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Résumé

Un €lément clé de notre systeme immunitaire consiste en la capture rapide des
microorganismes envahisseurs dans les phagosomes de macrophages et en leur destruction
dans les phagolysosomes. Cependant, de nombreux pathogénes ont développé des
stratégies de survie afin d’éviter leur ciblage vers 1’environnement toxique des
phagolysosomes soit en inhibant la biogenése de cet organite ou en s’échappant vers le
cytoplasme. Le parasite intracellulaire Leishmania, qui cause la leishmaniose, une maladie
affectant des millions de personnes a travers le monde, utilise une molécule de surface, le
lipophosphoglycane (LPG) afin de perturber certaines fonctions des macrophages incluant

la biogenéese du phagolysosome.

L’objectif des travaux présentés dans cette thése est d’étudier par quel processus le
LPG modifie les propriétés fonctionnelles des phagosomes. Nos résultats montrent que les
promastigotes de Leishmania donovani utilisent leur LPG afin de prévenir la formation des
radeaux lipidiques de phagosomes ou d’en altérer la structure. Le LPG agit localement sur
la membrane du phagosome et son activité dépend du polymeére d’unités dissacharidiques

répétitives PO4-6GalB 1-4Man présent au coeur de la molécule. Les radeaux lipidiques sont

des assemblages latéraux de lipides enrichis en cholestérol et en glycosphingolipides. Ces
structures, ot s’assemblent certaines protéines spécifiques, délimitent des points focaux de
la membrane ou s’exercent des fonctions specialisées comme la transduction du signal et la
fusion membranaire. Nous avons mis en évidence ’existence de radeaux lipidiques sur le
phagosome en utilisant des approches morphologiques et biochimiques démontrant
I’association a cet organite de la protéine flotilline-1 et du ganglioside GM1, tous deux des
marqueurs reconnus comme faisant partie des radeaux lipidiques. Il existe plusieurs types
de radeaux lipidiques sur le phagosome puisque la flotilline-1 et le GM1 ne colocalisent pas
aux mémes points focaux de la membrane phagosomiale. Les radeaux enrichis de
flotilline-1 atteignent le phagosome par une source intracellulaire, tandis que ceux enrichies
de GMI1 proviennent essentiellement de la surface de la cellule. Par une étude

protéomique, nous avons identifi¢ plusieurs protéines sur les radeaux lipidiques de
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phagosomes suggérant que ces structures sont impliquées dans de nombreuses fonctions,
telles la transduction du signal, I’organisation du cytosquelette d’actine, 1’acidification du

compartiment et le choc oxydatif.

L’analyse protéomique a aussi mis en évidence la présence sur les radeaux
lipidiques de plusieurs protéines impliquées dans la régulation de la fusion membranaire.
En perturbant ces structures, le parasite inhiberait directement les propriétés de fusion du
phagosome et la biogenese des phagolysosomes, ce qui améliorerait sa survie. Cette
hypothése est confirmée par nos observations démontrant que le LPG inhibe effectivement
la fusion phagosome-lysosome permettant aux promastigotes de Leishmania de résider
dans un phagosome immature n’ayant pas acquis toute la machinerie nécessaire a la
destruction des microorganismes. Ainsi, Leishmania est le premier agent pathogéne dont
on démontre que la stratégie de survie lors de 1’établissement de I’infection dans les

macrophages consiste en ] ‘altération des radeaux lipidiques du phagosome.

Mots-clés : Leishmania, lipophosphoglycane, radeaux lipidiques, phagosome, fusion

membranaire flotilline, protéomique, immunité.



Abstract

A key aspect of our innate ability to fight infectious agents relies on the rapid
clearance of invading pathogens by macrophages at sites of infections and their killing in
phagolysosomes. Unfortunately, several pathogens have evolved strategies to avoid being
cought in the toxic environment of phagolysosomes either by inhibiting phagosome
maturation or by escaping to the cytoplasm. The intracellular parasite Leishmania which
causes leishmaniasis, a disease affecting millions of people world-wide, uses a surface
molecule, lipophosphoglycan (LPG) in order to disrupt some functions of macrophages

including phagolysosome biogenesis.

The objective of the work presented in this thesis is to study the mecanisms through
which LPG modifies phagosome functional properties. Our results demonstrate that
Leishmania donovani promastigotes use their LPG to prevent the formation or disrupt lipid

rafts on the phagosome membrane. LPG acts locally on the membrane and its action

depends on the disaccharidic repeating units PO4-6Gal1-4Man polymer located at the

heart of the molecule. Lipid rafts are lateral assemblies of lipids enriched in cholesterol,
glycosphingolipids. These structures, where several specific proteins assemble, represents
focal points on the membrane where specialized functions like signal transduction and
membrane fusion take place. We have demonstrated the existence of lipid rafts on
phagosomes using morphological and biochemical approaches showing the association of
the protein flotillin-1 and the ganglioside GM1 to this compartment, both well known
markers of lipid rafts. There are more than one type of lipid rafts on phagosomes, since
flotillin-1 and GM1 do not colocalize in the same focal points on the phagosome
membrane. Flotillin-1-enriched rafts reach phagosomes from an intracellular source,
whereas those enriched in GM1 originate essentially from the cell surface. In a proteomic
study, we have identified several proteins resident of phagosome lipid rafts suggesting that
these structures play a role in signal transduction, actin cytoskeleton organization, lumen

acidification and oxydative burst.
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Proteomic analysis has also revealed the presence of several proteins implicated in
the regulation of membrane fusion on phagosome lipid rafts. By disturbing these
structures, the parasite could directly inhibit phagosome fusion properties and
phagolysosome b iogenesis, i mproving its survival. T his hypothesis is c onfirmed by our
observations demonstrating that LPG inhibits effectively phagosome-lysosome fusion, thus
allowing Leishmania promastigotes to reside in immature phagosomes that have not
acquired all the molecular machinery essential to the destruction of microorganisms.
Leishmania is thus the first pathogen shown to rely on disruption of phagosome lipid rafts

as a survival strategy at the onset of an infection.

Keywords : Leishmania, lipophosphoglycan, lipid rafts, membrane fusion, flotillin,

proteomics, immunity.



P N

()

vii

Table des matieres

RIESUITIE oo e e e e eeee e s e eueeae et eaeessesseseasesseamsessneesteas s e oRe e e b s e e s e e sh s e ab e s b e e s e bbbt iii
AABDSETACE e oeeeee e e e oot e e eueeeeeeaseeaateeaeeess e e sae e e aar e e e ar e et e A S e e e e e v
LISt AES FIGUIES ..vevevreerreuemscierraeesess s st ix
LiSte des aDDIEVIAIONS ..cuveeveeeieeieriereteereeeeeieeesesesreereessbaesbb st s e s e s et xi
REITICTCICITIENES e eeveeeeeeeeeeeeeeeeseeesesssesaesaesemaassmeseras s e amn e e saeb e e bs e sab et b e e b s bbbttt Xiv
Chapitre I. Introduction et revie de HHEratire....oo.oovveveiiieneiis s 1
MECAniSMES A PRAZOCYLOSE ....vuvuiiiuriirrietiseesisin st 3
La PhagOCYLOSE PAT ZIDPEF ..ecvvriusiisristietseiesssissins st 3
La phagocytose sans fermeture €CIAIN ..ot 5
Biogeneése des PhagOLYSOSOMIES ......rvuvueumiserisiiimssiss sttt s 6
Autres fonctions du PhAZOSOIMIE ..........iviuiueierteteiiieeriei e 9
Les radeaux lPidiQUeS. . .. .vccuieimmimeisises it 10
Roles des radeatx HPIdiQUeS. ... irirrriiiesinireieees i s 14
Les radeaux et la transduction du Signal ... 15

Les radeaux et le transport MeMDBIANAITE .....ovevetererriiriminn e 16

Les radeaux et I’aiguillage moIECUIAIre .....ooveieciiiiiii s 17

Les radeaux et 1a fusion membranaire ........cccocverriiriiiiieaseeeniei e 18

Les radeaux et les interactions hote-pathogene......c.ooocvvviiiiiiiniii 19

LS FLOTILLITIES v oeveeeveeeeeeeeereeeeee et eseaseeaeese et e et e e sa e e e e s e e s e m bbb 20
LA FLOIIIITIE=1 oo oeeeeeeeeeee oo et ete e e s e e a e e e e bbb 21
LA FLOtIIIIIIE 2 reeevreeeeeeeeeeeeee et eveeseeseebe e e et setesraeeme e esbe e e e s 23
Le parasite intracellulaire LeiSAmania donovani ........ccovevvivveciiiinniinninsnsneeees 24
CYCIE 8 VA ...ttt cme s 24
SUrvie dans 12 CIFCULALION ...e.viveetiveieeere e it 27
Entrée dans 1€ MacTOPHAZES .....c.o.oeuiiriiietomniirei it 28
Survie a I’intérieur des MAaCrOPhAgES ......oviviiieieeneeiiiiniiiiin e 28
Le lipOphoSPhOGLYCANE ....ccvrimiiiiieireici e 31

FONCHONS QU LPG oottt ettt 33



®

Biosynthese du LPGu....coouoouiiiiiieeeeeeeetese ettt 36
Chapitre II. Résultats. ATticle L.......ocoooviviininiiiereeeeee e 38
Chapitre III. Résultats. ATtiClE 2 .....ccoevieriiiiriiieieeeeeeee e 71
Chapitre IV. Résultats. ATtiCle 3......ccioiiiiimiiiiiiiee et 96
Chapitre V. Discussion générale et CONCIUSION........ccueviiiriiieiiiiiiiceie e 130

DISCUSSION GENETALE.........coviriirieiieiieiieteieee ettt ettt saens 131
Le LPG suffit a lui seul a inhiber la fusion phagosome-endosome. .......................... 132

Le LPG chez les autres espéces de LeiSAMania. ..........ccuvuviveveveieeeceeeciieerienenns 134
Leishmania module activement les propriétés de fusion des phagosomes. ............... 135

Les phagosomes contiennent des radeaux lipidiques.........ccceevveviiivieisiiiniierceieeeanas 136

La protéomique des radeaux lipidiques de phagosomes. .........ccccovvveirerierenirinienennas 138

Le LPG de L. donovani altére les radeaux lipidiques des phagosomes...................... 139
Actions du LPG dépendantes de la modulation des radeaux lipidiques..................... 140
Mécanisme d’altération des radeaux lipidiques par le LPG...........ccccocevieivieverennene. 144
CONCIUSION ..ttt ettt a e s e e tb et e et e e aeeteete s e eteeteereeberensanes 146
Chapitre V. BiblIOGraphi€ .......cccoeiieiiiiiieeiiciieteiese ettt 148
Chapitre VI ATINEXES......cocerieieieiiiierenietetistesteaeeeeeseestaestesaeetseeseese s seeeteseetesseseesensesesseseesens I
ANNEXE L. ATTICIE B oottt eae e II
AnNnexe I1 ATHCIE S..oiiiiiiiiiiiii e XVII
Annexe 1L ATTICIE 6 . ..ooieiiiiiiiciec e, XXXII



Liste des figures

Chapitre I. Introduction et revue de littérature

Figure 1 Structure d’un radeau ipidiqUe.......c.coecceriinirenieinieinecre et 11
Figure 2 Cycle de vie du parasite LeiSAMANIA. ...........covcevvviereveeiieceiiecreeee e eveere e ene e ereenens 26
Figure 3 Structure du LPG chez le type sauvage certains mutants de Leishmania. ........................ 32

Chapitre II. Résultats article 1

Figure 1 Characterization of the secreted acid phosphatase from /pg/- and /pg2- mutants. ........... 44
Figure 2 Immunofluorescence analysis of LPG expression on L. donovani promastigotes............ 47
Figure 3 Quantitative analysis of the fusion between Leishmania-containing phagosomes and

EINAOSOITIES. .....vuiiieniciieieet ettt ettt st he b e st ae b et e s e b asesaestes s esessesantesensebeseseseaseseassesesns 50

Figure 4 Quantitative analysis of the fusion between L. donovani-containing phagosomes

and different endosOme POPULALIONS. ........cciuiveeiricieieieieti ettt se ettt er e eneneane 53
Figure 5 Immunofluorescence analysis of LPG expression on L. donovani amastigotes ............... 56
Figure 6 Fusion of L. major-containing phagosomes with endosomes............c..cccceveereriiresreeennen. 59

Chapitre III. Résultats article 2

Figure 1 Flotillin-1 is present and enriched on the phagosome membrane. .............c.ccccvevrevrnennenen 81
Figure 2 Flotillin-1 accumulates on phagosomes during maturation. ..............c.oeeevvvevererreereennennn. 84
Figure 3 Flotillin-1 is present in sub-domains of the phagosome membrane..............cccceeverennenes 87

Figure 4 Flotillin-1 and other proteins are enriched in phagosome lipid rafts of J774

MNACTOPRAZES. ....cuiititiiiiie ettt etttk b e ss et st e e e e e b et ebasbebe s ereaeesesensesesensasasas 91



Chapitre IV. Résultats article 3

Figure 1 Distinct microdomains are present on the phagosome membrane ..., 101
Figure 2 Leishmania parasites use their surface LPG to prevent the recruitment of GM1-enriched
TTHICTOQOIMAINS 1.vvvviuviveeveereeaeeseeteeseesessesesseseratsseseeeestesesae s sesosssaeebesassas et s e s en s e e e R s esa e s s et s s aaneseanassesenene 104
Figure 3 LPG disaccharidic repeating units are responsible for the exclusion of GM1-lipid
microdomains from PhagOSOIMES........cccoereiriiriniiiiiiitit ettt 107
Figure 4 LPG prevents the recruitment of GM1-microdomains to phagosomes by a direct action on
103315 5010) 3 L= TR OO SO PRI POPPO PRI 110
Figure 5 LPG disrupts preexisting phagosome microdomains by promoting their disassembly
rather than by altering their protein COMPOSIION ......c.ooiiiriirtinierinsierr e 113
Figure 6 The virtual phagosome miCrodOmaIn.........curururmerirniereirainiecrereeiii e 116

Figure 7 LPG action on phagosome microdOmains .........ceceueremrrnmntsinninesneieeensisscnsnnes 120



Liste des abbréviations

ALF :
ArgBP2 :
CAP:
cbl:
CD:
CMH :
CR1:
CR3:
CRP:
DAG:
EEAL :
ESA :
FceR :
FRET :
GPI:
GTP:
HSP:
Ig:
IL:
INFy :
iNOS:
IP3:
kDa :
LAMP:
LDL:
LFA
LPG:
LPS:

amastigote-like form

Arginine binding protein 2

adenylyl cyclase-associated protein
Casitas B-lineage lymphoma

cluster of differentiation

Complexe majeur d’histocompatibilité
Complement receptor 1

Complement receptor 3

C-reactive protein

Diacylglycerol

Early Endosomal Antigen 1
Epidermal surface antigen

Récepteur au Fc epsilon

Fluorescence resonance energy transfer
Glycosyl-phosphatidyl-inositol
Guanosine triphosphate

heat shock protein

Immunoglobuline

Interleukine

Interféron gamma

inducible nitric oxide synthase
Inositol triphosphate

Kilodalton

Lysosome-associated membrane protein
Low density lipoprotein

Leukocyte function-associated antigen
Lipophosphoglycane
Lipopolysaccharide



X1l

MG6PR : Mannose-6-phosphate receptor

MAC: Membrane attack complex

MAP: Mitogen activated protein

MBP : Mannan-binding protein

NADPH: Reduced Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
nm nanometre

NSF: N-ethylmaleimide sensitive factor

PAK : p2l-activated kinase

PDGF : Platelet-derived growth factor

PE: Phosphatidyléthanolamine

PG: Phosphoglycane

PHB Prohibitine

PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PKC: Protéine kinase C

Pyk2: protein tyrosine kinase 2

SPFH Stomatin, Prohibitin, Flotillin, Hflc

SVF : Semliki Forest virus

TCR : T-cell receptor

TFR: Transferrin receptor

TLR: Toll like receptor

Tm: Melting temperature (Température de fusion)

VIH: Virus d’immunodéficience humaine



27N

A mon épouse Martine, pour son

inconditionnel soutien.

Xiii



Vi

Xiv

Remerciements

Je tiens a remercier tout d’abord Michel Desjardins, mon directeur de thése, de
m’avoir fait confiance et de m’avoir accueilli dans son laboratoire. Il a ét€ une source
d’inspiration et m’a incité a persévérer dans mon projet. Je remercie également Isabelle,
Sophie et Sylvain pour la révision de ce travail ainsi que mes autres collégues passés et
actuels, Mathieu, Guillaume, Frangois, Sandra, Jonathan, Luc, Etienne, Sylvain et Pascale
et les techniciennes Christiane et Annie pour leur collaboration et surtout pour leur agréable
compagnie. Sans eux, le travail de laboratoire n’aurait pas été aussi amusant. Je remercie
aussi Albert Descoteaux pour m’avoir accueilli dans son laboratoire pour une partie de mes
travaux. Merci aussi, aux professeurs du département de pathologie et biologie cellulaire
qui m’ont aidé aux cours de mon cheminement. Finalement, je remercie ma famille,

surtout mes parents Jacques et Michéle pour leur soutien.



Chapitre I. Introduction et revue de littérature



Le terme phagocytose a été utilisé pour la premiére fois par Ilya Ilyich Mechnikov
en 1883, et sa racine grecque signifie littéralement manger « Phagein » des cellules
«kytos ». La phagocytose désigne aujourd’hui plus généralement I’internalisation de
particules vivantes ou inertes de diamétre supérieur a 0,5 pm (Greenberg et Silverstein,
1993). Certaines cellules du systtme immunitaire, telles que les macrophages se
spécialisent dans la phagocytose, ce qui leur permet d’éliminer de maniére efficace des
débris cellulaires, tels que les globules rouges sénescents ou des particules étrangeres telles
que des bactéries potentiellement pathogénes. Ces cellules exercent ainsi une fonction

d’éboueur de ’organisme et servent de premiére ligne de défense contre les infections.

Lors de la phagocytose, les particules ingérées se retrouvent dans un compartiment
intracellulaire appelé «phagosome » qui constitue un organite spécialisé du macrophage.
Une fois formé, 1e p hagosome s e transforme rapidement en un compartiment 1ytique, le
phagolysosome, par un processus complexe de maturation qui implique des echanges avec
plusieurs autres organites intracellulaires. Dans le phagolysosome, les microorganismes
sont rapidement tués et dégradés. Au cours de 1’évolution, les pathogenes ont développe un
ensemble de mécanismes de survie leur permettant d’échapper & la dégradation dans les
phagolysosomes, Ces mécanismes ont été largement décrits dans la littérature (Amer et
Swanson, 2 002; Knodler et al., 2001, Duclos et D esjardins, 2 000; M éresse et al., 1 999;
Dermine et Desjardins, article 4 en annexe). Dans cette these, nous traiterons surtout des
stratégies de survie utilisées par le parasite intracellulaire Leishmania donovani sous sa
forme promastigote, c’est-a-dire, la forme qui initie I’infection chez les mammiféres. Ces
stratégies impliquent particuliérement une molécule qui recouvre toute la surface du

parasite appelée « lipophosphoglycane » (LPG).
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Mécanismes de phagocytose

D’un point de vue morphologique, on distingue trois types de phagocytose qui
dépendent de la nature de la particule ingérée et des récepteurs présents a la surface de la
cellule phagocytaire. D’abord, il y a la phagocytose par zipper qui méne a la formation
d’un phagosome dont la membrane est apposée de fagon trés serrée a la particule ingérée.
La particule peut aussi s’enfoncer a ’intérieur du phagocyte a la suite d’un signal qui
déclenche la déformation de la membrane plasmique créant ainsi une vague qui se referme
sur elle-méme (phagocytose par trigger). Dans certains cas, une extension de la membrane
plasmique peut s’enrouler plusieurs fois autour de la particule pour former un phagosome
qui a I’apparence d’une spirale au centre de laquelle se trouve la particule ingéree

(phagocytose par coiling).

La phagocytose par zipper

La phagocytose par zipper (Silverstein et al., 1977; Swanson et Baer, 1995) est le
processus d’internalisation qui a été le plus étudie. Ce type de phagocytose permet
I’internalisation d’agents pathogénes préalablement recouverts d’anticorps reconnaissant
spécifiquement des épitopes & leur surface. On nomme aussi ce mode d’internalisation, la
phagocytose médiée par les récepteurs Fc, la portion Fc étant la partie des anticorps
reconnue par ces récepteurs. Cette phagocytose déclenche généralement la production de
superoxides, qui peuvent tuer les microorganismes, ainsi que des cytokines
proinflammatoires qui stimulent les cellules du systéme immunitaire. La phagocytose par
zipper procéde par I’avancement de minces extensions de membrane, les pseudopodes, qui
recouvrent progressivement la particule a fur et 3 mesure que les portions Fc des anticorps a
sa surface se lient aux récepteurs Fc & la membrane cellulaire du phagocyte (Griffin et al.,
1975). La formation et I’avancement des pseudopodes requiert également 1’assemblage et

le désassemblage du cytosquelette d’actine au site d’internalisation (Sheterline et al., 1984,



Greenberg et al., 1991). Cette réorganisation du cytosquelette est contrdlé par différents
membres de la famille des GTPases Rho (Caron et Hall, 1998). Une fois que les
pseudopodes ont complétement englobé la particule, ils se rejoignent et fusionnent pour
fermer la membrane du phagosome. La fusion des pseudopodes formant le phagosome
naissant se produit sous I’action de la PI3K, de certaines myosines et de la GTPase ARF6
(Araki et al., 1996; Zhang et al., 1998; Swanson et al., 1999). Apres la fusion, la particule
se trouve alors comprise dans un compartiment intracytoplasmique dont la membrane est
juxtaposée a sa surface. Ce mécanisme de phagocytose est induit localement et ne permet
pas I’internalisation de particules adjacentes présentes a la surface du phagocyte (Griffin et
Silverstein, 1974). La transduction du signal requise au cours de I’internalisation est donc
limitée au site de contact entre la particule et la membrane cellulaire. Cette région de la
membrane pourrait contenir des « radeaux lipidiques ». Le concept des radeaux lipidiques

sera décrit plus loin (Gatfield et Pieters, 2000).

La transduction du signal requise au cours de la phagocytose par zipper nécessite la
tyrosine kinase Syk (Matsuda et al., 1996; Kiefer et al., 1998). L’activation de Syk
déclenche une cascade de signalisation qui comprend I’activation de la PI3K, de GTPases
de la famille de Rho et de la kinase PAK, dont I’issue est la nucléation de I’actine (revue
dans Takenawa et Miki, 2001). Syk active aussi la phospholipase C qui génére de 1'IP3 et
du DAG. La mobilisation du calcium intracellualire engendrée par I'IP3 n’est pas
nécessaire 4 la phagocytose. Par contre, le DAG permet 1’activation de plusieurs isoformes
de la protéine kinase C (PKC) comme les isoformes & et & (Larsen et al., 2000) nécessaires
a la phagocytose. L e DAG active aussi la PKCa qui relie la phagocytose au processus
inflammatoire c omme 1 a flambée o xydative et 1 a génération d e m édiateurs lipidiques d e
’inflammation. Dans ce contexte, le ciblage des différentes isoformes de la PKC pourrait
fournir un avantage de survie important aux parasites intracellulaires. Cette stratégie est

utilisée par Leishmania (voir plus loin).



La phagocytose sans fermeture éclair

Les particules qui ne se lient pas aux récepteurs Fc sont généralement phagocytées
par un mécanisme différent du zipper. Dans la phagocytose du type trigger, trés peu de
pseudopodes sont formés et les particules semblent étre internalisées de fagon passive
(Kaplan, 1977). Ce mécanisme de phagocytose débute lorsque la membrane plasmique se
déforme et produit une ondulation qui recouvre la particule. Dans ces phagosomes, la
membrane n’est habituellement pas accolée de maniére trés serrée a la particule. Ce type
de phagocytose ne déclenche généralement pas la production de dérivés toxiques de
I’oxygéne ou de réponse inflammatoire capable de détruire efficacement les
microorganismes. Les récepteurs pouvant contribuer a ce processus d’internalisation
incluent l e r écepteur d u c omplément, c ertaines intégrines, d es 1 ectines, 1es récepteurs d e
type Toll-like et les récepteurs de type éboueur (scavenger). L’activation de ces différents
récepteurs dépend des molécules présentes a la surface des particules a ingérer.
L’internalisation des leishmanies se produit souvent par les récepteurs du complément CR1
et CR3, une voie qui se caractérise par 1’absence de réponse inflammatoire potentiellement

néfaste pour le parasite (voir plus loin) (Da Silva et al., 1989).

Des observations morphologiques de phagocytose de pathogeénes ont permis de
définir un troisiéme type de phagocytose, notamment la phagocytose par coiling. Ce type
de phagocytose se caractérise par le surenroulement d’un pseudopode autour de la
particule, créant ainsi un compartiment formé par une multitude de couches membranaires
superposées les unes sur les autres. Parmi les microorganismes qui pénctrent les
macrophages par ce processus, Legionella est le premier a avoir été identifié (Horwitz,
1984). Depuis, plusieurs études ont fait état de phagocytose par enroulement de membrane
chez d’autres pathogénes, tels que les trypanosomatides comprenant Leishmania, certains
spirochétes, Burkholderia pseudomallei, Borrelia burgdorferi, Neisseria meningitidis et
Treponema pallidum (Rittig et al., 1998a et b ; Inglis et al., 2000 ; Rittig et al., 1992;
Kalmusova et al., 2000 ; Bouis et al., 2001). L’importance de ce type de phagocytose est



encore débattue puisqu’il n’est pas certain qu’il constitue un mécanisme d’internalisation
distinct du zipper ou du trigger. 1l pourrait plutdt s’agir d’une variante du mécanisme du
zipper dans laquelle il y aurait absence de fusion entre les deux pseudopodes qui englobent
le microorganisme (Rittig et al. 1998b). En absence de fusion, un des pseudopodes
glisserait au-dessous de l'autre et continuerait son enroulement. Les mécanismes
moléculaires qui permettent ce surenroulement et son effet sur la survie du pathogene dans

les phagosomes sont encore peu connus.

Biogenése des phagolysosomes

Lors de la phagocytose, la cellule doit fournir suffisamment de membrane pour
englober complétement la particule phagocytée. Il a longtemps €té supposé que la
membrane plasmique du phagocyte fournissait toute la membrane nécesaire a la formation
d’un phagosome. Toutefois, une étude de notre laboratoire a récemment permis de montrer
que le réticulum endoplasmique fournit un apport important en membrane au phagosome
au cours de sa formation, ce qui minimiserait 1’utilisation de la membrane plasmique
(Gagnon et al., 2002). La découverte de cet apport membranaire procure une explication
aux observations montrant que des macrophages peuvent internaliser des particules plus
grandes qu’eux, sans affecter la fonction ni la viabilité cellulaire (Cannon et Swanson,
1992). Immédiatement aprés I’internalisation des particules, la membrane des phagosomes
est donc formée d’un amalgame de membrane plasmique et de membrane de réticulum
endoplasmique d "une c omposition c omplexe. C ependant, ces p hagosomes n ouvellement
formés sont immatures et ne possédent pas les propriétés nécessaires pour tuer et dégrader
les microorganismes. Ils doivent donc se transformer afin d’acquérir la machinerie
essentielle & ces fonctions. Cette machinerie comprend des enzymes dégradatives et
d’autres composés toxiques capables d’attaquer les microorganismes. Ces substances
s’accumulent au cours d’un processus de maturation des phagosomes aussi appel¢
biogenése des phagolysosomes. Ces derniers forment les compartiments terminaux de la

phagocytose responsables de la dégradation du contenu phagosomial. On a longtemps cru



que la formation du phagolysosome se faisait en un seul événement de fusion entre un
phagosome et un lysosome, c’est-a-dire, le compartiment le plus tardif de la voie
endocytaire riche en hydrolases (Rabinowitz et al., 1992). Toutefois, on reconnait
aujourd’hui q ue c e processus implique non seulement les 1 ysosomes, m ais é galement de
nombreuses interactions entre les phagosomes et divers compartiments intracellulaires des
voies endocytaire et biosynthétique (Mayorga et al., 1991 ; Desjardins et al, 1994). La
fusion des phagosomes avec des compartiments de la voie endocytaire nécessite le
mouvement des organites le long de microtubules et du réseau d’actine, la reconnaissance
des organites par des molécules d’appariement, la fusion membranaire et le recyclage des
protéines (Desjardins, 1995; Blocker et al., 1997; Blocker et al., 1998). Les mécanismes
moléculaires de tous ces processus ont été décrits dans différentes revues (Harrison et

Grinstein, 2002 ; Stamnes, 2002).

Lors de la maturation du phagosome, plusieurs de ses caractéristques biochimiques
sont modifiées, plus particuliérement sa composition protéique et son pH (Mayorga et al.,
1991; Pitt et al., 1992; Desjardins et al., 1994). Des études cinétiques, o les phagosomes
sont analysés a différents temps aprés leur formation, ont montre que certaines protéines de
la membrane plasmique recrutées au cours de la phagocytose, telles que les récepteurs Fc et
a mannose ainsi que des adaptines, disparaissent graduellement de la membrane
phagosomiale. Ces études montrent également que peu de temps apres leur formation, les
phagosomes interagissent avec des organites de I’appareil endocytaire, ce qui leur
permettent d’acquérir des marqueurs des endosomes précoces, tels que rab5, EEA1 et le
récepteur A la transferrine. Par la suite, grace a des interactions avec les endosomes tardifs
et les lysosomes, les phagosomes perdent rapidement les marqueurs précoces au profit de
marqueurs des endosomes tardifs et des lysosomes, tels que rab7, le récepteur a mannose-6-
phosphate (M6PR), LAMP1 et 2, la cathepsine D et la B-glucoronidase (Desjardins et al.,
1994 a et b; Scianimanico et al., article 5 en annexe). La maturation du phagosome en
phagolysosome s’accompagne également d’une acidification de la lumiére, qui fait suite a

I’acquisition de la pompe 4 proton v-ATPase.



Tel que mentionné plus haut, le remodellage moléculaire au cours de la biogencse
du phagolysosome nécessite de nombreuses interactions entre les phagosomes et ’appareil
endocytaire. Un modele pour expliquer ces multiples interactions, le « Kiss and Run », a
été proposé par Michel Desjardins (1995). Selon ce modéle, les compartiments
endosomiaux et phagosomiaux qui se meuvent le long de microtubules se rencontrent et
fusionnent entre eux. Lors de cette rencontre, un p ore de fusion transitoire se forme et
permet I’échange d’une partie du contenu luminal des deux compartiments. Des protéines
membranaires peuvent aussi étre échangées. Ainsi, la composition biochimique de ces
compartiments se modifie graduellement. Par la suite, le pore se referme par un processus
de fission, ce qui permet la séparation des compartiments. Un tel processus permet aux
phagosomes d’acquérir, par exemple, des hydrolases présentes dans les endosomes tardifs
et les lysosomes, sans pour autant que les contenus de ces différentes vésicules se
mélangent complétement. Des résultats récents de notre laboratoire ont montré que la
petite GTPase Rab5 joue un role dans la régulation des événement s de fusion du type Kiss
and Run (Duclos et al., 2000). Le Kiss and Run serait aussi un mécanisme d’interaction
utilisé entre les différents compartiments de la voie endocytaire (Duclos et al., 2003). Des
événements de fusion transitoires ont aussi été décrits au cours de l’exocytose de
neurotransmetteurs dans les neurones, ce qui démontre que le Kiss and Runest un
mécanisme important d’interactions entre différentes sortes d’organites intracellulaires

(Alvarez de Toledo et al., 1993; Klyachko et al., 2002).

Une étude a montré que la fusion entre les phagosomes et les compartiments
endocytaires requiert de I’ATP et des protéines associées aux membranes (Mayorga et al.,
1991). La machinerie de fusion composée des NSF (facteur sensible au N-éthyl-
maléimide), SNAP (protéine soluble d’attachement au NSF) et SNAREs (récepteur du
SNAP) (Rothman et Orci, 1992; Séllner et al., 1993; Rothman et Warren, 1994) joue aussi
un réle dans la régulation des événements de fusion, puisque le NEM (N-éthyl-maléimide),
une molécule inactivant la NSF peut inhiber la fusion entre les phagosomes et les
endosomes. Certaines données suggérent également que plusieurs autres molécules

régulatrices de la fusion présentes chez les endosomes, telles que des petites GTPases



comprenant rab5 et rab7, jouent un role dans la fusion phagosome-endosome (Beron et al.,
1995). Rab5 participe aux événements de fusion précoces, tandis que rab7 participe aux
événements de fusion tardifs (Chavrier et al. 1990; Gorvel et al. 1991; Méresse et al. 1995;
Feng et al. 1995 ; Duclos et al., 2000).

Autres fonctions du phagosome

L’analyse protéomique du phagosome a permis d’identifier prés de 600 protéines
associées a ce compartiment (Garin et al., 2001 en annexe; Brunet et al., 2003). La nature
de ces protéines a permis de mettre en évidence certaines fonctions insoupgonnées du
phagosome. Par exemple, plusieurs protéines du réticulum endoplasmique ont été
retrouvées sur le phagosome, suggérant que ce compartiment joue un réle actif dans la
phagocytose (Gagnon et al, 2002). En utilisant des approches morphologique et
biochimique, il a été démontré qu’au cours de la phagocytose, le réticulum endoplasmique
est recruté au niveau de la membrane plasmique sous la particule avec laquelle il fusionne.
Tel que mentionné plus haut, le processus permet de former un phagosome composé en
grande partie de la membrane du réticulum. Le réticulum endoplasmique pourrait servir de
réservoir de membrane afin que le macrophage n’épuise pas sa membrane plasmique lors
d’internalisation de grosses ou de nombreuses particules. De plus, trois groupes
indépendants ont démontré que l’utilisation du réticulum endoplasmique pour former le
phagosome permettrait & ce compartiment de jouer un role clé dans la présentation des
antigénes exogénes a partir des molécules du CMH de classe I (Houde et al., 2003,
Guermonprez et al., 2003; Ackerman et al., 2003), un processus important de la réponse
immunitaire contre un ensemble de pathogénes. Finalement, nous avons aussi identifié sur
le phagosome plusieurs protéines reconnues comme étant présentes dans les radeaux
lipidiques de la membrane plasmique, telles que la flotilline-1 et la stomatine. La présence
de ces protéines nous a permis d’émettre I’hypothése selon laquelle de telles structures sont

aussi présentes sur le phagosome. Les radeaux lipidiques et la protéine flotilline-1 qui ont
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fait I’objet d’une bonne partie des travaux de cette thése seront décrits plus en détails dans

les prochaines sections.

Les radeaux lipidiques

Il y a plus de 30 ans, Singers et Nicolson (1972) proposaient le modele de la
« mosaique fluide » selon lequel les protéines membranaires peuvent se mouvoir librement
dans la bicouche lipidique formant les membranes biologiques. Grace a de nouvelles
données sur la dynamique des membranes, ce modéle a récemment €t¢ revu. En effet,
certains lipides ne se meuvent pas librement, mais s’assemblent latéralement dans les
membranes pour former des entités compactes ou des plates-formes que I’on a baptisées
« radeaux lipidiques » par analogie & des radeaux de lipides solides qui flottent sur une mer
lipidique fluide (figure 1). Les radeaux sont aussi connus sous le nom de microdomaines
lipidiques.  Ces plates-formes sont principalement composées de cholestérol, de
sphingolipides et de glycosphingolipides et flottent du coté exoplasmique de la bicouche
lipidique dans une mer de glycérophospholipides composée surtout de phosphatidylcholine
(Brown et London, 1998). Bien que les radeaux soient présents du c6té exoplasmique, il
est possible que ces structures rassemblent des molécules de transduction du signal du coté
cytoplasmique de la membrane en des domaines riches en cholestérol, ce qui ferait des
radeaux des entités bilamellaires. La fagon dont s’effectue 1’organisation du feuillet
cytoplasmique pourrait impliquer Pinterdigitation des longues chaines acyles des
sphingolipides du feuillet exoplasmique avec les chaines acyles plus courtes des
glycérolipides du feuillet cytoplasmique (Simons et Tkonen, 1997; Simons et Toomre,
2000). Malgré les nombreuses études sur les radeaux lipidiques (plusieurs centaines sur
PUBMED), la structure des radeaux lipidiques cytoplasmiques est encore trés mal connue

(Brown et London, 2000).



Figure 1 Structure fondamentale d’un radeau lipidique

Les radeaux sont enrichis en lipides a chaines saturées et en cholestérol et incluent
des protéines a ancre GPI ainsi que des protéines de transduction du signal.

D’aprés Simons et Ikonen. Science 290, 1721-1726 (2000).
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Les caractéristiques physiques qui donnent aux lipides présents dans les radeaux
lipidiques une forte tendance a s’associer pour former une structure compacte différent de
celles des glycérophospholipides présents en dehors des radeaux. D’abord, la temperature
de fusion (Ty,) des sphingolipides, ¢’est-a-dire, la température a laquelle un lipide passe de
I’état solide a état liquide, est plus élevée que celle des glycérophospholipides. Cette
différence de T, est basée sur la longueur des c halnes acyles des acides gras et de leur
degré de saturation. Par exemple, les chaines acyles des sphingolipides sont généralement
plus longues et plus saturées que les chaines acyles des glycérophospholipides qui
contiennent souvent des doubles liaisons carbone-carbone (non saturées). Ces doubles
liaisons rendent la chaine acyle moins linéaire, ce qui favorise la mobilité sur le plan de la
membrane et diminue leur tendance a former des structures compactes. A 1a température
physiologique, les longues chaines acyles saturées des sphingolipides ont tendance a se
compacter, mais sans se gélifier, formant ainsi une phase liquide ordonnée intermédiaire
entre la phase gel (solide) et la phase liquide cristalline (fluide) dans laquelle se trouvent la
majorité des glycérophospholipides. Dans la phase liquide ordonnée, les lipides, bien que
compacts, gardent leur mobilité latérale et rotationnelle (Brown, 1998). On croit que
I’action du cholestérol est essentielle a ’existence de la phase liquide ordonnée (Ahmed et
al., 1997 ; Silvius et al., 1996). Le groupe de téte des différents lipides pourrait également
influencer la tendance de certains lipides 4 former des entités compactes. Par exemple, le
groupement de téte du phosphatidyléthanolamine (PE) est plus petit que le groupement de
téte de la phosphatidylcholine, ce qui augmente sa Tr et diminue sa fluidité. Cette
caractéristique pourrait étre importante & la formation de radeaux dans le feuillet

cytoplasmique pauvre en sphingolipide, mais riche en PE.

Les radeaux lipidiques peuvent étre étudiés biochimiquement en prenant avantage
de certaines caractéristiques physiques qui permettent de les isoler. En effet, ces structures
résistent a la solubilisation au froid dans les détergents non ioniques, comme le Triton X-
100, et forment des complexes lipidiques de faible densité qui ont la propriété de flotter
lorsque soumis & une centrifugation sur gradient de densité (Simons et Ikonen, 1997).

Quant aux autres lipides présents en dehors des radeaux, ils se solubilisent en micelles sous
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’action des détergents et demeurent au fond du gradient lors de la centrifugation (Brown et
Rose, 1992). A cause de ces caractéristiques physiques, plusieurs noms ont été assignés
aux radeaux lipidiques, tels que DRMs (detergent-resistant membranes), DIGs (detergent-
insoluble glycolipid-enriched membranes), GEMs (glycolipid-enriched membranes) ou
bien TIFF (Triton-insoluble floating fraction). Toutes ces appellations correspondent a la
définition biochimique des radeaux. Aujourd’hui, on dénomme « radeaux lipidiques », les
structures in vivo non isolées, alors que les autres appellations sont utilisées pour désigner

les radeaux isolés par extraction aux détergents et flottaison sur gradient de densite.

On a longtemps douté de I’existence in vivo des radeaux a cause de leur petite taille
et de leur dynamique de formation qui les rend difficile & observer directement par
microscopie optique (Jacobson et Dietrich, 1999). Toutefois, plusieurs études récentes ont
démontré leur existence in vivo. Par exemple, une étude a permis de visualiser ces
structures aprés avoir induit leur coalescence a 1’aide d’anticorps dirigés contre des
protéines présentes dans les radeaux, formant ainsi des « superstructures » visibles en
microscopie optique (Harder et al., 1998). Une autre étude employant la technique du
transfert d’énergie par résonance (FRET) a permis de montrer que certaines protéines a
ancres GPI, reconnnues comme étant présentes dans des domaines insolubles aux
détergents, ne sont pas distribuées aléatoirement dans les membranes, mais sont confinées
dans des petites régions évaluées a 70 nm de diameétre (Varma et Mayor, 1998). La taille
des radeaux d ans 1 es c ellules vivantes d emeurent un sujet d e c ontroverse. D es d onnées
indiquent que leur taille peut varier entre 70 et 100 nm (Anderson et Jacobson, 2002).
Cependant, des mesures obtenues plus récemment par résonnance électronique
paramagnétique (EPR) pulsé font état d’une taille d’environ 25 nm (Subczynski et Kusumi,
2003). La différence entre ces résultats peut étre expliquée par I’utilisation de différentes

techniques ou par la nature dynamique des radeaux lipidiques.

L’isolation biochimique des radeaux lipidiques a permis de montrer que de
nombreuses protéines s’y associent préférentiellement alors que d’autres en sont exclues.

Parmi celles-1a, on retrouve les protéines a ancre GPI qui constituent un groupe hétérogene



14

de protéines ancrées a la membrane par leur groupement GPI. Ce sont les deux chaines
acyles de la molécule, généralement longues et saturées (au dela de 16 carbones) qui
permettent I’ancrage et 1’affinité de ces protéines aux radeaux lipidiques (Chatterjee et
Mayor, 2001). Dans les radeaux, il y a aussi de nombreuses protéines de signalisation
cellulaire, notamment les tyrosines kinases de la famille des Src et les protéines G
trimériques qui s’associent aux radeaux par palmitoylation, myristoylation ou par
prenylation (Ma et Huang, 2002). Dans les radeaux, on retrouve aussi des protéines
pouvant lier le cholestérol comme la cavéoline. La cavéoline-1 est une protéine enrichie
dans les cavéoles qui sont de petites invaginations de la membrane plasmique jouant un
role dans I’endocytose (Brown et Rose, 1992; Kurzchalia et Parton, 1999). On a d’abord
pensé que les radeaux lipidiques se limitaient aux cavéoles, puisqu’on y retrouvait toujours
la cavéoline-1 aprés extraction aux détergents. Cependant, des radeaux lipidiques sans
cavéoline ont été identifiés chez certains types cellulaires ou il n’y a pas de cavéoles
comprenant les érythrocytes, les plaquettes et les lymphocytes (Fra et al., 1994). Pour cette
raison, on distingue aujourd’hui deux types de radeaux lipidiques soit, ceux qui ne
contiennent pas de cavéoline et forment des plates-formes, et les cavéoles, qu'on peut
considérer comme des radeaux invaginés sous I’action de la cavéoline-1 (Fra et al., 1995).
Les radeaux lipidiques contiennent aussi des protéines de la famille des flotillines qui
comporte deux membres, soit la flotilline-1 et la flotilline-2 (Bickel et al., 1997). Ces

protéines feront 1’objet d’une discussion plus détaillée plus loin.

Roles des radeaux lipidiques

Etant donné que les radeaux lipidiques concentrent certaines protéines, ces entités
permettent & des fonctions spécialisées de se produire en des points focaux de la membrane.
Parmi ces fonctions, on retrouve la transduction du signal, le transport membranaire, le
ciblage des protéines, la régulation des interactions héte-pathogéne et possiblement la

fusion membranaire.
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Les radeaux et la transduction du signal

Un trées grand nombre d’indications montrant 1’implication des radeaux dans la
transduction du signal proviennent d’études sur des cellules d’origine hématopoiétique. La
signalisation par le récepteur FceRI des mastocytes constitue un des modeles de
signalisation médiée par les radeaux (Holowka et Baird, 2001). Normalement, les
récepteurs FceRI non liés & des anticorps sont présents dans des parties fluides solubles aux
détergents de la membrane plasmique, ¢’est-a-dire, hors des radeaux. Cependant, lorsqu’ils
s’associent a leur ligand, des anticorps du type IgE, les FceRI s’agrégent dans les radeaux
et d eviennent alors i nsolubles aux d étergents (Field et al., 1997). U ne fois agréges, les
récepteurs sont phosphorylés par la kinase Lyn, ce qui déclenche la transduction du signal.
Seuls les récepteurs présents dans les radeaux peuvent servir de substrat a Lyn. Les
récepteurs des cellules T (TCR) sont un autre bon exemple de transduction de signal
médiée par les radeaux (Werlen et Palmer, 2002). En effet, il a été montré que lorsque le
TCR est activé par la liaison au CMH de classe II d’une cellule présentatrice d’antigene, il
se forme un complexe supramoléculaire composé de radeaux lipidiques. 1I a été démontré
que lors d’une telle liaison, I’intégrité de ces structures est essentielle a la transduction du
signal (Xavier et al., 1998). Du cdté des cellules présentatrices d’antigénes, on a noté que
les CMH de classe II se concentrent également dans les radeaux lipidiques afin de faciliter
la présentation antigénique aux cellules T (Anderson et al., 2000). Il existe d’autres voies
de signalisation activées par les radeaux lipidiques. Pour n’en nommer que quelques-unes,
il y a la signalisation induite par le récepteur des cellules B, la voie de signalisation médiée
par I'insuline et la signalisation par certaines cytokines (revue dans Cheng et al., 2001;
Bickel, 2002; Manes et al., 2001). A part des récepteurs membranaires, on retrouve aussi
dans les radeaux lipidiques, des molécules intracytoplasmiques importantes a la
transduction du signal, telles que certaines isoformes de la PKC (Khoshnan et al., 2000;
Becart et al., 2003).
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Les radeaux et le transport membranaire

Les radeaux lipidiques sont aussi impliqués dans le transport membranaire (Ikonen,
2001), puisque la destruction de ces plates-formes & 1’aide de drogues qui déplétent le
cholestérol bloque la formation de vésicules de sécrétion des voies constitutive et régulce
chez certains types de neurones (Wang et al., 2000). Ces drogues, telles que la
cyclodextrine ou la nystatine, abolissent aussi les voies d’endocytose qui nécessitent la
fonction des cavéoles et des vésicules recouvertes de clathrine (Anderson et al., 1996;
Rodal et al., 1999). Toutefois, puisqu’il existe du cholestérol hors des radeaux, 1l est
possible que I’inhibition de ’endocytose produite lors de la dépletion de ce lipide ne soit
pas due a la destruction des radeaux lipidiques, mais a une action étendue a toute la
membrane plasmique. Au-dela de la membrane plasmique, les radeaux se retrouvent a
certains endroits le long de la voie endocytaire, notamment dans les endosomes précoces et
de recyclage (Mayor et al., 1998; Gagescu et al., 2000). Par contre, ils ne sont pas
abondants dans les endosomes tardifs et les lysosomes sauf dans le cas de désordres
génétiques ol le cholestérol n’est pas recyclé vers la membrane plasmique, mais
s’accumnule plutdt dans les endosomes tardifs (Lusa et al., 2001). Cependant, une étude
récente montre qu’il y a des radeaux lipidiques dans les endosomes tardifs chez certaines
cellules épithéliales (Fivaz etal., 2002). Laprésence des radeaux dans différents t ypes
d’endosomes portent 4 croire que ces structures jouent un rdle dans le recyclage du
cholestérol et de certaines molécules ayant une forte affinité pour les radeaux dans la voie
endocytaire. C’est peut-étre le cas pour les protéines a ancre GPI (Mayor et al., 1998;
Chatterjee et al., 2001). Par contre, le rdle des radeaux chez les endosomes tardifs reste a
élucider. Les radeaux pourraient également jouer un rdle dans le trafic entre les endosomes
et I’appareil de Golgi, puisque des pertubations dans la concentration du cholestérol
cellulaire affectent le transport de certaines molécules des endosomes vers le Golgi

(Grimmer et al., 2000; Shogomori et Futerman, 2001).
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Les radeaux et ’aiguillage moléculaire

Le triage moléculaire est une fonction cellulaire qui permet de maintenir des zones
dans la cellule ayant une composition biochimique distincte et ou se produisent des
fonctions spécialisées. Par exemple, cette fonction permet aux cellules épithéliales de
maintenir une polarité cellulaire qui divise la membrane plasmique en deux domaines
distincts soit, le c6té basolatéral et le coté apical. Etant donné que la membrane plasmique
du poéle apical contient une forte densité de lipides ayant une grande affinité pour les
radeaux lipidiques, contrairement au pdle basolatéral, Simons et Van Meer ont proposé un
role pour les radeaux dans le triage moléculaire vers le coté apical. Le fait que de
nombreuses protéines a ancre GPI présentes dans les radeaux soient dirigées vers le coté
apical soutient cette hypothése. En fait, les protéines a ancre GPI sont si abondantes du
coté apical, que ’ancre GPI a été proposée comme motif de triage de ces protéines vers le
pole apical (Brown et Rose, 1992). T outefois, plusieurs d onnées e xpérimentales vont a
I’encontre de cette hypothése. D’abord, la sphingomyéline, un lipide des radeaux, est
dirigée préférentiellement du coté basolatéral (Simons et van Meer, 1988). De plus,
plusieurs protéines associées aux radeaux sont présentes dans la membrane du cote
basolatéral (Melkonian et al., 1995). Finalement, une étude a montré que le GPI, bien que
nécessaire a 1’association aux radeaux, ne suffit pas a permettre la localisation apicale des
protéines & ancre GPI (Lipardi et al., 2000). Le motif d’aiguillage apical consisterait plutt
en des N-glycanes (Benting et al., 1999). De toute évidence, d’autres études seront
nécessaires afin de déterminer le role exact des radeaux dans I’aiguillage apical ou
basolatéral des protéines dans les cellules polarisées. En ce qui concerne les cellules
d’origine hématopoiétique, dont font partie les macrophages, il n’existe pas de polarisation
apicale-basolatérale comme dans les cellules épithéliales. Néanmoins, on a récemment
proposé qu’un autre type de domaine polaire formé lors de la cytokinése pourrait exister
dans ce type de cellules (Rajendran et al., 2003). Le role des radeaux dans un tel contexte

reste a définir.
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En plus du triage apical et basolatéral, il est possible que les radeaux jouent un réle
dans le triage des protéines résidentes de 1’appareil de Golgi et de celles qui continuent leur
cheminement dans la voie de sécrétion. Cette théorie s’appuie sur le fait qu’il existe un
gradient de cholestérol a travers les citernes du Golgi qui augmente du c6té cis vers le coté
trans (Coxey et al., 1993). C ette augmentation d u c holestérol a p our e ffet d *épaissir la
membrane. Or, les protéines transmembranaires de la membrane plasmique ont
généralement des domaines transmembranaires plus longs que les protéines
transmembranaires résidentes du Golgi. Cette propriété permettrait aux protéines destinées
a la surface de se concentrer dans les domaines membranaires plus épais riches en
cholestérol en vue de leur transport vers la membrane plasmique. Des résultats indiquant
que I’on peut modifier la localisation d’une protéine en changeant la longueur de son

domaine transmembranaire appuient cette hypothése (Munro, 1995).

Les radeaux et la fusion membranaire

De nombreuses données prédisent que les radeaux jouent un réle important dans la
fusion membranaire. D’abord, d’un point de vue biophysique, I’eau est exclue des
microdomaines en phase liquide ordonnée, puisqu’il existe peu de donneurs ou
d’accepteurs de ponts hydrogéne pour les molécules d’eau dans les lipides de radeaux.
Cette rareté en ponts d’hydrogéne disponibles provient du fait que les lipides de radeaux
ont d éja c onstruit entre eux unréseau d e liaisons p ar p onts d hydrogéne p resque s ature.
L’exclusion de 1’eau limitrophe aux radeaux lipidiques permettrait & deux membranes de
s’accoler de fagon serrée, ce qui favoriserait leur fusion (Tatulian et Tamm, 2000). Sur le
plan de la composition protéique des radeaux, de nombreuses molécules impliquées dans la
régulation des événements de fusion membranaire, telles que les SNARES ont été
retrouvées dans ces microdomaines lipidiques (Lang et al., 2001). De plus, plusieurs
molécules virales, comme la protéine de fusion du SFV (Ahn et al., 2002), la glycoprotéine
du virus Ebola (Saez-Cirion et al., 2003), ’hémagglutinine du virus de I’Influenza (Takeda

et al., 2003) et la gp41 du VIH (Nguyen et Hildreth, 2000), qui servent au bourgeonnement
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ou & l’entrée des virus dans les cellules, deux processus nécessitant des évenements de
fusion membranaire, se retrouvent enrichies dans les radeaux ou interagissent avec eux.
Des sous-unités de la pompe a proton sont également présentes dans les radeaux lipidiques
(article 2, Bagnat et al., 2001). Or, il a récemment été proposé que le secteur VO de la
pompe a proton puisse servir de site d’appariement en trans entre deux membranes
s’apprétant a fusionner (Peters et al., 2001). Finalement, un modéle du pore de fusion
prédit que les pores lipidiques lors d’événements de fusion membranaire peuvent
s’expandre de maniére irréversible ou se refermer en fonction de changements lipidiques
produits localement (Nanavati et al., 1992). En ayant une composition lipidique différente
du reste de la membrane, les radeaux pourraient fournir les changements membranaires

nécessaires a cette modulation de I’activité du pore de fusion.

Les radeaux et les interactions hote-pathogéne

Les radeaux lipidiques sont présents dans les cellules hématopoiétiques, ce qui les
rend essentiels au bon fonctionnement du systéme immunitaire. Pour cette raison,
I’exploitation de ces structures ou la perturbation de leurs fonctions pourrait grandement
favoriser la survie de microorganismes pathogénes et leur permettre d’échapper a la
surveillance immunitaire. En accord avec cette idée, plusieurs études récentes démontrent
un lien entre les pathogénes et les radeaux lipidiques. D’abord, les radeaux servent de
portes d’entrée a plusieurs bactéries, incluant certaines souches d’Escherichia Coli,
(Selvarangan et al., 2000), Shigella Flexneri (Lafont et al., 2002), Brucella (Naroeni et
Porte, 2002), Chlamydia (Stuart et al., 2003; Jutras et al., 2003) et Mycobacterium
(Gatfield et Pieters, 2000). Tel que mentionné plus haut, ils servent aussi de portes d’entrée
ou de site de bourgeonnement a plusieurs virus tels le VIH (Manes et al., 2000 ; Nguyen et
Hildreth, 2000), le virus ebola (Bavari et al., 2002), le virus de la rougeole (Manie et al.,
2000) et le virus de ’Influenza (Scheiffele et al., 1999) pour n’en nommer que quelques-
uns. Les radeaux servent aussi de récepteurs a différentes toxines bactériennes, notamment

a la listeriolysine O de Listeria monocytogenes (Coconnier et al., 2000), a ’aérolysine
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d’Aeromonas hydrophilia (Abrami et van Der Goot, 1999) et a la toxine du choléra (Parton,
1994). Finalement, les parasites intracellulaires protozoaires Toxoplasma Gondii et
Plasmodium falciparum concentrent des composants des radeaux lipidiques a la surface de
la vacuole qui les abrite (Lauer et al., 2000 ; Mordue et al., 1999). Les raisons pour
lesquelles ces parasites incluent des radeaux lipidiques de la cellule hote dans la membrane
vacuolaire demeurent obscures. Il est possible que ces parasites se servent de ce systéme
afin d’exclure du phagosome des protéines nuisibles a leur survie ou au contraire, d’inclure

des protéines inhibant la réponse immunitaire.

La caractérisation moléculaire des mécanismes par lesquels les pathogenes
détournent les radeaux a leurs propres fins fournira d’importantes informations utiles dans
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Déja, une approche thérapeutique
faisant appel & I'utilisation de substances qui dépletent le cholestérol suscite beaucoup
d’intérét dans la lutte contre le VIH, puisqu’on a démontré que I’ajout d’une telle substance
a la thérapie conventionnelle contre ce virus réduit grandement son infectivité (Campbell et
al., 2002 ; Guyader et al., 2002). Puisque la subversion des radeaux lipidiques est utilisée
par plusieurs agents pathogénes, il est possible que cette stratégie soit un mécanisme de
survie majeur utilisé par une majorité d’entre eux. Cependant d’autres études seront

nécessaires afin d’en arriver a une telle conclusion.

Les flotillines

Il existe deux protéines connues dans la famille des flotillines, la flotilline-1 et la
flotilline-2 connue aussi sous 1’appellation de ESA (epidermal surface antigen). Chez le
rat, ces protéines sont nommées Reggie-2 et Reggie-1 respectivement. La flotilline-1 a été
découverte et clonée il y a quelques années (Bickel et al., 1997). L’ESA a été clonée et
mise en évidence au niveau de I’épiderme (Schroeder et al., 1994). Elle a été classée dans

la familles des flotillines a cause de son homologie avec la flotilline-1 (Bickel et al., 1997).
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La flotilline-1

La flotilline-1 a été trouvée pour la premiére fois dans les cavéoles de tissu
pulmonaire murin (Bickel et al., 1997). Elle contient 428 acides aminés et a une masse de
47 kDa. Elle posséde deux régions hydrophobes de 27 et 18 acides aminés. La fonction de
ces domaines n’est pas encore connue, mais il ne s’agit pas de domaine transmembranaire,
puisque la protéine s’associe plutdt aux membranes par palmitoylation (Morrow et al.,
2002). Cette association se produit grice a la présence du domaine PHB, connu aussi sous
le nom du domaine Stomatin, Prohibitin, Flotilline HfIC (SPFH) (Tavemarakis et al.,
1999), qui contient un site de palmitoylation (Cys-34) (Morrow et al., 2002). Cette
association dépendante de la palmytoylation fait en sorte que les deux extrémités de la
flotilline-1 sont cytoplasmiques. Mises & part les séquences hydrophobes et celles
permettant I’ancrage aux membranes, une analyse fournissant des prédictions théoriques de
domaines et de séquences consensus a permis de mettre en évidence plusieurs autres sites
de la protéine pouvant lui conférer des propriétés fonctionnelles. Il y a notamment deux
sites potentiels de phosphorylation par des tyrosines kinases, un site potentiel de
phosphorylation par la protéine kinase A ainsi que 4 sites potentiels de phosphorylation par
la protéine kinase C, ce qui suggére qu’il existe plusieurs voies de régulation de lactivité
de cette protéine. L’analyse a aussi montré que la flotilline-1 ne contient pas de site de N-
glycosylation. Sur le plan de la structure du géne, le promoteur posséde certaines
caractéristiques de génes dits de housekeeping. Le géne de la flotilline-1 est donc exprimé
dans tous les tissus, bien que I’expression soit plus faible dans le foie (Edgar et Polak,
2001). En plus des mammiféres, un homologue fortement conservé de la flotilline-1 a été
retrouvé chez la drosophile, et son expression est confinée dans le systéme nerveux en
développement de la mouche (Galbiati et al., 1998). La prépondérance de la flotilline-1
dans les tissus nerveux chez différentes espéces suggere que cette protéine pourrait y jouer

un rdle, qui aurait été conservé au cours de 1’évolution.
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Au chapitre de la localisation subcellaire, la flotilline-1 a été trouvée au niveau de la
membrane plasmique chez différentes lignées cellulaires comprenant des fibroblastes, des
adipocytes et des neurones, (Bickel et al., 1997 ; Lang et al., 1998), dans I’appareil de
Golgi de cellules CHO (Chinese hamster ovary cell) (Gkantiragas et al., 2001), dans les
phagosomes de monocytes J774 (Voir article 2) et dans les endosomes tardifs (Fivaz et al.,
2002). Ces données suggerent que la flotilline-1 joue des roles différents en fonction du
type cellulaire et méme de sa localisation subcellulaire. De nombreuses études seront
nécessaires afin de déterminer avec exactitude les roles de cette protéine dans ces différents

types cellulaires et au niveau de différentes localisations subcellulaires.

Les fonctions de la flotilline-1 demeurent encore nébuleuses. Cette protéine
pourrait jouer un rdle dans le développement du cerveau a cause de son abondance dans ce
tissu (Bickel et al., 1997 ; Lang et al, 1998). De plus, un groupe a montré que les
flotillines 1 et 2 s’accumulent dans les plaques séniles caractéristiques de la maladie
d’ Alzheimer, ce qui suggére un rdle dans la progression de cette maladie (Kokubo et al.,
2000). La flotilline-1 pourrait aussi jouer un rdle dans la formation des cavéoles in vivo
(Volonte et al., 1999). En effet, le groupe de Michael Lisanti a montré que I’expression
hétérologue de la flotilline-1 dans des cellules d’insecte suffit & induire la formation de
vésicules similaires 4 des cavéoles en microscopie électronique. De plus, cette méme étude
a montré que la flotilline-1 et la cavéoline-1 forment des complexes hétéro-oligomériques.
Cependant, ces résultats n’expliquent pas le fait qu’il 0’y ait pas de cavéoles dans certaines
cellules qui expriment la flotilline-1 en abondance, comme la lignée de monocytes J774
utilisée dans nos études, et dans d’autres lignées cellulaires d’origine hématopoiétique (Fra
et al., 1995). De plus, I’expression de I’ARN messager de cette protéine est trés abondante
dans le cerveau, alors qu’il n’y a pas d’expression d’aucun membre de la famille des
cavéolines dans ce tissu (Scherer et al., 1996 ; Tang et al.,, 1996). Toutes ces données

suggerent que la flotilline-1 n’est pas exclusivement présente dans les cavéoles.

Dans les adipocytes, ou elle est trés abondante, la flotilline-1 pourrait étre impliquée

dans la capture régulée du glucose suite a une stimulation a 1’insuline (Baumannetal.,
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2000). Lorsque I’insuline lie son récepteur, ce dernier recrute une protéine adaptatrice
appelée CAP qui recrute a son tour la protéine cbl afin que cette derniére soit phosphorylée
par le récepteur de ’insuline. Aprés la phosphorylation de cbl, le complexe CAP-cbl se
détache et se dirige vers les radeaux lipidiques en s’attachant a la flotilline-1. L’association
de CAP-cbl aux radeaux lipidiques serait nécessaire a la régulation du captage du glucose
dépendant de I’action de I’insuline. Ces résultats suggeérent que la flotilline-1 pourrait
servir de molécule d’échafaudage au niveau de radeaux servant a la transduction du signal.
La flotilline-1 pourrait également jouer un rdle dans la réorganisation du cytosquelette
d’actine. En effet, on I’a retrouvé liée a un complexe de protéines comprenant la tyrosine
kinase Pyk2, Cbl et ArgBP2 qui sont reconnues comme jouant un réle dans la régulation du
cytosquelette. Ce complexe colocalise avec I’actine dans les axones et les cones de
croissance dans les cellules PC12 différenciées (Haglund et al., 2004). Finalement, la
flotilline-1 et la flotilline-2, qui forment des plates-formes préassemblées au niveau de la
membrane plasmique chez des lignées hématopoeitiques, confereraient une polarité a ce
type de cellules (Rajendran et al., 2003). Ces plates-formes ont également été proposées

comme étant des sites d’échaffaudage essentiel a I’activation de la transduction du signal.

La flotilline-2

La flotilline-2 est une protéine de 379 acides aminés ayant une masse de 42 kDa
(Cho et al., 1995). La nature de sa structure et de sa localisation subcellulaire est moins
connue que chez la flotilline-1. On a récemment découvert que la flotilline-2 s’insére dans
les membranes par des ancres lipidiques palmytoyl et myristoyl (Neumann-Giesen et al.,
2004). Tout comme la flotilline-1, la flotilline-2 est exprimée dans de nombreux tissus, tels
que I’épiderme, la rate, le thymus, le coeur, le poumon, le foie, les reins et le cerveau, ce
qui suggére un rdle ubiquitaire et non spécifique a un seul type cellulaire (Volonte et al.,
1999). 1l est possible qu’en partenariat avec la flotilline-1, cette protéine joue un rdle
d’échafaudage dans la formation de cavéoles (Volonte et al., 1999). Cependant, tout
comme la flotilline-1, nous ’avons retrouvée dans la lignée de macrophages murins J774

dépourvus de cavéoles (article 3), ce qui met en lumiére d’autres rdles possibles.



P

24

Récemment, la flotilline-2 a été retrouvée au niveau des centrosomes dans les lymphocytes
B (Solomon et al., 2002), ce qui suggére un réle dans 1’organisation du cytosquelette forme
par les microtubules. Cette fonction pourrait s’exercer dans les cellules hématopoietiques
et permettrait la formation de plates-formes riches en flotilline-1 et 2 lors de la cytokinese
(Rajendran et al., 2003, voir plus haut). Finalement, on a découvert que la surexpression de
la flotilline-2 induit la formation de filopodes chez différentes lignées cellulaires, ce qui
sous-tend cette fois-ci un réle de cette protéine dans 1’organisation du cytosquelette

d’actine (Neumann-Giesen et al., 2004).

Le parasite intracellulaire Leishmania donovani

Les protozoaires du genre Leishmania sont les agents étiologiques des
leishmanioses. Il en existe trois types soit : le type cutané causé principalement par L.
major, L. tropica, et L. mexicana; le type mucocutané causé par L. braziliensis; et le type
viscéral causé par L. donovani (Herwalt, 1999). Le type le plus dangereux est de loin la
maladie viscérale, mieux connue sous le nom de Kala-azar. Elle atteint le foie et la rate
causant souvent la mort. Jusqu’a présent, il existe peu de traitements efficaces contre la
leishmaniose viscérale. De plus, ces traitements, qui utilisent des agents & base d’antimoine
pentavalent et I’amphotericine B sont toxiques et provoquent de graves effets secondaires

(Berman, 2003).

Cycle de vie

Lecyclede vie des | eishmanies comprend d eux stades. E lles existent sous une
forme flagellée, appelée promastigote, que 1’on retrouve chez les mouches phlébotomes, et
sous une forme aflagellée, appelée amastigote, que 1’on retrouve chez les mammiferes a
I’intérieur des phagolysosomes de macrophages (Alexander et Russell, 1992). Lorsque la

mouche prend un repas sanguin chez un mammifere infecté, elle ingére des macrophages



—
| )

25

parasités. Les amastigotes contenus dans les macrophages sont par la suite libérés dans le
systtme digestif de la mouche ou ils se différencient en promastigotes réplicatifs, appelés
procycliques, capables de s’attacher & I’épithélium intestinal (Sacks et al., 1995). A ce
stade, les promastigotes ne sont pas infectieux. Ces derniers subissent ensuite un processus
de maturation, appelée métacyclogenése, au cours duquel ils se différencient en une forme
métacyclique non réplicative, mais trés virulente (Sacks, 1989). Lors d’un repas sanguin
subséquent, les promastigotes infectieux sont relachés dans le derme des mammiferes,
aprés quoi ils sont rapidement phagocytés par des macrophages dans lesquels ils se

redifférencient en amastigotes.



Figure 2 Cycle de vie du parasite Leishmania
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Survie dans la circulation

Aprés une morsure de la mouche, les promastigotes injectés sous le derme peuvent
rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique ou ils subissent un assaut par le systeme
du complément. Ce systéme a pour fonction de lyser les microorganismes envahisseurs.
Toutefois, les promastigotes métacycliques sont bien équipés pour résister & ce genre
d’attaque et utilisent méme des protéines faisant partie du systéme du complément afin de
favoriser leur entrée dans les macrophages. Par exemple, chez Leishmania major le
composant C3b du complément se lie aux parasites sans générer le complexe lytique C5b-9
(MAC), puisque les leishmanies possédent une molécule de surface, le lipophosphoglycane
(LPG), qui empéche ’insertion de ce complexe lytique (Puentes et al., 1990). Dans le cas
de Leishmania donovani, une protéase de surface, la gp63, coupe le C3b en un fragment
inactif, le C3bi qui recouvre le parasite et facilite ainsi la capture par les macrophages.
Cette capture se fait en empruntant les récepteurs du complément sans toutefois activer la
cascade lytique du complément (Brittingham et al., 1995; Mosser et Brittingham, 1997).
Deux autres protéines peuvent faciliter la capture des leishmanies par les macrophages.
D’abord, une protéine du sérum, la Mannan-binding protein (MBP), peut lier les mannoses
terminaux du LPG et, par cette liaison, enclencher 1a formation du C3b qui opsonise le
parasite (Green et al., 1994). Il y a aussi la C-reactive protein (CRP), qui lie le LPG et
interagit par la suite avec des récepteurs spécifiques a la surface des macrophages (Culley
et al., 1996). L’entrée de Leishmania par les récepteurs de la CRP ne déclenche par
’activation d es m acrophages et p ar c onséquent, favorise 1 a survie du p arasite (Bodman-

Smith et al., 2002).
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Entrée dans les macrophages

Les 1 eishmanies p énétrent d ans 1 es m acrophages p ar p hagocytose m édiée p ar d es
récepteurs. Tel que mentionnée plus haut, les promastigotes métacycliques sont opsonisés
par les composants C3b et C3bi du complément qui lient les récepteurs des compléments
CR1 et CR3 a la surface des macrophages et activent la phagocytose. L’entrée par les CR1
et CR3 procure un avantage aux leishmanies, puisque la phagocytose médiée par ces
récepteurs ne déclenche pas de flambée oxydative (Wright et Silverstein, 1983),
contrairement a la phagocytose médiée par les récepteurs Fc. De plus, le CR3 supprime la
production de I’interleukine 12, une cytokine essentielle a I'immunité cellulaire (Marth et
Kelsall, 1997). Les autres récepteurs identifiés comme étant responsables de la capture des
promastigotes par les macrophages incluent le récepteur a2 mannose-fucose (Wilson et
Pearson, 1986), le récepteur de la fibronectine (Rizvi et al., 1988), le récepteur pour les
AGEs (advanced glycosylation end-products) (Mosser et al., 1987) et le récepteur pour la
CRP (Culley et al., 1996). A Dinstar des récepteurs 2 CRP, les récepteurs a mannose-
fucose ne déclenchent pas les fonctions bactéricides des macrophages (Wilson et Pearson,
1986; Astarie-Dequeker et al., 1999). La capacité des leishmanies d’utiliser différents
récepteurs facilite grandement leur entrée dans les macrophages et favorise leur survie en

évitant d’étre exposés directement aux autres défenses de notre systéme immunitaire.

Survie a I’intérieur des macrophages

Apreés la liaison d’un promastigote a la surface des macrophages, la phagocytose se
déclenche et enferme le parasite a I'intérieur d’un phagosome dans le cytoplasme de la
cellule. Une fois dans le phagosome, la leishmanie doit s’adapter afin de survivre dans ce
nouvel environnement fort différent de celui présent dans 1’appareil buccal et les intestins
de la mouche. L’adaptation du parasite dépend de sa différenciation de la forme

promastigote en sa forme amastigote. L’augmentation de la température et la baisse du pH
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a lintérieur des phagosomes sont les facteurs déterminants qui provoquent cette
différenciation. Les amastigotes sont plus résistants que les promastigotes a

I’environnement des phagolysosomes (Zilberstein et Shapira, 1994).

Plusieurs études ont montré que les amastigotes résident dans des phagosomes
possédant plusieurs caractéristiques des phagolysosomes. Par exemple, les phagosomes
contenant L. mexicana et L. amazonensis maintiennent un pH acide (Antoine et al., 1990),
ont acces a des traceurs chargés dans les endosomes et possédent une activité enzymatique
d’acide phosphatase présente surtout chez les lysosomes (Alexander et Vickerman 1975;
Chang et Dwyer 1976; Shepherd et al., 1983; Rabinovitch et al., 1985). De plus, des
études plus récentes ont montré que les phagosomes contenant L. donovani possédent des
marqueurs d’endosomes tardifs et de lysosomes, tels que les cathepsines, les peptidases, le
CMH de classe II et LAMP1 (Prina et al., 1990; Russell et al., 1992; Lang et al., 1994).
Toutes ces données montrent que les amastigotes survivent a [Dintérieur de
phagolysosomes. La machinerie moléculaire qui intervient dans la survie des amastigotes
dans I’environnement hostile de ces compartiments est encore peu connue, mais il est
certain que ces parasites résistent a ’action des hydrolases. Cette résistance n’est pas due a
la présence d’une enveloppe protectrice puisque, contrairement aux promastigotes, les
amastigotes ne produisent pas de glycocalyx riche en LPG capable de les protéger des
hydrolases (Pimenta et al., 1991). Elle serait plut6t due a des protéases, comme la gp63
(Chaudhuri et al., 1989; Seay et al., 1996) synthétisées par les amastigotes et impliquees
dans la dégradation de molécules de I’héte comme les hydrolases lysosomiales (Pupkis et
al., 1986). De plus, les amastigotes possédent plusieurs activités enzymatiques, telles que
la glutathione peroxydase, la catalase et la superoxyde dismutase, capables de neutraliser
les composés oxydatifs toxiques produits dans les phagolysosomes des macrophages lors de

la flambée oxydative (Channon et Blackwell, 1985).

Une autre fagon pour les promastigotes de survivre a I’intérieur des macrophages
consiste a inhiber les voies de signalisation de la cellule hdte en vue de perturber certaines

fonctions cellulaires. Chez les cellules infectées par Leishmania, on a observé une
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diminution de la réponse de la cellule au LPS, & 'IFNy et a certains activateurs de la
protéine kinase C (Descoteaux et al., 1991; Ray et al., 2000). L’inhibition de la PKC est
causée par le LPG de surface des promastigotes. La molécule du LPG sera discutée en
détail plus loin. Quant a eux, les amastigotes expriment des phospholipides
glycosylinositol qui, & ’instar du LPG, inhibe la PKC. Cependant, le mécanisme d’action
de ces molécules seraient différent de celui du LPG (McNeely et al., 1989). La
modification de la transduction du signal peut aussi survenir par la perturbation de certaines
kinases ou phosphatases de la cellule hdte. Par exemple, L. donovani module la
phosphorylation et 1’activation de certains enzymes en réponse a I'IFNy, un effet attribuable
i Pactivation de la tyrosine phosphatase SHP-1, ce qui contribue également a la survie du

parasite. (Olivier et al., 1998; Forget et al., 2001).

En plus de perturber la transduction du signal, les leishmanies affectent également
la production de cytokine par les macrophages. Par exemple, les parasites réduisent la
production de 1’IL-12, une cytokine nécessaire & la réponse antiparasitaire (Carrera et al.,
1996). De plus, la phagocytose des amastigotes via les récepteurs Fc induit la production
de IL-10 associée a une baisse de 1’activité antimicrobienne des macrophages (Sutterwala et

al., 1998).

Contrairement aux amastigotes, les promastigotes de Leishmania résident a
I’intérieur de compartiments qui ne possédent pas les caractéristiques des phagolysosomes
en début d’infection (Scianimanico et al., 1999, Annexe 1, article 5). Des études de notre
laboratoire ont montré que I’inhibition de la fusion phagosome-endosome, un processus
essentiel 2 1a formation des p hagolysosomes, c ontribue & 1a survie des promastigotes de
Leishmania dans les phagosomes. L’environnement favorable de ces compartiments
immatures permet aux promastigotes d’initier leur différenciation en amastigotes a I’abri de
I’attaque des enzymes lytiques présentes dans les phagolysosomes (Desjardins et
Descoteaux, 1997). 1l apparait donc évident que la stratégie de survie des promastigotes est

liée a leur capacité & moduler les propriétés de fusion des phagosomes. Il a été démontré



P

31

que I’inhibition de la fusion est due a la présence du LPG a la surface des promastigotes

(voir plus bas, Desjardins et Descoteaux, 1997; voir Article 1).

Le lipophosphoglycane

Le LPG est le glycoconjugué majeur des différentes especes de Leishmania. Chez
Leishmania donovani, il est constitué d’une longue chaine d’unités disaccharidiques

phosphorylées répétitives (PO4-6GalB1-4Man) dont la longueur dépend du stade de

développement du parasite (en moyenne jusqu’a 16 unités). Ces unités répétitives sont
lides entre elles par des liens phosphodiester. Cette chaine se termine au bout par une
structure c omposée d u trisaccharide G al(B1,4)-Man(a.1,2)-Manoal (Thomas et a l.,1992).
Ce polymeére d’unités disaccharidiques est attaché par I’autre extrémité a un noyau
hexasaccharidique composé d’une unité glucosamine non acétylée, de deux résidus
mannose, d’un résidu galactose 6-phosphate, d’un résidu galactopyranose et d’un résidu
galactofuranose (Turco et al., 1989). Ce noyau est lui-méme fixé & une ancre lipidique, 1-
0-alkyl-2-lyso-phosphatidyl(myo)inositol, dont la chaine aliphatique contient un
hydrocarbone saturé sans embranchement de 24 ou 26 carbones, insérée dans la membrane
plasmique du parasite (Orlandi et Turco, 1987; Turco et al., 1987, 1989). Cette structure
peut varier entre les espéces de Leishmania. Les différences entre les especes se retrouvent
principalement au niveau des chaines saccharidiques latérales. Ainsi, L. major contient des
chaines oligosaccharidiques latérales formées de résidus galactose et arabinose liées a la
position 3 du résidu galactose des unités répetitives du LPG (McConville et al., 1990). Il
existe aussi des différences a la hauteur des sucres terminaux. Il y a donc un
polymorphisme structural du LPG entre les différentes espéces. La figure 3 décrit de fagon
schématique la structure du LPG chez L. donovani et L. major ainsi que chez les mutants

utilisés pour effectuer les études décrites dans cette these.
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Figure 3 Structure du LPG chez le type sauvage et certains mutants
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Fonctions du LPG

Le polymorphisme structural du LPG permet aux especes de Leishmania d’utiliser
des vecteurs différents, ce qui favorise leur dissémination sans que les parasites ne
compétitionnent entre eux (Pimenta et al, 1994). Par exemple, les leishmanies qui
expriment un LPG contenant des unités répétitives non liées a des chaines
oligosaccharidiques latérales, comme c’est le cas chez L. donovani, sont transmis surtout
par les mouches de ’espéce Phlebotomus argentipes tandis que L. major, qui contient de

telles chaines latérales, est transmis par Phlebotomus papatasi (Revue dans Sacks, 2001).

La structure du LPG est modifiée au cours du développement du parasite. Les
modifications les plus importantes se produisent lors de la métacyclogenése du parasite a
Pintérieur du systéme digestif de la mouche. Tel que mentionné plus haut, ce processus
constitue un passage d’une forme non infectieuse, appelée procyclique, ou les parasites se
multiplient activement, vers une forme infectieuse, ol les promastigotes ne se divisent plus
et migrent vers la bouche de 'insecte (Turco, 1990). La métacyclogenese s’accompagne
d’une élongation marquée (environ le double) de la molécule du LPG associée a une
augmentation du nombre d’unités disaccharidiques répétitives, qui peut atteindre 30 dans le
cas de Leishmania donovani (McConville et Blackwell, 1991). L’élongation du LPG
masque certains sucres terminaux de la molécule et, ainsi, permet aux parasites
métacycliques de se détacher de la paroi intestinale pour se diriger vers la bouche de
’insecte afin d’étre subséquemment injectés dans un mammifere (Sacks et Perkins, 1984,

1985; Pimenta et al., 1992, Sacks et al., 1995).

Plusieurs réles du LPG ont été proposés dans la survie des parasites (McNeely et
Turco, 1990). Chez la mouche, le LPG forme un glycocalyx dense apte a protéger les
promastigotes contre la dégradation par les enzymes digestives (Schlein et al., 1990). Chez
le m ammifere, le LPG accomplit p lusieurs fonctions a vant 1 ’internalisation d es p arasites

dans les macrophages. Une des fonctions extracellulaires du LPG consiste & proteger le
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parasite contre les attaques du complément, puisque les promastigotes métacycliques
infectieux, dont le LPG est trés long, sont beaucoup plus résistants a la lyse que les
promastigotes procycliques non infectieux, dont le LPG est beaucoup plus court (Franke et
al., 1985; Puentes et al., 1988). Une autre fonction extracellulaire du LPG est de favoriser
la fixation des Leishmania aux macrophages (Handman et al., 1985), en facilitant le
captage de la protéine C3b du complément (Puentes et al., 1988), ce qui favorise par la
suite les interactions avec les récepteurs a complément CR1 et CR3 situés a la surface des
macrophages (Da Silva et al., 1989; Mosser et Edelson, 1985; Talamas-Rohana et al,,
1990; Wilson et Pearson; 1988).

Tel que mentionné précédemment, a I’intérieur des phagosomes, les parasites sont
exposés a un environnement riche en enzymes hydrolytiques. Pour survivre, les
leishmanies doivent donc s’adapter, soit en neutralisant 1’action de ces enzymes
dégradatives, soit en y résistant (Alexander et Vickerman, 1975; Chang et Dwyer, 1976).
Une étude suggére que le LPG pourrait jouer un réle dans I’inactivation des enzymes
dégradatives contenues dans les lysosomes (EI-On et al., 1980). Gréice a ses charges
négatives, le LPG servirait aussi de chélateur de calcium et d’autres cations divalents, ce
qui préviendrait la production de radicaux hydroxyles toxiques lors de I’activation des
macrophages (Eilam et al, 1985; Homans et al., 1992). Le LPG influence aussi la
transduction des signaux chez les macrophages en inhibant la PKC (Descoteaux et al.,
1992). Cette kinase joue un rdle clé dans la signalisation transmembranaire qui contrdle
plusieurs fonctions cellulaires (revu dans Farago et Nishizuka, 1990; Houslay, 1991)
comme le déclenchement de la flambée oxydative chez les macrophages (revu dans
Baggiolini et Wyman, 1990) qui méne & la production de radicaux oxygénés toxiques pour
les leishmanies (Reiner et Kazura, 1982). De plus, il a été montré récemment que
I’isoforme a de la PKC inhibibée par le LPG joue un réle dans la maturation du phagosome
en phagolysosome (Ng Yan Hing et al., 2004). Le mécanisme précis de I’'inhibition de la
PKC par le LPG est encore méconnu. T outefois, on sait que le LPG n’empéche pas la
translocation de cette kinase du cytosol vers la membrane plasmique (Descoteaux et al.,

1992). Le LPG agirait plutét sur la PKC en empéchant le changement de sa conformation
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nécessaire a4 son activation (Giorgione et al., 1996). Le LPG peut inhiber la PKC, méme si
les deux molécules se retrouvent de part et d’autre de la bicouche lipidique, ce qui suggere
que le LPG n’interagit pas directement avec cette protéine. Les autres fonctions possibles
du LPG incluent: le captage de radicaux toxiques avant qu’ils ne causent des dommages
(Chan et al., 1989), ’inhibition de la production de IL-1 (Frankenburg et al., 1990), une
cytokine importante pour I’activation des lymphocytes T (Unanue et Allen, 1987),
I’inhibition de la chimiotaxie (Frankenburg et al., 1990) et la réduction de la capacité des
macrophages & lier le TNF, une cytokine qui joue un rdle dans I’activation des

macrophages (revu dans Rosenblum et Donato, 1989).

Finalement, des données expérimentales ont démontré que le LPG inhibe la fusion
phagosome-endosome (Desjardins et Descoteaux, 1997). En effet, les promastigotes
mutants de Leishmania donovani lpg2-/-, qui expriment un LPG tronqué sans unité
disaccharidique répétitive (Descoteaux et al., 1995), induisent la formation de phagosomes
trés fusogéniques comparativement aux phagosomes formés lors de l’internalisation de
promastigotes de type sauvage. L’étude de Desjardins et Descoteaux (1997) a aussi montré
que 1’opsonisation du mutant /pg2-/~ avec du LPG purifié permet a ce parasite d’induire la
formation de phagosomes peu fusogéniques semblables a ceux contenant la forme sauvage.
Le nombre d’unités disaccharidiques répétitives du LPG serait la clef d’une inhibition
efficace de la fusion, puisque le mutant RT5 de L. donovani, qui exprime seulement de 3 a
5 unités répétitives au lieu de 16 (McNeely et al., 1990), se retrouve dans des phagosomes
dont le taux de fusion est intermédiaire entre ceux contenant la forme sauvage et le mutant

Ipg2-/-.
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Biosynthése du LPG

La polymérisation des unités disaccharidiques répétitives (PO4-6GalB1-4Man) se
produit dans I’appareil de Golgi (Carver et Turco, 1991). Ce processus implique 1’addition
séquentielle et en alternance de résidus mannose et galactose liés a4 des précurseurs
nucléotidiques directement a la chaine naissante du LPG. Le géne [pg2 code pour un
transporteur, la mannosyl transferase qui permet la translocation de résidus mannose du
cytoplasme vers I’appareil de Golgi (Ma et al., 1997). Chez le mutant lpg2-/-, ou le gene
Ipg2 n’est plus fonctionnel, ’absence de résidu mannose dans le Golgi ne permet pas la
synthése des unités (POs-6Galp1-4Man) répétitives et par conséquent, I’ajout de telles
unités 2 un ensemble de molécules incluant, en plus du LPG, la phosphatase alcaline et les
phosphoglycanes sécrétés n’est plus possible (Ilg et al., 1994). L’utilisation du mutant
Ipg2-/- ne permet donc pas de déterminer directement laquelle de ces molécules est
responsable de I’altération des propriétés de fusion des phagosomes. La figure 3 indique

’endroit ou1 1a synthése du LPG est affectée par la mutation au gene Ipg2.

Un autre géne, le Ipgl, contribue a la biosynthése du LPG (Huang et Turco, 1993).
Ce géne codant pour une galactofuranosyl transférase joue un rdle dans la synthése du
noyau h exasaccharidique présent exclusivement sur la molécule du LPG (voir figure 3).
Etant données les modifications du noyau hexasaccharidique, chez le mutant Ipgl-/- I’ajout
des unités répétitives disaccharidiques a la molécules n’est plus possible. Cependant,
contrairement au géne Ipg2, la mutation du géne Ipg/ n’a aucun effet sur la synthése des
autres molécules qui possédent des sous-unités disaccharidiques. Par conséquent, le mutant
Ipgl-/- permettrait de déterminer si d’autres molécules possédant des unités répétitives ou
seulement le LPG sont impliquées dans I’inhibition de la fusion des phagosomes avec les

endosomes (Voir article 1).

Dans les travaux de cette thése, j’ai d’abord cherché a mieux caractériser

I’inhibition de la fusion phagosome-endosome causée par le LPG (article 1). Par
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|’utilisation du mutant Ipgl-/-, ou seul le LPG fait defaut, nous avons montré que le LPG
est la seule molécule contenant des unités disaccharidiques répétitives responsable de
I’inhibition phagosome-endosome. Nous avons aussi montré que ’inhibition de la fusion
phagosome-endosome est plus efficace envers les endosomes tardifs qu’envers les
endosomes précoces, ce qui favoriserait la survie du parasite. Dans un deuxiéme temps,
j’ai consacré une partie de mes efforts a la caractérisation de la protéine flotilline-1 que
nous avons retrouvée associée au phagosome par une approche protéomique (article 2).
Grace 2 cette protéine, nous avons mis en évidence pour la premiére fois la présence de
radeaux lipidiques sur le phagosome. Une étude protéomique préliminaire nous a ensuite
permis de proposer plusieurs rbles a ces structures sur le phagosome, tels que la
transduction du signal, la nucléation de I’actine et I’acidification du compartiment (article
2). Finalement, en constatant que les phagosomes contenant des mutants non virulents de
Leishmania dépourvus de LPG acquitrent beaucoup de flotilline-1 contrairement aux
phagosomes contenant le parasite du type sauvage, nous avons émis 1’hypothése d’une
action du LPG sur les radeaux lipidiques afin de favoriser la survie du parasite dans les
macrophages (article 3). Les résultats montrent que le LPG peut perturber 1’acquisition et
la distribution des radeaux lipidiques sur le phagosome. A notre connaissance, il s’agit de
la premiére démonstration qu’une molécule microbienne puisse perturber directement les
radeaux lipidiques de phagosomes. Le parasite intracellulaire Leishmania donovani rejoint
donc un groupe de pathogénes qui interagissent activement avec les radeaux lipidiques de

leur cellule héte afin de favoriser I’infection.
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Summary

The lipophosphoglycan (LPG) of Leishmania promastigotes plays key roles in
parasite survival both in the insect and mammalian hosts. Evidence suggest that LPG
decreases phagosome fusion properties at the onset of infection in macrophages. The
mechanisms o f action o f t his molecule are, however, p oorly understood. Inthe present
study, we used a panoply of L eishmania mutants displaying modified LPG structures to
determine more precisely how LPG modulates phagosome-endosome fusion. Using an in
vivo fusion assay measuring, at the electron microscope, the transfer of solute materials
from endosomes to phagosomes, we provided further evidence that the repeating (POs-
6Galp1-4Man) units of LPG are responsible for the alteration of phagosome fusion. The
inhibitory effect of LPG on phagosome fusion was shown to be more potent towards late
endocytic organelles and lysosomes than early endosomes, explaining how Leishmania
promastigotes can avoid degradation in hydrolase-enriched compartments. The

involvement of other repeating unit-containing molecules, including the secreted acid

phosphatase, in the inhibition process was ruled out since a LPG-defective mutant (/pg] )
which secretes repeating unit-containing glycoconjugates was present in highly fusogenic
phagosomes. In L. major, oligosaccharide side chains of LPG did not contribute to the
inhibition process, as Spock, a L. major mutant lacking LPG side chains, blocked fusion to
the same extent as wild type parasites. Finally, dead parasites internalized from the culture
medium were not as efficient as live parasites to alter phagosome-endosome fusion despite
the presence of LPG. However, the killing of parasites with vital dyes after their
sequestration in phagosomes, had no effect on the fusion properties of this organelle.
Collectively, these results suggest that living promastigotes displaying full-length cell
surface LPG can actively influence macrophages at an early stage of phagocytosis to

generate phagosomes with poor fusogenic properties.
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Introduction

Leishmania are intracellular parasites causing a spectrum of diseases called
leishmaniases which afflict millions of people worldwide. Parasites are transmitted to
human through the bite of infected sand flies. At the onset of infection, promastigotes of
Leishmania are internalized by macrophages into phagosomes, also referred to as
parasitophorous vacuoles (for a review see Desjardins and Descoteaux, 1999; Antoine et
al, 1998; Alexander and Russell, 1992). Whereas most microbes are enguifed in
phagosomes that engage in a maturation process to generate potent microbicidal
compartments (see Aderem and Underhill, 1999; Dermine and Desjardins, 1999; Finlay
and Falkow, 1997), Leishmania promastigotes have evolved strategies to retard their
delivery inside phagolysosomes. We have shown recently that L. donovani promastigotes
modulate the fusion properties of the phagosomes in which they reside by excluding key
molecules such as the late endosome-associated GTPase rab7 (Scianimanico et al., 1999;
Desjardins and Descoteaux, 1997). Absence of this host molecule impairs the maturation
of phagosomes, allowing promastigotes to reside in intracellular compartments not
displaying the lytic environment of phagolysosomes. Using a combination of genetic and
biochemical approaches, we provided evidence that the repeating unit moiety of LPG, the
major promastigote surface glycoconjugate (Turco and Descoteaux, 1992), is essential for
the transient inhibition of phagosome maturation (Desjardins and Descoteaux, 1997). The
backbone of this molecule consists of a polymer of the repeating (PO4-6Galp1-4Man) unit,
attached via a glycan core to a 1-0O-alkyl-2-lyso-phosphatidyl(myo)inositol anchor (Turco et
al., 1989, 1987; Orlandi and Turco, 1987). The non-reducing end of LPG is terminated
with one of several small neutral oligosaccharides containing galactose and mannose
residues. While the lipid anchor and the glycan core are conserved in all Leishmania
species examined, sugar composition and sequence of the repeating units and the cap
structure are species specific (McConville et al., 1995). Complex oligosaccharide side

chains are also present in certain species (Turco and Descoteaux, 1992).
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The contribution of repeating units in the alteration of phagosome-endosome fusion was
strongly suggested by the observation that mutants of L. donovani (Ipg2-) defective in
repeating units biosynthesis, induced the formation of phagosomes that fuse extensively
with endocytic organelles and mature normally into phagolysosomes (Scianimanico et al.,
1999; Desjardins and Descoteaux, 1997). In addition, opsonization of a LPG-defective
mutant with purified LPG conferred the ability to alter phagosome fusion. Thus, while
there were solid evidence that the presence of LPG repeating units at the surface of
promastigotes is required for slowing down phagosome maturation, the contribution in this
process of other repeating unit-containing molecules, also altered in the /Jpg2- mutant, could
not be ruled out. O fthe molecules containing repeating units, LPG was showntobea
major virulence factor of Leishmania. Beside inhibiting phagosome-endosome fusion,
LPG confers resistance to the lytic action of complement (Puentes et al., 1990, 1988) and
acts as a potent inhibitor of the protein kinase C (Giorgione et al., 1996; Descoteaux et al.,
1992) which plays a central role in signal transduction and in the regulation of macrophage
microbicidal activities. These findings emphasized the role of LPG in Leishmania

pathogenesis.

In the present study, we used L. donovani and L. major mutants displaying altered forms of
LPG to further determine how this molecule alters phagosome-endosome fusion. The
results obtained indicate that repeating units present on LPG, but not on secreted molecules,
are responsible for the transient inhibition of phagosome fusion with endocytic organelles.
Fusion inhibition is more potent towards late endocytic organelles and lysosomes than early
endosomes, suggesting that Leishmania promastigotes use LPG to avoid contact with

hydrolase-enriched compartments.
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Results

In the present study, we have used a combination of various Leishmania species and LPG-
defective mutants to further study the role and mechanism(s) of action of LPG and its
components, as well as other repeating unit-containing molecules, in the alteration of

phagosome-endosome fusion.

LPG, and not other repeating unit-containing molecules, is responsible for the

impairment of phagosome-endosome fusion

In a previous study (Desjardins and Descoteaux, 1997), we provided genetic and
biochemical evidence that LPG repeating units are required for the inhibition of
phagosome-endosome fusion. However, the possibility that repeating unit-containing
molecules other than LPG could also participate in the alteration of phagosomal maturation
remained to be addressed. To this end, we used the Jpg/- mutant (Privé and Descoteaux,
submitted), which lacks a glycosyltransferase required for completion of the LPG glycan
core, thereby preventing the addition of repeating units to the LPG molecule (Huang and
Turco, 1993; Ryan et al., 1993). In contrast to the /pg2- mutant, the Ipgl- mutant adds
repeating units to secreted molecules, including the secreted acid phosphatase (Fig. 1). In
this regard, the [pg/- mutant is phenotypically identical to the R2D2 mutant which has been
well characterized with respect to the synthesis of phosphoglycan-containing molecules
(Huang and Turco, 1993; Ryan et al., 1993). T herefore, the I/pgl- mutant represents an
unique tool to address the possible role of secreted repeating unit-containing molecules in

the alteration of phagosome-endosome fusion.
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Figure 1 Characterization of the secreted acid phosphatase from /pg!- and /pg2- mutants.

(A) Structure of LPG from L. donovani and the truncated LPG accumulating in Jpg/- and
Ipg2- mutants. L. donovani LPG comprises four domains: (i) an oligosaccharide cap, (11) a
polymer of repeating disaccharide-phosphate units (n=16 to 30 units per molecule), (iii) a
glycan core, and (iv) a 1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidylinositol anchor (PI). The LPGI gene
is required for the addition of the galactosylfuranose (Gal) within the glycan core (Ryan et
al, 1993). The Ipgl- mutant expresses the truncated LPG [Glc(al-
P)]Man(a.1,3)Man(o.1,4)GN(a1,6)-PI, and retains the ability to secrete the various
repeating units-containing glycoconjugates (Huang and Turco, 1993). The LPG2 gene
encodes for a transporter required for the transport of GDP-mannose into the Golgi lumen
where repeating units are assembled on LPG and the various repeating unit-containing
glycoconjugates (Descoteaux et al, 1995). The /pg2- mutant expresses the truncated LPG
Gal(a1,6)Gal(a1,3)Galf(a1,3)[Gle(o1-P)]Man(a1,3)Man(a1,4)GN(a1,6)-Pl, and does not
synthesize repeating units. Gal, galactose; Glc, glucose; GN, glucosamine; Man, mannose;
P, phosphate. (B) Wild type promastigotes, the [pgl- and the [pg2- mutants secrete similar
levels of acid phosphatase activity. (C) and (D) The sAP from the /pgl- mutant was
captured by the anti-repeating unit monoclonal antibody CA7AE, indicating that similar to
wild type, the Ipgl- mutant secretes a repeating unit-containing AP. Of interest, the [pg!-
sAP displayed a slower electrophoretic mobility than the wild type sAP, which may reflect
an increase in the number of repeating units per molecule. As previously shown, the sAP
from the Jpg2- mutant lacks repeating units, as it failed to react with the CA7AE antibody
(C) and displayed a rapid electrophoretic mobility with respect to wild type sAP (D)
(Descoteaux et al, 1995).
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Immunofluorescence with antibodies directed against repeating units showed an uniform
distribution of LPG on the surface of wild type promastigotes (Fig. 2). Whereas no
labeling was detected at the surface of the /pg2- mutant, a punctate surface staining was
observed with the Ipgl- mutant, which may represent secreted phosphoglycans and
proteophosphoglycans. These results confirmed that the /pgi- and [pg2- mutants are well
suited to address the role of secreted repeating unit-containing molecules in the alteration of
phagosome-endosome fusion. The in vivo fusion assay performed with these mutants
revealed that phagosomes containing either Jpg/- or Jpg2- mutants displayed high levels of
fusion with endocytic organelles when compared to phagosomes containing wild type
promastigotes (Fig. 2). The quantitative analysis of fusion indicates that a 50 to 60%
increase in fusion is observed for phagosomes containing mutant parasites (Fig. 3A). In
this case, the average level of fusion measured for phagosomes containing wild type
promastigotes was around 40%, a value similar to the one published previously
(Scianimanico et al., 1999). These results clearly demonstrate that LPG is the main
molecule responsible for the alteration of the fusion properties of phagosomes. The other
repeating unit-containing molecules, secreted by the /pg/- mutant, do not seem to

contribute significantly to the fusion inhibition process.
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Figure 2 Immunofluorescence analysis of LPG expression on L. donovani promastigotes

Promastigotes were processed for immunofluorescence analysis with the CA7AE
monoclonal antibody directed against the repeating units of LPG. Top panel: results
indicate that wild type promastigotes display high levels of LPG at their surface, but the
antibody fails to stain the /pg2- mutants (bottom p anel). M iddle p anel: t he p unctuated
staining on the Ipgl- mutants may represent secreted repeating unit-containing molecules.
Right panels: Fusion of L. donovani promastigote-containing phagosomes with
endosomes. J774 macrophages were infected either with stationary phase L. donovani wild
type, Ipg2- mutants or /pgl- mutants promastigotes 60 min and further incubated for 60 min
in culture medium. Cells were then fed 16 nm BSA-gold particles for 30 min, followed by
a chase of 30 min and processed for electron microscopy. Top panel: phagosomes
containing L. donovani display low fusogenic properties with endocytic organelles.
Phagosomes containing the /pgl- (middle panel) and Ipg2- (bottom panel) mutants fuse
extensively with endocytic organelles, as shown by the presence of numerous gold particles
within the phagosomes.
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Leishmania promastigotes actively modulate phagosome fusion properties early
during phagocytosis

Several pathogens, whose survival depends on their ability to inhibit the fusion between
phagosomes and endocytic organelles, are rapidly routed to phagolysosomal compartments
when internalized as killed particles (see Sinai and Joiner, 1997). These observations
suggest that microbes play an active role in the generation of phagosomes with altered
fusion properties. To determine whether the impairment of phagosome-endosome fusion
by Leishmania promastigotes is an active process, we compared the fusion properties of
phagosomes formed by the internalization of either live or killed promastigotes (heat-killed
or paraformaldehyde-fixed). The results obtained showed that phagosomes formed by the
internalization of heat-killed parasites, which still display LPG, fused about 60% more with
endosomes than phagosomes containing live parasites (Fig. 3B). Immunofluorescence
analysis showed that dead parasites still display LPG at their surface (not shown), ruling
out the possibility that alleviation of the fusion inhibition was caused by the possible loss of
LPG during heat treatment.  Furthermore, similar results were obtained with
paraformaldehyde-fixed parasites or parasites killed with crystal violet prior to their
internalization (not shown). We next determined whether killing Leishmania after their
internalization in poorly fusing phagosomes would have any effect on the fusion properties
of this organelle. Our data showed that killing the internalized parasites with crystal violet,
an electron carrier efficient at killing Leishmania intracellularly without harming host cells
(Mauel et al., 1984 and data not shown), had no significant effect on the level of
fusigenicity of this compartment (Fig. 3B). This observation suggested that the active
involvement of the parasite in modulating the fusion properties of Leishmania-containing

phagosomes takes place at the time of or shortly after phagocytosis.
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Figure 3 Quantitative analysis of the fusion between Leishmania-containing phagosomes
and endosomes.

(A) J774 macrophages were infected with either stationary phase L. donovani wild type
promastigotes, [pg2- or Ipgl- mutants and processed as described in Fig. 2. Fusion between
phagosomes and endocytic organelles was measured as described in Materials and
Methods. Data are expressed as a fusion index (ratio of the percentage of fusion of the
various Leishmania-containing phagosomes over that of L. donovani promastigotes which
was given a value of 100). Results show that both /pg/- and /pg2- mutant—containing
phagosomes are 60% more fusogenic than wild type-containing phagosomes, indicating
that repeating units present on LPG but not on other secreted molecules are involved in
phagosome fusion impairment. (B) In these experiments, macrophages were first fed 16
nm gold particles for 30 min followed by a 120 min chase. Wild type parasites were then
internalized for 60 min followed by a 60 min incubation in culture medium. At this point,

cells were treated for 10 min with 10 5M crystal violet diluted in culture medium to kill the
parasites inside the phagosomes. Cells were then incubated for 2 h in culture medium to
allow interactions between phagosomes and endosomes and processed for electron
microscopy. The results indicate that killing parasites after their internalization has no
effect on the phagosome fusion properties, while internalization of heat-killed parasites
leads to the formation of fusogenic phagosomes.
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LPG preferentially impairs fusion between phagosome and late endocytic organelles

If the survival strategy of Leishmania promastigotes is to avoid ending up in
phagolysosomes, one could assume that inhibition of fusion will be more efficient towards
late endocytic organelles and lysosomes, which contain most of the molecules involved in
parasite degradation, than towards early endosomes not particularly enriched with
hydrolases. To verify this hypothesis, we measured the levels of fusion occurring between
phagosomes containing the various Leishmania strains and endocytic organelles of
increasing ages. Macrophages were allowed to internalize BSA-gold particles, which were
then chased for increasing periods of time in order to preferentially label either early
endocytic organelles, late endocytic organelles or lysosomes. Macrophages were then
infected with either wild type promastigotes, the [pg/- mutant or the /pg2- mutant for 60
min followed by chase periods of either 60 min or 4 h. Measurements of the transfer of
gold particles from the various endocytic organelles to phagosomes (60 min chase)
revealed that phagosomes containing either mutants fused about 30 to 40% more with early
endosomes than phagosomes containing wild type parasites (Fig. 4A) (the wild type value
is 62.4%). This difference was more important when phagosomes interacted with late
endosomes and terminal lysosomes. Indeed, mutant-containing phagosomes fused about
100% more with 2 h-old endosomes and 200% more with lysosomes than wild type-
containing phagosomes (the wild type values were of 35.2% and 17.3% respectively).
Differences in the fusion properties of mutant-containing phagosomes and wild type-
containing phagosomes were also important when parasites were chased for 4 h (Fig. 4B).
These results clearly support our hypothesis that one of the strategy used by L. donovani
promastigotes to establish themselves within macrophages consists in limiting fusion of

phagosomes with late, hydrolase-enriched endocytic organelles.
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Figure 4 Quantitative analysis of the fusion between L. donovani -containing phagosomes
and different endosome populations.

(A) In this assay, macrophages were fed with 16 nm BSA-gold particles for 30 min and
chased for 15 min, 2 h and 15 h to load early endocytic organelles, late endocytic
organelles and lysosomes respectively. Cells were then infected with either wild type L.
donovani promastigotes, the /pgl- mutant or the /pg2- mutant for 60 min and further
incubated for 60 min in culture medium. Results show that wild type parasites (in
comparison with mutant parasites) alter preferentially the fusion of phagosomes with late
endocytic organelles and lysosomes rather than with early endocytic organelles. (B) Cells
were treated as in (A) except that Leishmania were chased for 4 h instead of 60 min.
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Amastigotes, lacking LPG, are internalized in fusogenic phagosomes

Several laboratories have shown that Leishmania amastigotes reside in fusogenic
compartments displaying phagolysosomal characteristics (Lang et al., 1994; Russell et al.,
1992; Antoine et al., 1990; Prina et al., 1990). In contrast, results reported in the present
study and in previous work indicate that promastigotes are first internalized in phagosomes
displaying poor fusogenic properties (Scianimanico et al, 1999; Desjardins and
Descoteaux, 1997). Collectively, these results suggest that the modifications occurring
during the differentiation of promastigotes into amastigotes are responsible for the loss of
phagosome fusion inhibition. To investigate whether these changes could influence
phagosome fusion properties, we performed the in vivo fusion assay with lesion
amastigotes p urified from the spleen o f i nfected h amsters and w ith i n vitro amastigotes.
Immunofluorescence studies showed that lesion amastigotes do not display detectable level
of LPG at their surface (Fig. 5). On the other hand, despite presenting a rounded
amastigote-like morphology, ALFs are covered with LPG. As expected, amastigotes,
which lack LPG, were present in phagosomes displaying high fusogenic properties
compared with phagosomes housing promastigotes (Fig. 5). ALF, which lost their
flagellum and express LPG, altered phagosome-endosome fusion to the same extent than
promastigotes (Fig. 5). These results further support a role for LPG in the inhibition of
phagosome-endosome fusion. They also support the previous suggestion that the loss of
LPG during promastigote-to-amastigote transformation is responsible for the restoration of
fusion between phagosomes and endosomes at later stages of infection (Desjardins and

Descoteaux, 1997; Russell et al., 1992).
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Figure 5 Immunofluorescence analysis of LPG expression on L. donovani amastigotes

Left panels: Lesion amastigotes and in vitro generated amastigotes (ALF) were processed
for immunofluoresence as described in Fig. 2. Results indicate that lesion amastigotes
(upper left panel) do not display LPG molecules to a detectable level at their surface.
However, ALFs display a high amount of LPG at their surface (lower left panel). Right
panels: Fusion of L. donovani amastigote-containing phagosomes with endosomes.
Macrophages were processed as described in Fig. 2. Upper right panel: phagosomes
containing L. donovani amastigotes freshly harvested from an infected hamster fuse
extensively with endocytic organelles. Lower right panel: phagosomes containing in vitro
generated amastigotes (ALFs) fuse poorly with endosomes.



 amastigotes

Fusion index

250 -

200 -

150

100 -

60 -

[] promastigotes

ALF

amastigotes

-




58

Various species of Leishmania can alter phagosome-endosome fusion

We then verified if Leishmania major was also able to alter the fusion properties of
phagosomes. Since L. major promastigotes express a LPG displaying additional
oligosaccharide side chains linked at the position 3 of the galactose of the repeating units, it
was of interest to determine whether the increased complexity of this molecule would lead
to a more potent inhibition of phagosome-endosome fusion. The results obtained show
that, similar to L. donovani (see Fig. 2), L. major promastigotes (Fig. 6) reside in
phagosomes in which few gold particles were transferred. Quantitative analysis confirmed
that parasites from both species reside in phagosomes that display similar low fusogenic
properties (Fig. 6). The level of fusion of these phagosomes was considerably lower than
generally observed for latex bead-containing phagosomes (not shown) or phagosomes
containing LPG repeating units mutants (see Fig. 2). These results indicated that species of
Leishmania displaying LPG of different structures are equally able to impair phagosome

endosome fusion.

Next, we determined whether the oligosaccharide side chains of L. major LPG could
contribute to the impairment of phagosome fusion properties. To this end, we compared
the fusion properties of phagosomes containing either wild type L. major promastigotes or
Spock, a L. major mutant defective in LPG oligosaccharide side chain biosynthesis. Our
results showed that Spock impaired phagosome-endosome fusion to the same extent as wild
type L. major promastigotes, indicating that LPG oligosaccharide side chains are unlikely

to play a major role in the alteration of phagosome-endosome fusion (Fig. 6).
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Figure 6 Fusion of L. major-containing phagosomes with endosomes

J774 macrophages were infected with stationary phase L. major promastigotes or the Spock
mutant and processed as described in Fig. 2. Top panel: phagosomes containing wild type
L. major have low fusogenic properties with gold-filled endosomes, as shown by the
absence o f gold p articles in the phagosome. Bottom panel: similar results are o bserved
with Spock, a side chain-defective mutant, which induces phagosomes with low fusogenic
properties. Quantitative analysis: Fusion events between phagosomes and endosomes
were measured and are represented as described in Fig. 2. Results indicate that different
species of Leishmania are able to alter phagosome fusion. Moreover, the oligosaccharide
side chains of L. major (Spock) are not involved in this process.



L. major wt

f’” \
)
>,
(’ %
Spock L
L
.-“JI by
% st \
o -
\%V i
By
2504 O 1. donovani
200 L. major
x .
3 L. major Spock
£ 1504
c
9
g 1004 ,
o _
50 -
0

“’ | 783

(3
R




61

Discussion

Leishmania, the etiological agent of leishmaniasis, has evolved strategies to survive
and replicate in the unfriendly environment of both the insect and mammalian hosts. In
mammals, parasites are rapidly internalized in macrophages by phagocytosis and reside in
phagosomes where promastigotes transform, within few days, into amastigotes, the
replicative form responsible for the spread of infection. This transformation is triggered by
the rise in temperature and decrease in pH encountered in phagosomes (Zilberstein and
Shapira, 1994). Several studies have shown that Leishmania amastigotes replicate within
phagolysosomes (Alexander and Vickerman, 1975; Chang and Dwyer, 1976; Shepherd et
al., 1983; Rabinovitch et al., 1985; Prina et al., 1990; Antoine et al., 1990; Russell et al.,
1992; Lang et al., 1994), which are hydrolase-enriched organelles arising from phagosome
maturation (Desjardins, 1995; Haas, 1998). This clearly indicates that amastigotes are well
adapted for survival within the harsh environment of phagolysosomes. In the present study,
we provided evidence that Leishmania promastigotes, the form responsible for the initiation
of infection, rely on a different strategy to adapt and survive in the new environment

encountered in macrophages.

Using an in vivo fusion assay, we have previously shown that L. donovani promastigotes
are internalized in phagosomes displaying low levels of fusion with endocytic
compartments (Desjardins and Descoteaux, 1997). As a result, these phagosomes fail to
mature properly (Scianimanico et al., 1999). Based on a genetic approach, we also
demonstrated that molecules displaying repeating unit moieties of PO4-6Galp1-4Man were
responsible for the inhibition of phagosome-endosome fusion (Desjardins and Descoteaux,
1997). In addition to LPG, several Leishmania molecules contain these repeating units (Ilg
et al., 1994), and might therefore play a role in the alteration of phagosome fusion
properties induced by L. donovani promastigotes. Our inability to demonstrate the possible
role of repeating unit-containing molecules other than LPG in the fusion inhibition process
was related to the fact that the [pg2- mutant used in our previous studies completely lacks

repeating units (Descoteaux et al., 1995). In the present study, we addressed this issue
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using Ipgl-, an LPG-defective mutant which retains the ability to add repeating units to
secreted molecules (Privé and Descoteaux, submitted, Fig. 1). The use of the Ipgl- and
Ipg2- mutants clearly demonstrated that LPG is the only repeating unit-containing molecule
that possesses the ability to impair phagosome-endosome fusion and that secreted
molecules containing repeating units had no effect in this process. Presumably, the GPI-
anchor allows insertion of the repeating units into the phagosome membrane bylayer, a
phenomenon required for membrane stabilization and hence, modification of its fusogenic
properties (Miao et al., 1995). L. major promastigotes were slightly more efficient at
inhibiting phagosome-endosome fusion than L. donovani promastigotes. The increased
complexity of L. major LPG, characterized by a high proportion of repeating units with
oligosaccharide side chains could have explained this difference in fusion level. However,
the finding that S pock, a mutant lacking the o ligosaccharide side ¢ hains (Butcher et al,,
1996), impaired fusion to the same extent than wild type L. major promastigotes ruled out
any major role for side chains in the alteration of phagosome-endosome fusion. The ability
of the Spock mutant to alter phagosome-endosome fusion is not surprising, considering that