approfondie le
fonctionnement de ces processus s’avére essentiel a la compréhension des divers
aspects de I’'immunité innée et acquise. Malgré le rdle crucial de cette organelle dans
la réponse immunitaire, peu de détails sont connus concernant la composition et
I’organisation fonctionnelle impliquées lors de la formation et de la maturation du
phagosome. Afin de pallier a cette lacune, notre laboratoire avait entamé,
préalablement a cette thése, la caractérisation protéomique du phagosome murin
(Brunet et al, 2003; Garin et al, 2001). Pionniéres, ces publications ont révélé les
premiéres listes de protéines associées au phagosome sans toutefois déterminer
leur(s) role(s) au niveau des différents processus moléculaires de la phagocytose.
Plusieurs études fonctionnelles se sont inspirées de ces listes protéomiques afin de
générer divers modeles biologiques qui ont subséquemment mené a la découverte de
nouvelles fonctions associées au phagosome (Dermine et al, 2001; Gagnon et al,
2002; Gueirard et al, 2008; Houde et al, 2003; Jutras ef al, 2005). Innovatrices, ces
publications illustrent bien que 1’¢laboration de modeles biologiques, a partir de
données protéomiques, peut s’avérer une stratégie efficace dans la caractérisation

fonctionnelle de la phagocytose.
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12.11 L’analyse de la phagocytose chez la drosophile par biologie
systémique

La wvérification de modeles biologiques inspirés de données protéomiques
nécessite classiquement diverses techniques de biologie cellulaire et peut s’avérer
longue et laborieuse. Différentes approches de criblage a haut débit peuvent
cependant étre utilisées afin d’étudier plus globalement un ensemble de protéines
comme celles du phagosome identifiées par protéomique (Ramet et al, 2002). Au
cours de la premicre étude de cette theése (Stuart et al, 2007), nous avons caractérisé le
protéome du phagosome de la drosophile en combinant diverses techniques de
criblage a haut débit (protéomique, réseaux d’interactions protéique et ARN
interférent) afin d’identifier des joueurs clés du processus d’internalisation de la
phagocytose. En utilisant cette approche, nous avons identifié 617 protéines
phagosomales par spectrométrie de masse a partir desquelles nous avons construit des
réseaux d’interactions protéique. Positionnées comme point d’ancrage (composé
primaire), les protéines phagosomales cartographi¢es ont mené a I’expansion du
réseau par I’identification de composés secondaires ; des protéines potentiellement
non-identifiées par protéomique mais prédites pour interagir avec les composés
primaires du réseau. La construction d’un tel intéractome nous a permis de structurer
les données protéomiques sous forme de biomodules fonctionnels, en plus de
récupérer certains faux-négatifs engendrés par les limitations de la spectrométrie de
masse (sous-échantillonnage, sensibilité et peptides hydrophobes) ou de 1’échantillon
(recrutement transitoire de certaines protéines a I’organelle ou des protéines cargo
spécifiques) (Mallick & Kuster, 2010; Manadas ef a/, 2010; Nilsson ef al, 2010). La
cohérence du réseau est d’ailleurs confirmée par un ensemble de classes
fonctionnelles préalablement reconnues pour leur(s) rdle(s) au niveau de la
phagocytose et de la maturation du phagosome. C’est le cas notamment des Rabs,
des régulateurs d’actine, du protéasome et des chaperones (Houde et al, 2003; Lee et
al, 2005; Underhill & Ozinsky, 2002). Toutefois, il est aussi possible d’y retrouver
un ensemble intéressant de classes fonctionnelles dont le ou les réles sont inconnu(s)

dans le contexte de la phagocytose. Ces classes comprennent une myosine (didum),
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le complexe T Chaperonin-containing, ainsi que le complexe de I’exocyst impliqué
dans le controle d’événements de pré-fusion vésiculaire lors de 1’exocytose a la

membrane plasmique (voir section 10.3).

L’application combinée de techniques de criblage a haut débit semble
nettement efficace dans I’étude des processus complexes de la phagocytose ainsi que
pour I’identification de nouvelles fonctions. Le criblage par ARN interférent a haut
débit de 837 genes provenant des réseaux d’interactions protéique du phagosome
couplé a un essai de phagocytose par tri cellulaire a fluorescence activée indique que
28 % de ces genes cibles participent significativement au processus d’internalisation
de la phagocytose. Ce niveau représente un gain surpassant 5 fois le criblage
précédent par ARN interférent aléatoire (Ramet et al, 2002) et démontre la pertinence
et la puissance d’une telle analyse interdisciplinaire dans I’étude de la complexité de
la phagocytose. La combinaison de techniques de criblage a haut débit nous a permis
d’apporter de nouveaux concepts sur 1’organisation fonctionnelle du phagosome tout
en créant un cadre a partir duquel il est possible d’approfondir nos connaissances sur

les différents mécanismes de la phagocytose.

12.12 Le complexe de I’exocyst est associé au phagosome

L’exocyst est un complexe de huit sous-unités conservé a travers 1’évolution
qui prépare les événements pré-fusionnels d’exocytose vésiculaire aux sites actifs de
sécrétion de la membrane plasmique. En plus de ce rdle, les composants de 1’exocyst
sont concentrés au niveau des endosomes de recyclage régulant le recyclage de
récepteurs en plus de distribuer la membrane nécessaire aux aires d’expansions

localisées de la membrane plasmique (Prigent et al, 2003; Zhang et al, 2004).

Bien que le complexe de I’exocyst n’ait jamais été identifié au niveau du
phagosome, six de ses huit composants ont été identifiés chez la drosophile par notre
analyse protéomique (Stuart et al, 2007). Etonnement, ces six sous-unités sont

regroupées au sein du plus grand ensemble interactif de 1’intéractome du phagosome.



164

Malgré cette primeur, des ¢évidences indirectes préalables a notre découverte
semblaient indiquer une participation potentielle de I’exocyst au niveau du processus
de la phagocytose. En effet, les sous-unités Secl0O et Secl5 semblent interagir
respectivement avec ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) et Rabll, deux petites
GTPases qui régulent le recrutement d’endosomes et de membrane a la coupe
phagocytaire (Bajno et al, 2000; Cox et al, 2000; Niedergang et al, 2003; Zhang et al,
2004). Nos données d’immunofluorescence et d’immunobuvardage confirment
clairement la présence de sous-unités de 1’exocyst au niveau des phagosomes de
mammiféres et de la drosophile. Cette observation suggére d’ailleurs une
conservation évolutive du réle de 1’exocyst lors de la phagocytose. Ce complexe
serait plus précisément impliqué dans I’apport de récepteurs ou dans le recrutement
membranaire. Toutefois, nos données d’ARN interférent indiquent que I’exocyst ne
semble nullement impliqué dans la reconnaissance bactérienne et de ce fait, qu’il ne
joue aucun role dans le transport de récepteurs vers la membrane plasmique. Ce
complexe interviendrait plutdt au niveau du processus d’internalisation, puisque
I’ARN interférent des sous-unités Sec8, Secl10 et Secl5 affecte significativement la
phagocytose des deux types bactériens S. aureus et E. coli par une réduction de 25 a
30% de I’internalisation. Etonnamment, les sous-unités Sec3, Sec5 et Exo70 traités
par ARN interférent semblent contribuer différemment a la phagocytose de ces deux
variétés bactériennes, ce qui serait expliqué par 1’assemblage de sous-complexes
variés de I’exocyst (Boyd et al, 2004; Mehta et al, 2005). Puisque les composants
Sec3 et Exo70 sont distinctement localisés a la membrane plasmique (Boyd et al,
2004), il serait possible que Sec3 et Exo70 soient recrutés en fonction du type de
récepteur engagé afin d’offrir au reste du complexe un repére d’arrimage distinct sous
la coupe phagocytaire pour le ciblage vésiculaire. Une étude récente semble
démontrer que la sous-unit¢ Exo70 s’accumule a la membrane plasmique au site
d’invasion de Salmonella typhimurium et induit le recrutement de nouvelles
membranes (frongage ou «ruffling ») via le complexe de I’exocyst (Braun &
Brumell, 2010; Nichols & Casanova, 2010). Ce recrutement semble impliquer la
GTPase RalA, un effecteur bien connu de I’exocyst puisqu’elle interagit avec les

sous-unités Sec5 et Exo84 (Jin ef al, 2005; Spiczka & Yeaman, 2008).
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Selon nos données, 1’exocyst semblerait effectuer des roles supplémentaires au
niveau du phagosome mature, puisque les sous-unités Sec6 et Sec8 s’accumulent
avec la maturation du phagosome. Est-ce que ces sous-unités participent aux
événements de fusion entre le phagosome et les vésicules de la voie endo-lysosomale
lors de la maturation du phagosome et/ou contribuent a 1’apport membranaire par
fusion vésiculaire lors du processus d’initiation de la phagocytose ? Est-ce que le
complexe de 1’exocyst participe au recrutement du réticulum endoplasmique au cours
de la phagocytose ? Jusqu’a ce jour, ces roles potentiels représentent de bonnes

hypothéses, mais demeurent inconnus et nécessitent une investigation approfondie.

12.13 Analyses protéomiques des phagosomes de I’amibe, la
drosophile et la souris

Comme il est possible d’observer au cours du premier article de cette these, la
phagocytose est un mécanisme hautement conservé a travers 1’évolution.
L’environnement dégradatif retrouvé au niveau de la lumiére du phagosome est
utilis€ chez les amibes en tant que mécanisme de prédation et de nutrition. Les
organismes multicellulaires utilisent toutefois la phagocytose comme processus de
défense afin d’éliminer les microorganismes infectieux ainsi que dans I’initiation de
la réponse immunitaire acquise chez les vertébrés a machoire. Malgré la présence de
mécanismes fortement conservés lors de la phagocytose chez les eucaryotes, certains
événements évolutifs semblent avoir contribué au remodelage fonctionnel du
phagosome au niveau de sa capacité a relier 'immunité innée et I’immunité acquise
chez les vertébrés a machoire. Néanmoins, ces mécanismes moléculaires ayant
contribué¢ a 1I’émergence de nouvelles fonctions phagosomales a travers 1’évolution
sont trés peu connus. Dans le deuxieme article de de cette theése (Boulais et al, 2010),
nous avons entrepris la premiére analyse protéomique et phosphoprotéomique
comparative de phagosomes provenant de trois organismes évolutivement distants
(Dictyostelium discoideum, Drosophila melanogaster et mus musculus) et chez

lesquels la phagocytose est utilisée a des fins distinctes. En utilisant un des plus
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précis et des plus sensibles spectrométres de masse disponible jusqu’a ce jour
(Orbitrap), nous avons identifié¢ 818 protéines chez ’amibe, 1132 protéines chez la
drosophile et 1391 protéines chez la souris. Comparé aux analyses protéomiques
antérieures (Garin et al, 2001; Gotthardt et al, 2006; Jutras et al, 2008; Rogers &
Foster, 2007; Stuart et al, 2007), nos analyses protéomiques surpassent de deux a
quatre fois le nombre de protéines préalablement identifiées, procurant une

couverture protéomique inégalée de cette organelle.

12.14 Comparaison protéomique des phagosomes de I'amibe, de
la drosophile et de la souris

Les positions phylogénétiques des trois especes a 1’étude nous révelent que la
souris et la drosophile sont plus prés phylogénétiquement qu’envers [’amibe
Dictyostelium. Similaire a ces relations, les protéomes des phagosomes de la souris
et de la drosophile démontrent aussi une relation phylogénétique plus intime que celle
qu’ils partagent avec celui de 1’amibe Dictyostelium. Toutefois, nos données
indiquent qu’une certaine proportion de protéines semble maintenue de ’amibe a la
souris et représenterait une relique évolutive du protéome du phagosome de 1’ancétre
commun de ces trois espéces. L’analyse fonctionnelle de ce sous-ensemble
hautement conservé révele que ces protéines sont principalement des composants du
cytosquelette, des protéines associées au trafic cellulaire, ainsi que des petites
GTPases. La forte conservation de ces fonctions pourrait étre expliquée par
I’implication hypothétique de ces protéines au cours de I’émergence de la
phagocytose chez les cellules pré-eucaryotiques (Cavalier-Smith, 2009; Jekely, 2003;
Yutin et al, 2009). A 1’opposé, d’autres groupes fonctionnels tels que des récepteurs
membranaires, des protéines de signalisation et de DI’immunité semblent
majoritairement exclusifs au phagosome de la souris ou partagés entre la drosophile
et la souris. Plus récentes au niveau de leur origine évolutive, ces protéines
représentent de nouvelles fonctions ayant émergé au niveau du phagosome des

organismes multicellulaires.
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Néanmoins, ces données comparatives sont des prédictions orthologiques
potentielles entre les trois especes étudiées et ne peuvent indiquer avec assurance la
présence de ces orthologues sur le phagosome des deux autres especes a 1’étude. Nos
analyses de comparaisons protéomiques inter-espéces indiquent qu’une forte
proportion des orthologues prédits de la souris semble réellement conservée puisque
ces orthologues murins ont été identifiés par protéomique sur le phagosome de la
drosophile (61.7%) et de I’amibe (51.2%). A titre comparatif, notre taux
d’identification d’orthologues par protéomique chez les trois espéces étudiées
(41.7%) surpasse largement celui obtenu par le groupe de Koonin (13.1%) déterminé
a partir d’analyses protéomiques désuctes et anciennes de phagosomes isolés chez les

mémes especes (Yutin et al, 2009).

Malgré ce progres significatif, il demeure que ce taux d’identification
d’orthologues chez les trois espéces par protéomique est incomplet (41.7%). Cette
performance pourrait étre expliquée par la limitation d’échantillonnage de la
spectrométrie de masse qui aurait potentiellement entravé 1’identification de certains
orthologues. De plus, I’identification précise d’orthologues a I’échelle du génome
s’avere aussi un probléme central et persistant de la génomique comparative
(Altenhoff & Dessimoz, 2009; Mao et al, 2006). Bien que nous ayons utilisé¢ les
bases de données disponibles les plus rigoureuses, il demeure que les relations
orthologiques recelent certaines erreurs et que les orthologues prédits ne peuvent
inférer avec certitude la fonction des génes chez d’autres organismes. De ce fait, de
fausses prédictions orthologiques pourraient expliquer en partie cette différence
observée. Toutefois, il est aussi plausible que certains orthologues des organismes
basaux (Dictyostelium et la drosophile) soient localisés au niveau du cytoplasme et
qu’ils aient été recrutés sur le phagosome a travers 1’évolution par co-option
(I"utilisation de trait existant de génes a de nouveaux usages). Parmi ces explications,
nos controles indiquent que la limitation d’échantillonnage provenant du spectrometre
de masse ne semble étre en cause mais que le recrutement par co-option serait en
partie responsable de la différence observée entre les prédictions orthologiques et
I’observation réelle d’orthologues sur les phagosomes. Pour répondre avec plus de

précision, des analyses quantitatives supplémentaires sont requises pour confirmer
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que certains orthologues prédits du phagosome murin sont exprimés chez la

drosophile et/ou I’amibe mais toutefois absents au niveau de leur phagosome.

12.15 Analyses par génomique comparative de I'origine évolutive
du protéome phagosomal de la souris

Le phagosome est une organelle formée a la suite de I’internalisation de
particules extracellulaires. Par conséquent, le phagosome est composé de molécules
provenant de sources intracellulaires variées incluant le cytoplasme, le cytosquelette
et diverses organelles membranaires. Malgré 1’évolution de ces systémes cellulaires,
le phagosome des mammifeéres semble majoritairement composé de protéines
d’origine ancienne, puisque qu’une forte proportion (73.1%) de son protéome semble
conservée chez les eucaryotes unicellulaires phagotrophes, les Amobozoaires et les
Fungi qui ont perdu la capacit¢ de phagocyter. Cette observation dépeint la
phagocytose comme un processus trés ancien, processus ayant potentiellement
participé a 1’émergence de la cellule eucaryote lors de I’eucaryogenése (Cavalier-
Smith, 1975; Cavalier-Smith, 2002). Appuyant cette théorie, nous avons identifié
chez la souris un ensemble d’environ 300 protéines phagosomales présentes autant
sur le phagosome de la drosophile que sur celui de I’amibe Dictyostelium. Ce groupe
constitue un ceceur protéique ancien a partir duquel auraient évolué les fonctions
immunitaires effectuées par le phagosome des organismes multicellulaires.
Hautement conservées, ces protéines constituent de potentiels joueurs clés de la
phagocytose et par ce statut, il serait intéressant d’évaluer par ARN interférent ou par
déplétion si en effet ces protéines contribuent davantage au processus
d’internalisation de la phagocytose. A partir de ce ceeur protéique ancien, il est
désormais possible d’analyser la distribution phylétique de ces protéines chez les
procaryotes et de détailler avec plus de précision I’origine de la cellule eucaryote en
plus d’estimer la composition hypothétique du phagosome primordial de I’ancétre des

eucaryotes.
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12.16 Le remodelage fonctionnel du phagosome a travers
I’évolution

Bien que la phagocytose soit conservée et, de ce fait, fortement répandue a
travers une vaste diversité d’organismes eucaryotiques, il s’avére que ce processus a
sans contredit évolué¢ depuis 1,2 milliards d’années, allant d’une organelle de
digestion et de nutrition a un compartiment complexe impliqué dans 1’élimination de
pathogeénes ainsi qu’a 1’apprétement de leurs protéines pour la présentation
antigénique. La transformation de cette organelle est le résultat d’un remodelage de
protéines anciennes, de l’incorporation de nouvelles protéines ainsi que de la
duplication de protéines phagosomales procurant au phagosome des fonctionnalités

d’origine mixte.

12.16.1 La transformation du phagosome murin a eu lieu lors de deux
périodes de duplication de génes

La duplication de geénes ou I’expansion de famille par paralogie est un des
mécanismes les plus importants dans la transformation d’organelles puisqu’elle
engendre 1’innovation de fonctions (Dacks & Field, 2007). Au cours de I’évolution
de la souris, la duplication de genes aurait contribué de facon constante a la
complexification de son génome entier. Le protéome du phagosome murin semble
regrouper une certaine proportion de paralogues (50%) dont les paires seraient
toujours associées au phagosome. A I’inverse du génome entier de la souris, I’origine
de duplication de ces paralogues nous indique que le protéome du phagosome fut
principalement réorganisé lors de deux périodes précises de duplication de genes,
chez les ancétres des bilatériens et des eutéléostéens, deux périodes qui coincident
avec I’émergence de I'immunité innée et de I'immunité acquise. Ces résultats
suggerent fortement que des contraintes sélectives ont engendré le maintien de ces
paralogues au sein du phagosome afin d’assurer 1’incorporation de nouvelles
fonctions qui sont demeurées associées a cette organelle. L’ensemble des fonctions

les plus enrichies de ces paralogues (cytosquelette, petites GTPases, trafic cellulaire
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et signalisation) laisse sous-entendre qu’une sophistication du systéme
endomembranaire fut essentielle a la transformation d’une organelle purement
phagotrophique en un compartiment entiérement optimisé pour la destruction de

pathogenes ainsi qu’a la présentation antigénique.

La duplication de geéne peut s’effectuer par duplication de région ou par le
dédoublement du génome complet. Cependant, ces événements de duplications
n’induisent pas de changements dramatiques immédiats pour ’espéce en question.
Les génes dupliqués divergeront tranquillement au niveau de leur structure sous
I’influence de mutation, de sélection et de dérive génétique. Eventuellement, un des
geénes sera transformé en un geéne codant une protéine possédant une fonction reliée
mais différente, tandis que 1’autre geéne conservera sa fonction originelle.
D’anciennes évidences démontrent que 1’ancétre des vertébrés aurait subi une ou
deux rondes de duplication génomique entieére par tétraploidisation (Ohno et al,
1968). Ces duplications génomiques entiéres semblent avoir joué un réle crucial dans
I’émergence de I’immunité acquise des vertébrés a machoire, puisque plusieurs
paralogues provenant de ces duplications génomiques sont désormais essentiels au
systéme immunitaire acquis des vertébrés a machoire (Kasahara, 1998; Okada &
Asai, 2008). Puisque nous remarquons le méme phénomeéne au niveau des
paralogues du phagosome, serait-ce possible de conclure que les rondes de
duplication génomique entiere observées chez 1’ancétre des vertébrés puissent étre
responsables de la transformation du phagosome lors de cette période ? Plusieurs
molécules associées au phagosome, telles que les CMH de classe I et I, les sous-
unités de I’immunoprotéasome, les transporteurs de peptides antigéniques TAPI1 et
TAP2, tapasin et 10 des 11 cathepsins sont encodées au sein des paralogons du CMH
qui proviennent des duplications génomiques enticres observées chez 1’ancétre des
vertébrés. La phagocytose et les fonctions cellulaires qui lui sont associées auraient
donc bénéficié de ces rondes de duplication génomique. Toutefois, des évidences
suggerent aussi que de multiple événements précis de duplication de génes ont eu lieu
juste avant I’émergence de I’immunité innée chez les bilateria (Koyanagi et al, 1998;
Lundin, 1999; Ono et al, 1999; Suga et al, 1999; Suga et al, 1997). Ces évidences

concordent avec nos données puisqu’elles soulévent la possibilité que des protéines
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impliquées dans la transduction de signaux et de protéines du cytosquelette aient subi
une ou des duplication(s) massive(s) au cours de la méme période observée au niveau
des paralogues du phagosome. D’ailleurs, la duplication d’autres protéines telles que
les TLRs, les hydrolases, les SNARESs et les Rabs auraient tout aussi contribué a la
spécialisation de lignées cellulaires ainsi qu’a I’établissement de I’immunité innée

(Stuart & Ezekowitz, 2008).

12.16.2 Innovations moléculaires sur le phagosome murin suite a
I’établissement de I'immunité acquise

Etonnamment, le remodelage du protéome du phagosome semble avoir méme
persisté aprés 1’établissement de I'immunité acquise (intitulée immunité acquise
tardive) chez les vertébrés a machoire avec I’intégration d’au moins 50 protéines chez
I’ancétre des tétrapodes il y a de cela environ 450 millions d’années. Cette
découverte révele que 1’évolution du phagosome se perpétue toujours, perfectionnant
potentiellement les capacités immunitaires de cette organelle, tel que démontré par la
présence des protéines IRG47 un facteur de résistance puissant induit par les
interférons (Howard, 2008), CD5 un récepteur scavenger nécessaire a la sélection des
lymphocytes B et T (Raman, 2002), CD14 un co-récepteur de TLR4 et MD-2 pour la
détection de LPS bactérien (Sepulcre et al, 2009) et CD47 qui régule la phagocytose
via le récepteur Sirpa (Hatherley et al, 2009). Cette liste inclut aussi de nombreuses
protéines inconnues dont la protéine Tfg qui pourrait jouer un role potentiel dans la
réponse immunitaire acquise, puisqu’elle posséde un domaine PB1 notamment
observé sur les sous-unités p67°" et p40P™* du complexe de la NADPH oxydase.
Au niveau du phagosome, I’activation maximale de la NADPH oxydase nécessite la
formation d’un complexe entre les sous-unités p67°™* et p40°™* via I’association de
leur domaine PB1, ot p40°™* stimule avec puissance (20 fois) la NADPH oxydase
(Kuribayashi et al, 2002; Nakamura et al, 1998). A I’aide de son domaine PBI, la
protéine inconnue Tfg pourrait s’avérer comme un nouveau régulateur du complexe

de la NADPH oxydase au niveau du phagosome. Cette liste d’inconnues possede
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aussi d’autres candidats intéressants tels que trois récepteurs olfactifs Olfr1305,
Olfr749 et Olfr869 possédant chacun une région de 7 domaines transmembranaires
reconnue pour induire une transduction de signal via les protéines G. Non-
caractérisés, ces récepteurs pourraient é&tre impliqués dans [D’identification de
pathogenes tel que démontré par la famille des chimiosenseurs voméronasaux et

s’avérer de nouveaux récepteurs phagocytaires (Riviere et al/, 2009).

12.16.3 Remodelage des sites de phosphorylation des anciennes
protéines du phagosome murin

L’émergence de nouvelles protéines n’est pas 1’'unique fagon par laquelle les
fonctions phagosomales ont été modifiées au cours de I’évolution. Bien qu’elles
présentent une forte conservation envers les organismes distants, de nombreuses
protéines du phagosome murin ont ét¢ modifiées par le remodelage de leurs sites de
phosphorylation et de ce fait, nous révele qu’elles ne sont pas fixes. Plus rapide que
I’introduction de nouvelles protéines, la réorganisation de sites de phosphorylation
aurait potentiellement muni ces phosphoprotéines de fonctions additionnelles et/ou
introduit des voies de régulation plus fines afin de réguler leur activité et/ou de
modifier leur(s) interaction(s) protéique. C’est le cas notamment de protéines dotées
de régions désordonnées majoritairement impliquées au coeur d’interactions protéine-
protéine lors de différents processus tel que I’endocytose et la transduction de signaux
(Brown et al, 2002; Dafforn & Smith, 2004; Iakoucheva et al, 2002; Tompa, 2005).
Ces séquences linéaires hautement propices a une dégradation protéolytique par le
protéasome évoluent beaucoup plus rapidement que les régions ordonnées (domaines)
en plus d’arborer 80% de ’ensemble des sites de phosphorylation (Collins et al,
2008; Landry et al, 2009).

L’impact de la plasticité du phosphoprotéome sur les capacités fonctionnelles
du phagosome est jusqu’a ce jour inconnu. Des études récentes ont démontré que
I’interféron-y modifie 1I’expression ainsi que le niveau de phosphorylation d’un grand

nombre de protéines phagosomales provenant de macrophages activés (Jutras et al,
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2008; Trost et al, 2009). Etonnamment, plusieurs phosphoprotéines du phagosome
murin semblent avoir été présentes chez I’ancétre commun des eucaryotes soit 1.2
milliards d’années précédant I’innovation de I’interféron-y chez les téléostéens
(Bhattacharya, 2009; Savan ef al, 2009). En regardant le niveau de conservation des
sites de phosphorylation régulés par ’interféron-y de phosphoprotéines conservées
parmi différentes especes, il est possible d’observer la conservation significative de
ces sites de phosphorylation qu’a partir des téléostéens. De ces évidences, il semble
donc que I’émergence de l’interféron-y a partir des poissons semble avoir été un
événement important conférant de nouvelles propriétés fonctionnelles au phagosome
des vertébrés par la fine régulation de 1’expression et/ou la phosphorylation de
nombreuses protéines de cette organelle dont les protéines d’origine ancienne.
Malgré I’apparence récente du phosphoprotéome du phagosome murin, nos données
révelent la présence de sites de phosphorylation ancestraux, maintenus et
phosphorylés depuis plus d’un milliard d’années, indiquant leur forte importance au
niveau fonctionnel du phagosome. Ces sites sont observés notamment au niveau de
la protéine VAMP-7 impliquée dans I’apport membranaire par la fusion de vésicules
a la coupe phagocytaire lors du processus d’internalisation de la phagocytose (Braun
et al, 2004) et de la protéine Prkabl un régulateur de la pompe a protons V-ATPase
via la PKA (protéine kinase A) (Hallows et al/, 2009). Muter les sites de
phosphorylation conservés de ces deux protéines pourrait procurer de nouvelles

informations pertinentes a propos de la régulation du processus de la phagocytose.

12.17 La contamination des phagosomes de billes de latex

Le profilage par protéomique d’organelles combine la spectrométrie de masse a
la biologie cellulaire afin de disséquer a un haut niveau de pureté les compartiments
subcellulaires de la cellule. Diverses organelles, telles que le lysosome, le noyau, la
mitochondrie, I’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique et le phagosome, ont
fait I’objet d’analyses protéomiques approfondies, ou le nombre respectif de protéines

identifiées au sein de ces organelles ne fait qu’augmenter. Mais quelle est la
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signification réelle de ces chiffres ? Dans la majorit¢ de ces cas, les listes de
protéines détectées incluent un certain nombre de protéines non-spécifiques a
I’organelle investiguées. Que ces protéines s’averent des contaminants, ou qu’elles
présentent une association transitoire avec 1’organelle, ou que ces protéines soient
associées a plus d’une organelle sont des problémes auxquels se butent tous les
chercheurs du domaine de la protéomique. En un sens, la protéomique est victime de
son propre succes. Les spectrometres de masse sont tres sensibles et peuvent détecter
des traces de peptides provenant autant de contaminants que de protéines associées a

une organelle.

Le profilage protéomique du phagosome de billes de latex est un des grands
succes de la protéomique (Huber et al, 2003). Son isolation par centrifugation
isopycnique sur gradient de sucrose permet d’obtenir une organelle d’un niveau de
pureté de plus de 95% surpassant la grande majorité des autres organelles (Stuart et
al, 2007). La présence de certaines protéines pouvant étre considérées comme étant
des contaminants du phagosome pourrait s’expliquer du fait de ’interaction directe
entre les autophagosomes et les phagosomes (Sanjuan ef a/, 2007). Un des bons
exemples est la présence de protéines ribosomales dans nos échantillons.
Etonnamment, la présence de protéines ribosomales peut désormais étre considérée
comme un processus de défense cellulaire puisque les interactions phagosome-
autophagosome lors d’infection mycobactérienne semblent induire I’apport et la
dégradation de protéines ribosomales au niveau de la lumicre de ces organelles,
résultant en la production de molécules bactéricides (Ponpuak et al, 2010).
D’ailleurs, les trois sous-unités ribosomales, les protéines L30, S19 et S30,
impliquées lors de ce nouveau mécanisme de défense cellulaire ont été identifiées au

niveau de nos échantillons de phagosomes.
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12.18 Conclusion

La phagocytose est un processus clé du systétme immunitaire permettant la
séquestration et 1’élimination des pathogeénes dans une organelle, le phagosome.
Dynamique, cette organelle mature par une série d’interactions rapides avec les
organelles de D’appareil endocytaire ou elle acquiert progressivement les outils
moléculaires bactériostatiques nécessaires a la destruction du pathogene internalisé.
Bien que ces mécanismes aient été étudiés depuis des décennies, ce n’est que tres
récemment que 1’¢lucidation par protéomique de ces mécanismes fut entamée. Ces
analyses révelent que le phagosome murin est une organelle trés complexe composée
de plus de 1300 protéines. Afin d’analyser cette forte complexité moléculaire, nous
avons développé une méthode combinant diverses techniques de criblage a haut débit
afin d’identifier les joueurs clés du processus d’internalisation de la phagocytose. La
force de cette approche nous a permis de raffiner nos recherches sur de nouveaux
mécanismes moléculaires de la phagocytose qui seront subséquemment validées et
étudiées en détails par 1’application de diverses techniques de biologie cellulaire.
C’est le cas notamment du complexe de I’exocyst, un nouveau régulateur de la
phagocytose que nous avons identifié et qui semble étre recruté au phagosome selon
le type de récepteur engagé. Dans le méme ordre d’idée, nous avons entrepris la
caractérisation moléculaire des étapes évolutives ayant contribué au remodelage des
propriétés fonctionnelles de la phagocytose au cours de 1’évolution. Cette
caractérisation évolutive a mené a D’identification d’un cceur protéique ancien
fortement conservé au niveau des phagosomes des organismes eucaryotiques. Bien
qu’elles soient conservées, ces protéines ont été significativement remodelées par
I’introduction de nouveaux sites de phosphorylation. Depuis plus de 1.2 milliards
d’années d’évolution, diverses fonctions immunitaires du phagosome se seraient
développées a partir de ce coeur protéique ancien, notamment par la duplication de
geénes lors de I’émergence de I'immunité innée et de I’'immunité acquise.
Etonnamment, nous avons identifié un groupe de 50 protéines récemment acquis par
le phagosome murin bien apreés 1’émergence de I’'immunité acquise, indiquant que

I’évolution du phagosome est persistante. Aprés 20 années de recherche et
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d’innovation, 1’étude de la phagocytose par profilage protéomique semble dessiner un
portrait moléculaire complet et réaliste des divers joueurs impliqués lors de ce
processus. Ces cibles peuvent désormais faire 1’objet de recherches plus poussées et

mener a I’identification de nouvelles fonctions associées au phagosome.
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Modulation of the phagosome proteome by interferon-gamma

Jutras 1., Houde M., Currier N., Boulais J., Duclos S., LaBoissiére S., Bonneil E.,

Kearney P., Thibault P., Paramithiotis E., Hugo P. and Desjardins M.

Mol Cell Proteomics. 2008 Apr;7(4):697-715.

Abstract

Macrophages are immune cells that function in the clearance of infectious
particles. This process involves the engulfment of microbes into phagosomes where
these particles are lysed and degraded. In the current study, we used a large scale
quantitative proteomics approach to analyze the changes in protein abundance
induced on phagosomes by interferon-gamma (IFN-gamma), an inflammatory
cytokine that activates macrophages. Our analysis identified 167 IFN-gamma-
modulated proteins on phagosomes of which more than 90% were up-regulated. The
list of phagosomal proteins regulated by IFN-gamma includes proteins expected to
alter phagosome maturation, enhance microbe degradation, trigger the macrophage
immune response, and promote antigen loading on major histocompatibility complex
(MHC) class I molecules. A dynamic analysis of IFN-gamma-sensitive proteins by
Western blot indicated that newly formed phagosomes display a delayed proteolytic
activity coupled to an increased recruitment of the MHC class I peptide-loading
complex. These phagosomal conditions may favor antigen presentation by MHC

class I molecules on IFN-gamma-activated macrophages.
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Contribution

Dans cet article, j’ai généré les tables de donnée protéomique a partir de la base
de données MySQL de notre laboratoire. Avec cet outil, j’ai pu calculer le nombre de
peptides identifiés pour chaque protéine, le niveau de régulation par I’interféron-y des
protéines phagosomales, en plus de fournir les annotations fonctionnelles de chaque

protéine afin de permettre leur classification selon leur fonction.
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Gamma-secretase is a functional component of phagosomes

Jutras 1., Laplante A., Boulais J., Brunet S., Thinakaran G. and Desjardins M.

J Biol Chem. 2005 Oct 28;280(43):36310-7.

Abstract

Gamma-secretase is a high molecular mass protein complex that catalyzes the
intramembrane cleavage of its protein substrates. Two proteins involved in
phagocytosis, CD44 and the low density lipoprotein receptor-related protein, are
gamma-secretase substrates, suggesting that this complex might regulate some
aspects of phagocytosis. Our results indicate that the four components of gamma-
secretase, viz. presenilin, nicastrin, APH-1, and PEN-2, are present and enriched on
phagosome membranes from both murine macrophages and Drosophila S2
phagocytes. The gamma-secretase components form high molecular mass complexes
in lipid microdomains of the phagosome membrane with the topology expected for
the functional enzyme. In contrast to the majority of the phagosome proteins studied
so far, which appear to associate transiently with this organelle, gamma-secretase
resides on newly formed phagosomes and remains associated throughout their
maturation into phagolysosomes. Finally, our results indicate that interferon-gamma
stimulates gamma-secretase-dependent cleavages on phagosomes and that gamma-
secretase activity may be involved in the phagocytic response of macrophages to

inflammatory cytokines.



202

Contribution

Lors de cet article, j’ai effectué¢ les immunobuvardages sur des extraits de
membranes totales et de phagosomes (60°/0°) purifiés a partir de cellules S2 de
drosophile. Les résultats de ces immunobuvardages ont permis de déterminer que la
localisation des composants du complexe de la y-secretase est conservée chez les

phagocytes de la mouche a fruit.



203

Annexes lll. Article V

Molecular characterization of phagosomal membrane

microdomains during phagolysosome biogenesis

Goyette G., Carruthers N.J., Landry C.R., Jutras 1., Boulais J., Duclos S., Dermine
J.F., Michnick S.W., Thibault P., LaBoissiére S., Lajoie G. et Desjardins M.
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Molecular characterization of phagosomal membrane microdomains during

phagolysosome biogenesis

Goyette G., Carruthers N.J., Landry C.R., Jutras I., Boulais J., Duclos S., Dermine
J.F., Michnick S.W., Thibault P., LaBoissiére S., Lajoie G. et Desjardins M.

Submitted

Abstract

After their formation at the cell surface, phagosomes become fully functional
through a complex maturation process involving sequential interactions with various
intracellular organelles. In the last decade, series of data indicated that some of the
phagosome functional properties occur in specialized membrane microdomains. The
molecules associated with membrane microdomains, as well as the organization of
these structures during phagolysosome biogenesis are largely unknown. In this study,
we combined proteomics and lipidomics analyses to characterize the dynamic
association of proteins and lipids to maturing phagosomes. Our analyses led to the
first thorough characterization of the phagosome phospholipidome and its modulation
during phagosome maturation. Our data also indicate that groups of proteins shuffle
from detergent-soluble to detergent-resistant membrane microdomains during
maturation, supporting a model in which the modulation of the phagosome functional
properties involves an important reorganization of the phagosome lipidomes and the

coordinated spatial segregation of proteins.
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Contribution

Ma contribution pour cet article représente bien I’étendu et la versatilité
qu’apporte a un laboratoire de protéomique la base de donnée qui fut développée au
cours de cette thése. Guillaume Goyette, I’auteur principal de cet article, a utilisé
cette base de donnée afin d’annoter, classifier et comparer différentes listes
protéomique entre elles. J’ai donc aidé Guillaume a utiliser avec efficacité cette base
de données afin de lui permettre d’identifier des groupes de protéines phagosomales
qui se déplacent vers les microdomaines lipidiques lors de la maturation du

phagosome.
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The endosomal proteome of macrophage and dendritic

cells

Duclos S., Clavarino G., Rousserie G., Goyette G., Boulais J., Camossetto V., Gatti
E., Pierre P. et Desjardins M.

Proteomics. 2011 Mar;11(5):854-64.
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The endosomal proteome of macrophage and dendritic cells

Duclos S., Clavarino G., Rousserie G., Goyette G., Boulais J., Camossetto V., Gatti
E., Pierre P. et Desjardins M.

Proteomics. 2011 Mar;11(5):854-64.

Abstract

The essential roles of the endovacuolar system in health and disease call for
the development of new tools allowing a better understanding of the complex
molecular machinery involved in endocytic processes. We took advantage of the
floating properties of small latex beads (sLB) on a discontinuous sucrose gradient to
isolate highly purified endosomes following internalization of small latex beads in
J774 macrophages and bone marrow-derived dendritic cells (DC). We particularly
focused on the isolation of macrophages early endosomes and late
endosomes/lysosomes (LE/LYS) as well as the isolation of LE/LYS from immature
and lipopolysaccharide-activated (mature) DC. We subsequently performed a
comparative analysis of their respective protein contents by MS. As expected,
proteins already known to localize to the early endosomes were enriched in the
earliest fraction of J774 endosomes, while proteins known to accumulate later in the
process, such as hydrolases, were significantly enriched in the LE/LYS preparations.
We next compared the LE/LYS protein contents of immature DC and mature DC,
which are known to undergo massive reorganization leading to potent immune
activation. The differences between the protein contents of endocytic organelles from
macrophages and DC were underlined by focusing on previously poorly characterized
biochemical pathways, which could have an unexpected but important role in the

endosomal functions of these highly relevant immune cell types.
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Dans cet article, j’ai encore une fois utilisé notre base de données pour générer les
tables de données protéomique, annoter les protéines identifiées, produit et imagé les
réseaux d’interactions protéique, quantifié par compte peptidique les protéines
endosomales identifiées et calculé le niveau d’enrichissement entre les protéines
d’endosomes précoces et tardifs ainsi qu’entre les endosomes tardifs de cellules

dendritiques immatures et matures.
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