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G3P : Glycérol 3 phosphate

GAP : GTPase activating protein

GDI : GDP Dissociation Inhibitor

GDP : guanosine diphosphate

GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor
GTP : guanosine triphosphate

IgG : immunoglobuline G

ITAM : Ig Tyrosine-based Activation Motif
LAMP : lysosomal associated membrane protein
LPA : acide lysophosphatidique

LPAAT : LPA acétyltransférase



NADPH : nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase
PA : acide phosphatidique

PAP : Phosphatidic Acid Phosphatase

PC : Phosphatidylcholine

PDGF : Platelet dervied Growth Factor
PDK1 : PI3 Kinase dependent kinase 1
PFA : Paraformaldéhyde

PH : Pleckstrin homology domain

PI(3)P : phosphoinositide phosphate
PI(3,4,5)P; : phosphoinositide triphosphate
PI(4,5)P, : phosphoinositide biphosphate
PKC : protéine kinase C

PLA : phospholipase A

PLC : Phospholipase C

PLD : Phospholipase D

PX : Phox Homology

Ral GDS : Ral GDP Dissociation Stimulator
RalBP1 : Ral Binding Protein 1

RCP : Rab Coupling Protein

RE : réticulum endoplasmide

SCAR : suppressor of cAMP receptor

SH2 : Src Homology domain 2

SNAP : synaptosome-associated protein

SNARE : soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor

TAP : Transporter associated with Antigen Processing

TCR : récepteur des cellules T

TIRF : Total Internal Reflection Fluorescence (florescence par onde évanescente)

VAMP : vésicle associated membrane protein

WASP : Wiskott-Aldrich Syndrome Protein

WAVE : WASP-family verprolin-homologous protein
WT : wild type (sauvage)
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Le trafic membranaire est nécessaire au bon fonctionnement des cellules et implique
des interactions et le transport de protéines ou de lipides entre compartiments intracellulaires,
la sécrétion de molécules de signalisation par exocytose de vésicules, ou encore
I’internalisation de matériel extracellulaire par divers types de mécanismes comme
I’endocytose, la macropinocytose ou encore la phagocytose. Divers lipides sont impliqués
dans ce trafic intracellulaire de vésicules et permettent la mise en place de voies de
signalisation, le recrutement et/ou l’activation de protéines ou encore la formation de
plateformes au sein des membranes, les rafts lipidiques, qui participent a 1’organisation de

différents domaines de la membrane.

La phagocytose correspond a I’ingestion par une cellule de particules de grande taille
par extension de la membrane plasmique qui forme le phagosome, une vacuole dans laquelle
la particule sera dégradée. La phagocytose est impliquée dans des fonctions aussi diverses que
la nutrition chez les amibes, le développement de 1’organisme, 1’homéostasie de
I’environnement cellulaire ou encore I’'immunité (Stuart and Ezekowitz, 2005). Au cours de
mon DEA, j’ai eu pour but d’étudier les effets de fibrilles, formés par la protéine Prion
pathologique, sur la phagocytose par des cellules microgliales, les macrophages résidents du
systéme nerveux central. Nos observations ont montré que le processus de phagocytose était
inhibé par ces fibrilles au stade de la fermeture du phagosome (Ciesielski-Treska et al., 2004).
Dans le but de mieux comprendre la régulation de la phagocytose, nous nous sommes penchés
sur I’exploration de ses mécanismes moléculaires et plus particulérement sur I’implication de
I’acide phosphatidique, un second messager lipidique, susceptible de participer a la

signalisation lors de la formation du phagosome.

La premicre partie de mon introduction concernera 1’évolution du mécanisme de
phagocytose chez différentes especes afin de montrer la pertinence de 'utilisation de chacune
d’entre elles pour comprendre la phagocytose dans son ensemble. Les modeles choisis
permettront de dessiner 1’évolution des fonctions et des mécanismes impliqués dans la
formation et la maturation du phagosome. Par la suite, je détaillerai plus précisément le
déroulement de ce processus avec pour modéle la phagocytose de particules opsonisées soit
par des immunoglobulines de type G, soit par le complément. En effet, ces deux voies de

signalisation aboutissent a deux facons différentes d’internaliser des particules, 1’une
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procédant par extension de la membrane plasmique autour de la particule et 1’autre par

invagination de la membrane.

Je développerai ensuite 1’introduction particuliere, la présentation et la discussion des
résultats obtenus au cours de ma thése. La premiére partie de mes travaux concerne
P’implication de la Phospholipase D (PLD) et de son produit, I’acide phosphatidique
(PA), au cours de la phagocytose et son réle potentiel dans le trafic membranaire et
I’exocytose de vésicules au niveau du site de phagocytose. La deuxiéme partie porte sur le
réle joué par la famille des petites GTPases Ral dans la régulation de la phagocytose. En
effet, les GTPases Ral sont connues pour leur role dans le trafic membranaire ou le
réarrangement du cytosquelette d’actine (van Dam and Robinson, 2006). De plus, c’est un
régulateur connu de la PLD (Kim et al., 1998), raison pour laquelle nous nous sommes
intéressés a cette famille de protéines. Nous avons cherché a mettre en évidence leur
implication dans la phagocytose et la régulation de plusieurs de leurs effecteurs potentiels
dont la PLD et le complexe de I’exocyste impliqué dans le recrutement de membrane dans
divers types cellulaires (Moskalenko et al., 2002). Finalement, la derniére partie de ma thése
porte sur la discussion générale des résultats obtenus et de leur pertinence dans le contexte des

connaissances actuelles sur les mécanismes de la phagocytose et le trafic membranaire.
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I. Evolution des mécanismes et fonctions physiologiques de la
phagocytose

Les bases fonctionnelles de la phagocytose ont été jetées par Elie Metchnikoff a partir
de 1882 et ont contribué¢ a la mise en place de la théorie cellulaire de I’immunité contre la
théorie humorale. Les observations de Metchnikoff, biologiste du développement, 1’ont
amené a formuler sa théorie sur le role protecteur de la phagocytose dans des organismes
pluricellulaires. En effet, au cours d’études sur le développement embryonnaire des
organismes marins microscopiques, il a l'intuition, en observant “des cellules mobiles d'une
larve transparente d'étoile de mer, (...) que des cellules analogues devaient servir a la défense
de l'organisme contre de nuisibles intrus”. 1l réalise alors une expérience sur des larves
d'étoiles de mer pendant laquelle il observe 1’agrégation de cellules autour d’une épine qu’il
introduit dans ces larves et met en évidence le phénoméne de la phagocytose. Il pose
I’hypothése que la fonction du phagocyte passe de “manger pour se nourrir & manger pour
protéger 1’organisme” (Tauber, 2003). Cependant, sa théorie sur la phagocytose ne définit pas
uniquement un réle immunitaire pour les phagocytes. Pour Metchnikoff, 1’organisme
pluricellulaire est constitu¢ de nombreuses cellules aux fonctions différentes en compétition
entre elles pour augmenter leur importance au sein de I’organisme. Dans ce cadre, les
phagocytes libres de leurs mouvements ont gardé une autonomie pluripotentielle et par leur
mécanisme de dégradation de particules ainsi que par 1’acquisition de nouvelles fonctions
comme la protection de 1’organisme contre les invasions ou 1’élimination de débris cellulaires,
les phagocytes participent a 1’harmonisation de I’organisme (Tauber, 2003). Le phagocyte est
vu par Metchnikoff comme une cellule libre de toute attache, dont la fonction est restée
inchangée au cours de I’évolution avec pour réle de maintenir I’intégrité de 1’organisme, que
ce soit en le nourrissant, en éliminant les parties inutiles ou en le protégeant des invasions
extérieures. En 1908, Metchnikoff recevra le Prix Nobel de physiologie et de médecine pour

ses travaux sur 1'immunité et la phagocytose.

Avec 1’établissement de cette théorie sur la phagocytose comme régulateur des
disfonctionnements ou des exces de I’organisme ainsi que des invasions, on remarque que la
question du mécanisme de la phagocytose peut étre traité¢ au-dela du modele dans lequel on
I’étudie. Etudier la phagocytose dans le cadre de I’immunité se révéle donc aussi pertinent
que dans le cadre du développement ou au sein d’organismes unicellulaires. Les mécanismes

fondamentaux qui ameénent une cellule a internaliser une particule sont transposables a
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différents modéles dans leurs grandes lignes méme s’ils peuvent varier dans les détails
(récepteurs et voies de signalisation différentes par exemple). C’est pourquoi, pour la
premicre partie de cette thése, j’ai choisi délibérément de discuter divers aspects de
I’évolution des fonctions et des mécanismes de la phagocytose en prenant quelques exemples

issus de I’étude d’organismes modeles en biologie.

Au cours de I’évolution, on constate que de nombreux mécanismes cellulaires sont
conservés entre les organismes unicellulaires et les cellules formant des tissus aux fonctions
spécifiques chez les organismes supérieurs. Une de ces fonctions cellulaires essentielles
conservées, la phagocytose, permet ’internalisation et la dégradation de particules de taille
supérieure a 0,5 micrometre. Cette fonction constitue un mécanisme vital a la mise en place
des tissus lors du développement, a I’homéostasie de 1’organisme en cas de morts cellulaires
nombreuses, a I’élimination de synapses non fonctionnelles dans le systéme nerveux et bien
siir au bon fonctionnement du systéme immunitaire inné et de son dialogue avec I’immunité
adaptative (Figure 1). Ces différentes fonctions et interactions intervenant chez les
mammiferes supérieurs dérivent de fonctions apparues au cours de 1’évolution chez
différentes espéces. Il est possible de retracer I’apparition de ces grandes évolutions du role de
la phagocytose en se penchant sur différents organismes modéles importants en biologie tels
que l’amibe Dictyostelium discoideum, le nématode Ceanorhabditis elegans, 1’insecte
Drosophila melanogaster et le mammifére. Les exemples cités n’ont pas pour but de
présenter un état des lieux exhaustif des fonctions et mécanismes de la phagocytose dans ces
différents modeles animaux et cellulaires, mais de présenter certaines fonctions

physiologiques essentielles impliquant la

Nutrition
phagocytose au cours de 1I’évolution.

Immunité Embryogenese

=D o

Figure 1: Les différentes fonctions de la
phagocytose acquises au cours de I’évolution

Remodelage (Desjardins et al., 2005).
des tissus
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1. Apparition de la phagocytose : la fonction nutritionnelle chez les

amibes

Le premier role biologique de la phagocytose est un réle nutritionnel. Les nutriments
disponibles dans 1’environnement pour des organismes unicellulaires comme Dictyostelium
discoideum se présentent sous la forme de microorganismes qui doivent &tre ingérés puis
dégradés et dont les éléments constitutifs pourront étre recyclés par I’amibe pour son
développement (Desjardins et al., 2005). Ce microorganisme eucaryote, dont le génome est
largement connu, présente divers intéréts pour la biologie du développement ou la biologie
cellulaire, notamment pour 1’étude de la phagocytose. Dans la mesure ou les principales
étapes de la phagocytose sont présentes chez Dictyostelium, 1’utilisation de ce modele permet
de distinguer les mécanismes de la phagocytose préservés au cours de 1’évolution et ceux qui
sont apparus de novo avec de nouvelles voies de régulation (pour revue voir (Rupper and

Cardelli, 2001).

Dictyostelium est donc un modele pertinent pour disséquer les cascades de
signalisation et les acteurs intervenant au cours de ’internalisation d’une particule, comme
c’est le cas de la régulation de ’actine (Janssen and Schleicher, 2001). En effet, 1’utilisation
d’agents pharmacologiques tels que cytochalasine ou latrunculine, qui détruisent le réseau
d’actine, entrainent une baisse de I’internalisation de particules chez Dictyostelium (Lee et al.,
2001). De plus, des équivalents des petites protéines G, connues pour leur role dans la
régulation du cytosquelette d’actine, sont présents chez Dictyostelium et ont pu étre impliqués
au cours de la phagocytose, révélant des similarités avec la régulation du cytosquelette
d’actine chez les mammiferes. Diverses isoformes peuvent jouer des rdles dans la formation
de lamellipodes, s’accumulent au niveau de la cupule de phagocytose ou interviennent dans
des étapes tardives de la phagocytose (Rupper and Cardelli, 2001). L’étude de Dictyostelium a
¢galement permis de définir des acteurs de la régulation du trafic membranaire nécessaire a la
phagocytose, comme les GTPases Rab (Rupper and Cardelli, 2001; Rupper et al., 2001), ou
encore la régulation de la fermeture du phagosome par ’activité contractile d’un homologue
de la myosine VII (Titus, 1999). En tant que modéle génétique, Dictyostelium permet donc
d’étudier divers acteurs moléculaires régulant les différentes étapes de la phagocytose

conservées chez les mammifeéres.
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2. La phagocytose chez Ceanorhabditis elegans : élimination de cellules

apoptotiques dans le cadre du développement.

Aprés la mise en place du mécanisme moléculaire de base de la phagocytose chez
Dictyostelium, on constate avec [|’évolution des organismes pluricellulaires Ia
complexification du phénoméne de phagocytose. Cela s’accompagne d’abord d’une
diversification des roles de la phagocytose qui chez un organisme pluricellulaire ne permet
plus de remplir la fonction nutritionnelle. La phagocytose est ainsi impliquée dans le
remodelage des tissus au cours du développement chez C. elegans. En effet, au cours du
développement de ce nématode, un certain nombre de cellules surnuméraires sont produites et
nécessitent d’étre éliminées. Ces ¢liminations se font en trois vagues successives. La premicre
a lieu des le début du développement pendant laquelle la moitié des cellules sont éliminées.
La deuxiéme, au stade larvaire, permet la mort de neurones surnuméraires tandis que la
derniére vague, a I’age adulte, concerne les cellules germinatives (Lettre and Hengartner,
2006). On voit ici apparaitre la notion de mort cellulaire programmée ou apoptose qui
constitue la premiére étape avant I’élimination par ingestion de cellules inutiles a 1’organisme.
Par ailleurs, chez C. elegans, il n’existe pas encore de cellules spécialisées dans la
phagocytose. En effet, les cellules apoptotiques sont éliminées par leurs voisines immédiates
qui voient leur fonction évoluer avec I’apparition de signaux spécifiques “mangez moi” a la
surface des cellules a ingérer. Par exemple, les cellules germinales surnuméraires sont
¢liminées par des cellules myoépithéliales environnantes suite a la mise en place de
marqueurs spécifiques de la mort cellulaire programmée chez ces cellules germinales

(Gumienny et al., 1999).

Un certain nombre de voies de signalisation ont été explorées dans le cadre de la
phagocytose chez C. elegans. Ainsi le role dans 1’élimination de cellules apoptotiques
nécessite 1’apparition de récepteurs spécifiques permettant la reconnaissance de ces cellules.
Parmi les récepteurs potentiels identifiés, CED-1 est un homologue de récepteurs scavenger
impliqués dans I’élimination de cellules apoptotiques (Zhou et al., 2001) et PSR-1 reconnait
la phosphatidylsérine, un lipide dont 1’exposition sur la face externe des cellules est spécifique
des cellules apoptotiques (Wang et al., 2003). Dans les deux cas, la signalisation déclenchée
conduit a la réorganisation du cytosquelette d’actine, nécessaire a la formation du phagosome,
par des voies impliquant des homologues de GTPases de la famille Rho, ainsi que diverses
protéines jouant un role dans la réorganisation du cytosquelette d’actine (Mangahas and Zhou,

2005). C. elegans constitue donc un mod¢le intéressant pour 1’étude de la phagocytose de
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cellules apoptotiques, une fonction importante pour le remodelage des tissus ainsi que pour
I’é¢tude de nouveaux récepteurs impliqués dans cette fonction et dans la signalisation

conduisant au réarrangement du cytosquelette d’actine.

3. La phagocytose chez la drosophile : apparition de I’immunité innée.

La drosophile constitue un modéle largement utilisé pour étudier la phagocytose. Chez
la drosophile, la phagocytose participe, comme chez C. elegans, a 1’élimination de cellules
surnuméraires et au remodelage des tissus lors du développement de ’insecte (Bangs et al.,
2000). Ce phénomeéne se complexifie avec I’apparition de nouveaux récepteurs comme la
protéine Croquemort, identifiée dans ce processus (Franc et al., 1996). Mais avec la
drosophile apparait surtout la notion de défense immunitaire contre 1’invasion et I’infection
par des organismes étrangers, qui constitue une fonction nouvelle pour la phagocytose (Franc
and White, 2000). Chez la drosophile, divers mécanismes existent pour éliminer des
pathogenes ou parasites basés sur deux types de réponses immunes, humorale ou cellulaire
(Lemaitre and Hoffmann, 2007). La réponse humorale se caractérise par la sécrétion de
composés oxydant, toxiques pour les pathogenes, de peptides anti-microbiens ou d’opsonines
qui constituent un facteur important de la régulation de la phagocytose de bactéries
(Stroschein-Stevenson et al., 2006). La phagocytose constitue quant a elle la réponse
cellulaire et permet 1I’élimination d’agents pathogenes grace au développement de divers
récepteurs spécifiques (Kurata et al., 2006; Lemaitre and Hoffmann, 2007). De plus, chez la
drosophile, des cellules phagocytaires professionnelles, les hémocytes, remplissent les

fonctions de remodelage des tissus et d’immunité (Wood and Jacinto, 2007).

Par ailleurs, bien que peu d’études se soient penchées spécifiquement sur la régulation
de I’actine et du trafic membranaire au cours de la phagocytose chez la drosophile, des études
génétiques ont permis d’impliquer certains acteurs dans ce phénomeéne. Des régulateurs du
réarrangement du cytosquelette d’actine tels que les GTPases de la famille Rho, D-SCAR, un
régulateur du complexe Arp2/3 de nucléation de 1’actine ou la Profilin, un régulateur de la
polymérisation de I’actine (Pearson et al., 2003), ainsi que des acteurs impliqués dans le trafic
vésiculaire tel que les protéines SNARE semblent étre nécessaires a la régulation de la
phagocytose chez la drosophile, comme le montre 'utilisation d’ARN interférences dirigés

contre ces protéines (Stroschein-Stevenson et al., 2006). Des études disséquant le génome de
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la drosophile ont donc permis de montrer la complexité des modes de régulation de la

phagocytose chez la drosophile qui représente un modele génétique important.

4. La phagocytose chez les mammiféres : extension des fonctions a

I’immunité adaptative.

Au cours de I’évolution, la phagocytose a donc acquis de nouvelles fonctions et voies
de signalisation permettant de réguler I’internalisation de divers types de particules, fonctions
qui s’étendent encore chez les mammiféres. En effet, chez les mammiféres, la phagocytose
participe au remodelage des tissus au cours du développement comme chez C. elegans. Elle
permet, par exemple, d’éliminer les cellules mortes par apoptose lors de la formation des
organes au cours du développement de 1I’embryon (Penaloza et al., 2006) ou encore les
neurones surnuméraires n’établissant pas de connexions efficaces avec d’autres neurones dans
le systéme nerveux central (Mallat et al., 2005). De plus, la phagocytose joue ¢galement un
role dans I’élimination de débris cellulaires et de cellules nécrotiques en cas de blessure
(Krysko et al., 2006) ainsi que dans I’ingestion de pathogeénes dans le cadre de I’immunité
innée, comme c’est le cas chez la drosophile (Govind and Nehm, 2004). Enfin, elle participe a

I’¢laboration de I’immunité adaptative.

Chez les mammiferes, de nombreux types cellulaires sont capables d’effectuer la
phagocytose, la plupart étant issus de la lignée hématopoiétique. En exemple, on peut citer les
macrophages, cellules circulatoires spécialisées dans la phagocytose d’agents pathogénes
¢liminés par le systétme immunitaire inné (Bosque et al., 1997), les cellules dendritiques,
spécialisées dans la présentation de I’antigéne et le déclenchement de la réponse immune
adaptative (Blander and Medzhitov, 2006) ou encore les cellules microgliales, les
macrophages résidents du systéme nerveux central qui jouent un réle dans 1’élimination de
neurones morts, de plaques amyloides pendant certaines maladies neurodégénératives ou
encore d’agents pathogénes ayant traversé la barriere hématoencéphalique (Gehrmann et al.,

1995).

La régulation du systéme immunitaire acquis ou adaptatif permet de générer une
réponse immune adaptée au type de pathogéne. Une partie de la réponse immune adaptative
est générée grace a I’apprétement de peptides antigéniques a partir des particules internalisées
et dégradées au cours de la maturation du phagosome dans des cellules phagocytaires. La

présentation de ces peptides antigéniques a la surface des cellules par le complexe majeur
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d’histocompatibilit¢ (CMH) permet une interaction avec différents types de cellules
immunitaires qui entrainent 1’activation de la réponse adaptative en fonction du type de CMH
impliqué. Le CMH de classe I permet de recycler des antigénes a partir de cellules du soi
infectées, cancéreuses ou nécrosées, tandis que le CMH de classe II a pour réle de présenter
les antigénes issus de la dégradation de pathogeénes (bactéries, champignons,...). La voie du
CMH de classe I permet I’activation de cellules T CDS positives, cytotoxiques qui s’attaquent
alors a toutes les cellules infectées présentant 1’antigéne (Flutter and Gao, 2004). Dans le cas
du CMH de classe II, la présentation de I’antigéne déclenche 1’activation de cellules T CD4
positives qui proliférent et sécrétent des cytokines permettant le recrutement d’autres cellules
immunitaires (Al-Daccak et al., 2004). L’interaction entre la voie de dégradation des
particules phagocytées et la voie de synthése issue du réticulum endoplasmique (pour le
mécanisme voir page 29) permet donc I’assemblage de ces complexes CMH-antigéne qui, une
fois dirigés vers la membrane plasmique, entrainent 1’activation de cellules T et le
déclenchement d’une réponse immunitaire adaptée. Ces interactions constituent une fonction

nouvelle de la phagocytose.

On peut noter également 1’apparition de nouveaux types de récepteurs phagocytaires
qui entralnent 1’internalisation de particules opsonisées comme par exemple les FcR, qui lient
la portion constante des immunoglobulines, protéines d’opsonisation spécialisées dans la
reconnaissance d’antigénes exogénes. Les immunoglobulines jouent un réle important dans la
protection face aux infections en stimulant la phagocytose des particules qu’elles recouvrent
(Nimmerjahn and Ravetch, 2006). Le facteur du complément correspond a une autre forme
d’opsonisation développée chez les mammiféres bien que des équivalents sont déja présents
dans le systéme immunitaire de la drosophile (Stroschein-Stevenson et al., 2006). Les cellules
phagocytaires de mammiferes expriment des récepteurs au complément (CR) qui permettent
de déclencher la phagocytose de particules opsonisées impliquant une voie de régulation du
cytosquelette différente de celle déclenchée par les FcR (Castellano et al., 2001). On observe
donc une complexification des fonctions immunitaires de la phagocytose par ’apparition de
divers types de phagocytes professionnels, de nouveaux récepteurs et de nouvelles voies de
signalisation et de maturation du phagosome, impliqués dans divers types de régulation de

I’immunité adaptative.

11



INTRODUCTION GENERALE

5. Conclusion

Pour conclure sur I’évolution des mécanismes et des fonctions de la phagocytose, on
peut dire que rien ne se perd, tout se transforme. En effet, les principaux mécanismes
moléculaires n’ont pas été écartés par 1’évolution mais au contraire améliorés, avec I’apport
d’une régulation plus fine, I’implication de nouveaux récepteurs, voies de signalisation ou
compartiments dans la formation et la maturation du phagosome. De plus, les fonctions
physiologiques de la phagocytose ont également évolué, participant a 1’organisation des
tissus, 1’homéostasie ou les mécanismes de défense. Les capacités de dégradation des
particules internalisées, acquises avec la fonction de nutrition, ont ainsi pu étre utilisées
successivement pour la dégradation de cellules surnuméraires, de pathogenes ou pour la

formation de voies de signalisation nouvelles avec la production de peptides antigéniques.

12
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II. Mécanismes moléculaires de la phagocytose.

La persistance du processus de phagocytose au cours de I’évolution implique la
nécessité de maintenir les principaux mécanismes moléculaires nécessaires a la phagocytose.
Les nombreuses études sur ces mécanismes ont donc permis de construire un modele assez
complet du phénoméne de phagocytose le séparant en différentes séquences largement
conservées, quel que soit ’organisme ou le type cellulaire étudiés. Ces étapes peuvent
cependant varier en fonction du type de récepteur déclenchant la phagocytose. En raison des
nombreux types de récepteurs existant et de leurs interactions possibles au cours de la
régulation de la phagocytose, j’ai choisi de décrire les voies de signalisation et les
mécanismes déclenchés par deux types de récepteurs largement étudiés et qui présentent
quelques différences intéressantes dans la mise en place de la phagocytose, le récepteur FcR

et le récepteur CR3 au complément.

1. Modéle simplifié de la phagocytose

La phagocytose étant un mécanisme d’internalisation de particules de tailles
importantes, les étapes qui menent a cette internalisation nécessitent des réarrangements
massifs de divers compartiments cellulaires afin d’aboutir a la formation d’un compartiment
supplémentaire de grande taille dans lequel la particule sera enfermée, dégradée puis
¢ventuellement recyclée. Ces mécanismes se déroulent en plusieurs étapes successives
(Figure 2). La premicre consiste en la reconnaissance de la particule par des récepteurs
membranaires. De nombreux types de ligands et de récepteurs ont été impliqués dans la
phagocytose. Parmi les ligands, on compte par exemple des motifs consensus a la surface des
bactéries, des protéines et des débris cellulaires, des composés spécifiques des cellules
apoptotiques ou encore 1’interaction avec des particules inertes comme les billes de latex. Les
récepteurs quant a eux correspondent plus ou moins spécifiquement aux différents ligands
connus et peuvent agir seuls ou en interaction (Stuart and Ezekowitz, 2005). Cette étape
déclenche la signalisation intracellulaire qui conduit a la formation de pseudopodes,
excroissance de la membrane plasmique entourant progressivement la particule a ingérer.
Cette extension se fait sous I’impulsion du cytosquelette d’actine qui crée la force motrice
poussant sur la membrane plasmique (Castellano et al., 2001). Cette extension s’accompagne
aussi d’insertions de membranes issues de différents compartiments intracellulaires afin de

maintenir la surface globale de la cellule, phénoméne plus complexe que la vision de
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Metchnikoff pour qui le phagosome dérivait exclusivement de la membrane plasmique. Cette
insertion de membrane, ou exocytose focale, permet également de modifier la composition
lipidique et protéique du phagosome jouant ainsi un role supplémentaire dans la signalisation
au cours de la phagocytose (Niedergang and Chavrier, 2004). Lorsque les pseudopodes ont
totalement entouré la particule, ils fusionnent grace a un mélange d’activités contractiles et de
réarrangements de la membrane (Araki, 2006). Le phagosome ainsi internalisé¢ s’éloigne
ensuite de la membrane plasmique pour rejoindre la région péri-nucléaire. Au cours de cette
migration au sein de la cellule, le phagosome subit de nombreux réarrangements par
interaction avec la voie endosomale, conduisant a la formation d’un phagolysosome
caractérisé par une acidification et la présence d’enzymes de dégradation (Tjelle et al., 2000).
Enfin, apres dégradation de la particule, celle-ci sera recyclée de diverses fagcons en fonction
du type cellulaire et de la particule ingérée, avec comme fonctions principales la nutrition de
la cellule, 1’élimination de pathogéne et le recyclage de peptides pour la présentation de

I’antigéne nécessaire a I’immunité adaptative (Blander, 2007).

1. Activation des récepteurs

2. Réarrangement

7. Dégradajion de l'actine

3. Extension
des
pseudopodes

4. Recrutement
5. Fermeture du de membrane
phagosome ~\

Actinomyosin

Figure 2 : Modéle simplifié des étapes de la phagocytose.
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2. Récepteurs phagocytaires et déclenchement de la signalisation

La premiére étape concerne la reconnaissance et la liaison de la particule a la
membrane de la cellule. Elle implique une grande diversité de récepteurs membranaires
permettant d’interagir spécifiquement avec des motifs moléculaires consensus associé€s aux
pathogenes (récepteurs scavenger, récepteur au mannose, lectines...), des motifs spécifiques
de cellules apoptotiques (récepteur a la phosphatidylsérine) ou encore des opsonines sécrétées
par le systtme immunitaire et recouvrant la particule ciblée (récepteurs au complément ou
récepteur aux immunoglobulines) (Stuart and Ezekowitz, 2005). L’interaction entre ligands et

récepteurs phagocytaires entraine la signalisation par des protéines kinases.

Les récepteurs FcR reconnaissent la portion constante (Fc) des protéines de la
superfamille des Immunoglobulines (Ig). Ces FcR sont transmembranaires et possédent des
domaines d’activation intracellulaires comportant des motifs spécifiques répétitifs nommés
ITAM (pour Ig Tyrosine-based Activation Motif) dont la structure correspond a deux YxxL
séparés par 7 résidus (Figure 3). On sépare les FcR a ITAM en deux catégories, les FcR
comportant une sous-unit¢ de liaison au ligand et une sous-unité intracytoplasmique de
transduction du signal comportant un ou deux motifs ITAM et les FcR avec une seule unité
comportant un seul ITAM avec 12 résidus séparant les séquences YxxL. On peut également
sub-diviser les FcR en récepteurs de haute affinité (ou FcRI) et récepteurs de faible affinité
(ou FcRII et FcRIII). Les premiers peuvent lier différents types d’Ig et permettent une
transduction du signal dés la liaison d’une Ig tandis que les seconds se lient exclusivement
aux IgG, et nécessitent la liaison d’un complexe d’IgG (par exemple agrégés autour d’une

particule antigénique) afin de transmettre le signal (pour revue voir (Daeron, 1997).

ITAM

l o) Figure3 : Structure des récepteurs Fc

(adapté de (Daeron, 1997). Les différents

a récepteurs représentés dans ce schéma
a peuvent déclencher la phagocytose et lier

différents types d’Ig. Les récepteurs FcyR se

lient aux IgG tandis que les FceR se lient aux

é ~ IgE etles FcoR aux IgA.

YY
FcaR FceRI FcyRl  FcyRIl  FeyRlll
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Dans un premier temps, la liaison des immunoglobulines entraine le regroupement des
récepteurs phagocytaires a des fins de signalisation. Ce lien entre les récepteurs permet
d’augmenter la liaison entre la particule et la membrane plasmique de la cellule mais aussi
d’amplifier le signal intracellulaire par 1’augmentation du nombre de récepteurs activés
(Sobota et al., 2005). Ce mode de recrutement des récepteurs a été appelé “Zipper Model” en
référence a 1’analogie avec une fermeture éclair puisque les récepteurs seraient interconnectés
au fur et a mesure du déploiement de la membrane plasmique autour de la particule.
L’activation des récepteurs entraine la phosphorylation des résidus tyrosine présents dans les
motifs ITAM. Cette phosphorylation semble étre dépendante de kinases de type Syk (Kiefer
et al., 1998) et transforme les motifs ITAM en sites de liaison privilégiées recrutant d’autres
kinases Syk par leur domaine SH2 et entrainant une cascade de phosphorylation de ces
kinases (Agarwal et al., 1993; Benhamou et al., 1993; Kiener et al., 1993), amplifiant ainsi le

signal.

De plus, ’agrégation des FcR est a la base de la transduction du signal au cours de la
phagocytose. Il semble que la liaison du ligand au récepteur permette la phosphorylation
rapide (15 secondes environ) des motifs ITAM mais ne soit pas suffisante pour maintenir la
signalisation (Benhamou et al., 1993; Kiener et al., 1993). C’est donc la continuité de
I’agrégation des récepteurs qui permettrait la transduction du signal comme le démontre
I’agrégation de deux récepteurs entre eux par des hapténes monovalents qui entralnerait la
phosphorylation des ITAM et leur déphosphorylation dans les cinq secondes suivantes, sans
ajout du ligand (Paolini et al.,, 1991). Plus il y a de récepteurs agrégés au cours de la
phagocytose, par exemple a cause de la liaison d’une particule de grande taille, plus la

transduction du signal sera importante.

Les récepteurs au complément sont a I’origine d’une forme de phagocytose dont les
voies de signalisation et les caractéristiques morphologiques sont différentes de Ia
phagocytose par les FcR. Ces différences sont expliquées par la suite. Le complément C3, une
protéine sécrétée opsonisant les particules, est reconnu par divers récepteurs cellulaires de la
famille des récepteurs CR. CR3, un récepteur hétérodimérique (CDI11b et CDI18)
transmembranaire de la famille des intégrines, est le plus étudié (van Lookeren Campagne et
al., 2007). 1l permet la phagocytose de particules par des cellules préalablement activées
(esters de phorbol, cytokines). Cette activation semble étre dépendante de la GTPase Rapl

dont I’activation constitutive affranchit la cellule d’un traitement préalable pour déclencher la
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phagocytose par le récepteur CR (Caron et al., 2000). Par la suite, la liaison du ligand au
récepteur entraine 1’activation de protéines tyrosine kinases et de la protéine kinase C (PKC),
nécessaire a la phagocytose par le récepteur CR3 (Lutz and Correll, 2003; Makranz et al.,
2004). En effet, la PKC entraine notamment la phosphorylation de la sous-unit¢ CD18 du
récepteur CR3 qui permet le recrutement de |’a-actinine, une protéine régulant le
réarrangement du cytosquelette d’actine. Contrairement au modele “Zipper” impliquant le
récepteur FcR, les récepteurs CR3 se présentent au niveau du site de phagocytose comme des
points focaux peu nombreux et regroupant les protéines de signalisation entrainant le

réarrangement des filaments d’actine.

3. Signalisation au début de la phagocytose

Dans un second temps, 1’activation de la voie de signalisation de type tyrosines
kinases de la famille Src/syk ou encore serine/threonine kinases (variable selon le type de
récepteurs impliqués) permet la phosphorylation et le recrutement de protéines de
signalisation (pour revue voir (Cox and Greenberg, 2001). Quel que soit le type de récepteur
activé, il semble que les protéines tyrosine kinases soient importantes pour le déclenchement
des voies de signalisation permettant I’activation et le recrutement de protéines de régulation
de I’actine. Premier exemple, la protéine Vav, une GEF (Guanine nucleotide Exchange
Factor) de Rac, est phosphorylée et recrutée par Src et permet ainsi le recrutement de Rac et le
remodelage de I’actine dépendant de Rac (Cougoule et al., 2006). On trouve également des
protéines liées a I’organisation des filaments d’actine comme la talin et la paxilin qui sont des
protéines d’ancrage de 1’actine au niveau de la membrane plasmique ou encore la coronin,
découverte chez Dictyostelium (Maniak et al., 1995) et qui joue un rdle dans la liaison entre

filaments d’actine et aussi leur polymérisation au cours de la phagocytose (Yan et al., 2005).

Un autre mode de régulation de ’activité et du recrutement de protéines impliquées
dans la phagocytose consiste a modifier les micro-environnements lipidiques de la membrane
du phagosome. Comme exemple, on peut citer la production ou la modification des différents
types de phosphoinositides qui a été bien caractérisée au niveau spatial et temporel au cours
de la phagocytose (Figure 4). Le PI(4,5)P, est présent des la formation du phagosome tandis
que le PI(3,4,5)P; s’accumule plus tardivement. Le PI(3)P semble étre présent sur le
phagosome apres fusion des pseudopodes et internalisation. Ces variations de lipides du

phagosome existent également chez Dictyostelium (Dormann et al., 2004). Le recrutement de
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protéines comportant des domaines de liaison aux lipides (domaines PH, FYVE ou PX) peut
donc se faire de fagon précise au cours du temps et dans I’espace. Pour réguler la présence de
ces lipides, il est nécessaire de moduler 1’activité des enzymes permettant la phosphorylation

ou la déphosphorylation des phosphoinositides.

1 2 3 4 5 Figure4 : Localisation de divers lipides de
signalisation au cours de la phagocytose
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Au cours des différentes étapes de la formation et I’internalisation du phagosome on
retrouve différents environnements lipidiques au niveau de la membrane du phagosome. Dans
un premier temps, alors que le P1(4,5)P; existe a un niveau basal a la membrane plasmique on
enregistre une augmentation locale au niveau de la cupule de phagocytose due a 1’activité de
la PI(4)P5 Kinase (Coppolino et al., 2002). Le PI(4,5)P, pourrait jouer un rdle dans le
réarrangement du cytosquelette d’actine nécessaire a la formation des pseudopodes (Scott et
al., 2005). Ce PI(4,5)P, disparait ensuite progressivement de la base du phagosome avant sa
fermeture en corrélation avec la disparition d’actine filamentaire. Des protéines comprenant
des domaines PH comme la gelsoline et la cofiline, qui jouent un rdle dans le réaarrangement
du cytosquelette d’actine, sont susceptibles d’étre recrutées et/ou activées par leur liaison au
PI(4,5)P,. Dans un second temps, on constate que la disparition du PI(4,5)P, de la membrane

du phagosome coincide avec ’apparition de DAG (diacylglycerol) issu de 1’activité de la
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Phospholipase C (PLC) avant la fermeture du phagosome. Des protéines contenant des
domaines C1 peuvent lier le DAG et étre recrutées avec la méme dynamique, comme la PKC
(Figure 4) connue pour jouer un rdle au cours de la phagocytose (Larsen et al., 2000). Dans le
méme temps, il semblerait qu’une partie du PI(4,5)P, serait utilisé comme substrat de la PI(3)
Kinase pour former du PI(3,4,5)P; capable également de recruter des protéines & domaines
PH. Le PI(3,4,5)P; est produit également durant la formation du phagosome et disparait apres
son internalisation. Le PI(3,4,5)P; pourrait jouer un role dans le recrutement de Btk une
tyrosine kinase capable de phosphoryler la PLC dans le but de produire du DAG, ce qui
placerait la PI(3) Kinase en amont de la PLC dans la production de DAG (Cantrell, 2001).
Mais le PI(3,4,5)P; pourrait également réguler la présence et 1’activation de protéines
nécessaires a la réorganisation du cytosquelette durant la phagocytose comme la protéine
WAVE qui permet la régulation du complexe Arp2/3 (Oikawa et al., 2004). Aprés fermeture
et internalisation du phagosome, du PI(3)P pourrait étre formé par I’activité de différentes
types de PI(3) Kinase (Vieira et al., 2001). Le PI(3)P, capable d’interagir avec des domaines
FYVE et PX, pourrait étre a I’origine du recrutement de EEA1 (Early Endosomal Antigen 1)
un marqueur des endosomes précoces important pour la maturation du phagosome (Fratti et
al., 2001), ou du complexe de la NADPH oxydase responsable de la production de radicaux
libres oxygénés impliqués dans la destruction de pathogénes ingérés. Il apparait ainsi que la
réorganisation de la composition lipidique des membranes plasmiques et phagosomales est
nécessaire a la séquence de recrutement et d’activation des différents acteurs de la
signalisation au cours de la phagocytose. C’est en suivant I’adage que “rien ne se perd, tout se
transforme” que les cellules recyclent les différents composés lipidiques séquentiellement afin

de passer a I’étape suivante de la formation puis de la maturation du phagosome.

4. Réorganisation du cytosquelette d’actine

La voie de signalisation activée par les récepteurs phagocytaires conduit au
remodelage du cytosquelette d’actine qui est a la base de la force motrice permettant la
formation et I’internalisation du phagosome contenant la particule a ingérer. L’actine est une
ATPase se présentant sous forme de monomeres (actine G) principalement liés a I’ATP ou de
polyméres (actine F) principalement liés a I’ADP aprés hydrolyse de I’ATP. La
polymérisation de I’actine est un phénoméne dynamique régulé par différents types de

protéines. La polymérisation de filaments de novo est facilitée par la nucléation d’actine G,

19



INTRODUCTION GENERALE

par exemple par le complexe Arp2/3 qui permet également de former des réseaux denses de

filaments d’actine par liaison avec des filaments pré-existants (Figure 5).

C, ARP2/3 | WASP

\
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Figure 5 : Modéle de dynamique du complexe Arp2/3 et de la formation de filaments d’actine (Goley and
Welch, 2006). En 1, la liaison avec la protéine WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) permet I’activation
du complexe et la liaison aux monomeéres d’actine formant un site de nucléation ou de branchement sur un
filament pré-existant. En 2, WASP se dissocie du complexe Arp2/3 apres nucléation. En 3 et 4, hydrolyse de
I’ATP par Arp2 et ¢élongation des filaments d’actine. En 5 et 6, dissociation du complexe Arp2/3 et de ’actine et
recyclage du complexe par échange de I’ADP par I’ATP.

La dépolymérisation des filaments d’actine est facilitée par des protéines comme la
cofiline qui augmente le recyclage de ’actine en monomeéres ainsi que par des protéines
séquestrant ’actine G comme la thymosine, empéchant ainsi la polymérisation. La
stabilisation des filaments d’actine F est régulée par des protéines comme la tropomyosine ou
la tropomoduline qui couvre I’extrémité négative. Enfin, la formation de réseaux d’actine a
partir de filaments est facilitée par des protéines comme la gelsoline capable de diviser des
filaments en deux, permettant ainsi d’augmenter le nombre de filaments et par des protéines
d’interaction entre filaments comme le complexe Arp2/3 qui joue également un role dans la
nucléation de D’actine. La régulation de la dynamique de I’actine et ses acteurs est un

phénoméne assez bien caractérisé (voir la revue de (dos Remedios et al., 2003).

Le complexe Arp2/3 est régulé par des protéines de la famille WASP, elle-méme
dépendante de 1’activation par des GTPases de la famille Rho qui constitue une premiere
¢tape dans la signalisation permettant le réarrangement de 1’actine lors de la phagocytose. Les
GTPases de la famille Rho sont des interrupteurs moléculaires dont 1’état d’activation est
dépendant de leur liaison au GDP (état inactif) ou au GTP (état actif) et régulé par des
protéines GAP (GTPase activating protein) et des GEF qui permettent aux GTPases de
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d’alterner entre ces deux états, ainsi que par des GDI (GDP Dissociation Inhibitor) qui
séquestrent les GTPases inactives (Figure 6).

Membrane Plasmique Figure 6 : Cycle d’activation des
3 GTPases de la famille Rho

(adapté de (Etienne-Manneville
and Hall, 2002).

Effecteurs

Les petites GTPases RhoA, Rac et Cdc42 sont responsables de la polymérisation de
I’actine au niveau du site de phagocytose, bien que différentes formes soient impliquées en
fonction des étapes de la phagocytose ou des récepteurs activés (Caron and Hall, 1998;
Massol et al., 1998). Cdc42 et Rac sont responsables de la polymérisation de 1’actine au cours
de la formation des pseudopodes dans la phagocytose issue des récepteurs FcR tandis que
I’internalisation par I’intermédiaire des récepteurs CR3, qui n’implique pas d’extension de

pseudopodes, est dépendante de RhoA (Figure 7).

Phagocytose par le FcR Phagocytose par le CR3

4 Fer @ RhoA

c: CR Cdca2
Actin @ Amp23
. PM [ wasP

Figure 7 : Modéle de régulation de la formation de filaments d’actine au cours de la phagocytose par les

récepteurs FcR et CR3 (adapté de (Castellano et al., 2001). PM : membrane plasmique.
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Dans le cas de I’activation du récepteur FcR, la signalisation conduisant a la
réorganisation du cytosquelette d’actine est dépendante des GTPases Cdc42 et Rac et permet
I’initiation et I’extension de pseudopodes membranaires autour de la particule phagocytée,
aboutissant a la formation du phagosome. Vav, une GEF de Rac, est nécessaire a 1’activation
de Rac et a la phagocytose déclenchée par des récepteurs FcR et CR3 (Patel et al., 2002; Hall
et al., 2006). La ou les GEF conduisant a 1’activation de Cdc42 au cours de la phagocytose ne
sont pour I’instant pas connues. Rac et Cdc42 semblent étre responsables de la régulation de
I’actine a différentes étapes de la phagocytose. L’extension des pseudopodes semble étre
régulée par 1’activation de Cdc42 tandis que la fermeture du phagosome serait sous le contrdle
de Rac ce qui est montré par des patrons d’activations différents au cours du phénomene
(Figure 8) (Hoppe and Swanson, 2004). La régulation de 1’actine est donc précise a la fois au

niveau spatial et au niveau temporel.

Figure 8 : Modéle de la dynamique de P’actine et des GTPases
actin  de la famille Rho (Hoppe and Swanson, 2004). La dynamique
d’activation de Cdc42, Racl et Rac2 implique un réle pour Cdc42
dans la formation et I’extension des pseudopodes tandis que Racl

Cdc42
et 2 semblent jouer un role dans la fermeture du phagosome.

Rac1

O O O

Rac2

O

D’un autre c6té, la phagocytose régulée par le récepteur au complément ne nécessite
pas d’extension de pseudopodes pour ingérer des particules (Figure7) mais semble au
contraire la faire “couler” a I’intérieur de la cellule (Allen and Aderem, 1996). Au cours de la
phagocytose, les récepteurs CR3 se regroupent au niveau de points focaux visibles en
microscopie ¢électronique (Kaplan, 1977) et enrichis en F-actine et recrutant diverses protéines
de régulation du cytosquelette comme le complexe Arp2/3 nécessaire a la nucléation de
filaments d’actine (Allen and Aderem, 1996). La régulation du remodelage de 1’actine est,
dans ce cas, dépendante de RhoA, connue plus généralement pour son implication dans la

régulation des adhérences focales et des fibres de stress correspondant a des structures rigides
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appliquant des forces de tension au niveau de points d’adhérence de la cellule (Caron and
Hall, 1998; Wiedemann et al., 2006). La formation de points d’ancrage de I’actine proche des
fibres de stress suggere une régulation de I’internalisation de la particule passant par une
activité contractile liée aux myosines II tirant la particule vers l’intérieur de la cellule

(Olazabal et al., 2002).

Les formines correspondent a une autre catégorie de protéines régulant la
polymérisation de I’actine. La présence sur ces protéines d’un domaine FH1 permet le
recrutement de complexe profiline/actine a la pointe des filaments d’actine tandis que le
domaine FH2 initie I’assemblage des filaments. Contrairement au complexe Arp2/3 qui
permet la nucléation de I’actine a partir de filaments pré-existants et qui forme des réseaux
d’actine par arborisation, les formines entrainent 1’¢longation rapide de filaments linéaires
parall¢les (pour revue sur les formines voir (Goode and Eck, 2007). La protéine mDia, une
formine, est ainsi localisée a la pointe de filopodes et permet leur formation (Pellegrin and
Mellor, 2005; Schirenbeck et al., 2005). De plus, la formation de fibres de stress, structures
¢galement linéaires, semble régulée par la protéine mDial en aval de RhoA (Nakano et al.,
1999; Watanabe et al., 1999). La phagocytose dépendante du récepteur CR présente des
analogies avec la formation de fibres de stress comme I’implication de RhoA et la
polymérisation de filaments d’actine a partir de points focaux au niveau du site de
phagocytose et semble également impliquer les formines. En effet, la protéine mDial, sous le
contrdle de RhoA, semble jouer un role dans la polymérisation de 1’actine nécessaire a la
phagocytose par le récepteur au complément et non par le récepteur Fc (Colucci-Guyon et al.,
2005). De plus, la localisation de Dial au niveau de la cupule de phagocytose semble
dépendre de la protéine d’échafaudage IQGAP1 (Brandt et al., 2007) qui joue également un
role dans le réarrangement du cytosquelette d’actine par des GTPases de la famille Rho,
notamment dans des fonctions telles que migration cellulaire, ou adhérence cellulaire (Brown

and Sacks, 2006).

Parmi les protéines qui semblent jouer un réle dans 1’extension des pseudopodes dans
le modéle classique li¢ au récepteur FcR, on trouve également des moteurs moléculaires tels
que la myosine de type X (Chavrier, 2002; Cox et al., 2002). La myosine X posséde en effet,
un domaine PH qui permet sa liaison au PI(3,4,5)P; (produit dans la membrane du phagosome
en formation par la PI(3) Kinase). Cette liaison a la membrane plasmique couplée a

I’interaction avec 1’actine créerait des forces de tension supplémentaires permettant de tirer la
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membrane plasmique vers la partie distale des filaments d’actine polymérisés autour de la
particule a ingérer. De cette fagcon, I’extension des pseudopodes serait dirigée par la
polymérisation de I’actine mais la déformation de la membrane plasmique nécessaire pour
entourer la particule se ferait par traction de la membrane le long des filaments d’actine et
serait facilitée par I’apport de membrane issue de la fusion de vésicules intracellulaires avec le

site de phagocytose (Chavrier, 2002; Cox et al., 2002).

5. Recrutement de membrane au niveau du site de phagocytose

Pour permettre 1’extension de membrane autour de la particule et 1’internalisation
conséquente, il est nécessaire de maintenir la surface membranaire de la cellule
(I’internalisation de nombreuses particules de taille plus ou moins importante entrainerait une
diminution de la surface générale de la cellule). Une réponse a ce probléme consiste en
I’apport de membrane par I’intermédiaire du recrutement de stocks de membrane
intracellulaire au niveau du site de phagocytose afin de garantir I’homéostasie de la cellule. I1
a ainsi été montré que 1’exocytose de vésicules au cours de la phagocytose est dépendante de
protéines SNARE connues pour leur rdole dans la fusion de vésicules avec la membrane
plasmique. Ces résultats ont été obtenus en utilisant des toxines botuliques clivant certaines de
ces SNARE, prouvant ainsi I’implication fonctionnelle de 1’exocytose au cours du processus
de phagocytose (Hackam et al., 1998). Quelle est ’origine de ces vésicules ? Parmi les
compartiments possibles, on trouve les endosomes (précoces ou tardifs) et les lysosomes qui
jouent également un réle dans la maturation du phagosome, ainsi que le réticulum

endoplasmique récemment mis en évidence dans la phagocytose (Figure 9).

Figure 9 : Recrutement de

membrane au cours de la

phagocytose (adapté de (Jutras and

Desjardins, 2005). Le mode¢le présente
Syntaxin 18

Syt VII O "\T\ les différents compartiments
intracellulaires impliqués dans 1’apport
/ de membrane au cours de la formation
Lysosomes VAMP-7 VAMD / du phagosome, ainsi que certaines des
| protéines SNARE régulant la fusion

|

| Réticulum
‘ elicutd avec le phagosome.
\

Endosomes Endoplasmique

de Recyclage \Y
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Les endosomes de recyclage, caractérisés par le marqueur VAMP-3, semblent étre
recrutés au niveau du phagosome naissant avant sa fermeture (Bajno et al., 2000) puisque la
membrane du phagosome est enrichie en VAMP3-GFP au cours de I’internalisation de la
particule. Par ailleurs, Niedergang et collaborateurs ont pu montrer que la GTPase ARF6 était
impliquée dans la régulation de 1’apport de ces vésicules de type endosomes de recyclage
positives pour VAMP-3 (Niedergang et al., 2003). Cependant, des expériences utilisant des
cellules de souris KO pour la VAMP-3 suggérent que cette protéine ne joue pas de role
significatif dans I’exocytose de vésicules de recyclage au cours de la phagocytose (Yang et
al., 2001; Allen et al., 2002). Des expériences complémentaires sur la protéine VAMP-3

semblent donc nécessaires pour trancher la question de son implication fonctionnelles.

Le compartiment d’endosomes tardifs caractérisés par la présence de VAMP joue
¢galement un role dans 1’apport de membrane au cours de la formation du phagosome (Braun
et al., 2004). L’inhibition de I’expression de VAMP7 entraine une diminution de la
phagocytose et des observations en microscopie électronique suggérent que la formation du
phagosome est bloquée au niveau du stade d’élongation des pseudopodes dans des cellules
transfectées avec une construction bloquant la VAMP7 (Braun et al., 2004). Ces résultats

soulignent I’importance du recrutement de membrane dans ce phénomeéne.

Le compartiment lysosomal semble également étre impliqué dans 1’apport de
membrane au niveau de la cupule de phagocytose, au cours d’étapes précédant la fermeture
du phagosome (Tapper et al., 2002). Il semblerait que la fusion de lysosomes avec la
membrane du phagosome naissant soit, de plus, dépendante du calcium et de la
synaptotagmine VII (Czibener et al., 2006). L’inhibition de I’expression de la synaptotagmine
VII, présente sur une population de lysosomes, entraine une inhibition de la fonction
phagocytaire mais seulement dans les cas de particules de taille importante ou de phagocytose
prolongée, c’est-a-dire dans les cas ou le besoin en apport de membrane est plus important. Il
semblerait donc que le compartiment lysosomal soit recruté de fagon plus spécifique pour
compléter le recrutement de membrane et que cette exocytose focale soit dépendante du

calcium (Czibener et al., 2006).

Récemment, le réticulum endoplasmique a également été proposé comme source de
membrane au cours de la phagocytose. Des expériences de “Knock-Out” chez Dictyostelium
ont montré I’importance de deux protéines associées au réticulum endoplasmique, la
calreticuline et la calnexin, dans le processus de phagocytose, indiquant un role pour ce

compartiment. Chez ces mutants, I’adhérence des particules a la membrane plasmique semble
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normale tandis que la formation de la cupule de phagocytose est inhibée (Muller-
Taubenberger et al., 2001). De plus, des expériences menées sur des cellules de mammiferes
ont montré que le réticulum endoplasmique était recruté au niveau du site de phagocytose
pendant la formation du phagosome (Gagnon et al., 2002). Ce compartiment semble
¢galement exploité par divers pathogeénes pour éviter leur dégradation au cours de la
phagocytose. La syntaxine 18, une protéine SNARE spécifique du réticulum endoplasmique,
semble jouer un role au cours de la phagocytose, indiquant le recrutement et la fusion du

réticulum endoplasmique avec la membrane du phagosome (Hatsuzawa et al., 2006).

6. Fermeture et internalisation du phagosome

Une fois la mise en place des pseudopodes autour de la particule terminée, ceux-ci se
rejoignent au sommet et finissent par fusionner, formant ainsi le phagosome, vacuole dans
laquelle est confinée la particule. Cette fusion de la pointe des pseudopodes implique la
contraction de 1’actinomyosine forcant le rapprochement des membranes. Cette force motrice
est fournie par I’interaction de 1’actine avec des myosines de types X (Cox et al., 2002) ou II
(Swanson et al., 1999) présentes au niveau de la cupule de phagocytose, lors de la formation
et de la fermeture du phagosome. Le type de myosine impliqué dépend également du type de

récepteur et de signalisation mis en ceuvre au cours de la phagocytose (Olazabal et al., 2002).

Une fois le phagosome formé, celui-ci migre a 1’intérieur de la cellule en périphérie du
noyau. Au cours de cette étape, le réseau d’actine, formé pour étendre la membrane plasmique
autour de la particule, doit étre dépolymérisé¢ afin de laisser le phagosome migrer vers
I’intérieur de la cellule ce qui est suggéré par le fait que des protéines de régulation de I’actine
(coronin par exemple) disparaissent rapidement du site de phagocytose aprés fermeture du
phagosome (Maniak et al., 1995) et que la dépolymérisation de filaments d’actine préexistants
stimule la phagocytose (Konzok et al., 1999). Par la suite, le cytosquelette d’actine et le
réseau de microtubules jouent tous deux un rdle dans les mouvements intracellulaires du
phagosome (Blocker et al., 1998; Moller et al., 2000) dépendant peut-Etre par la taille des
particules ingérées (>3um par 1’actine et <lum par les microtubules) (Toyohara and Inaba,
1989). D’une part, le type et la vitesse des mouvements associés au réseau de microtubule
semblent varier en fonction du stade d’internalisation du phagosome. Les phagosomes
précoces peuvent effectuer des trajets lents liés a la dynamique des microtubules tandis que

dans des étapes plus tardives leur mouvements sont associés a des moteurs moléculaires de
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types dyneine et kinesine (Blocker et al., 1998). D’autre part, I’actine semble permettre le
mouvement rapide de phagosomes apres internalisation (30 a 60 min) en utilisant la formation
de “comeétes” d’actine qui propulsent le phagosome a travers le cytoplasme (Zhang et al.,

2002). Les raisons de ces différents types de mouvements sont encore inconnues.

7. Maturation du phagosome et dégradation de la particule

Au cours de la migration du phagosome vers I’intérieur de la cellule, 1’enrichissement
en protéines et enzymes s’accompagne d’une acidification, il s’agit de I’étape de maturation
du phagosome. Le phagosome subit de nombreuses étapes de fusion et fission avec les
compartiments endosomaux et lysosomaux dans le but de générer I’environnement nécessaire
a la dégradation de la particule ingérée.

Vésicule
a clathrin

N - , s Figure 10 : Modéle de
Vésicule O = 7 la  maturation du
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Phagosome précoce
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Pour
comprendre les étapes de la maturation du phagosome il est nécessaire de la comparer avec la
voie endosomale qui connait une évolution paralléle lors de I’endocytose de matériel amené a
étre dégradé (récepteurs, protéines transmembranaires,...). Apreés endocytose, les premiers
compartiments créés sont les endosomes précoces (ou “sorting” endosomes) et dont le pH est
faiblement acide (autour de 6). Ces endosomes précoces sont caractérisés par la présence de

marqueurs comme Rab5, EEA1 ou encore VAMP3 qui joue un rdle dans la fusion de ce
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compartiment avec le phagosome. A partir de ce compartiment il existe deux possibilités de
tri. La premiere recycle les protéines ou récepteurs internalisés vers les endosomes de
recyclage (caractérisés par Rabll) qui permettent de rediriger ces composés vers la
membrane plasmique par exemple. La seconde voie implique la dégradation des composés
internalisés et les redirige vers les endosomes tardifs. Ce compartiment se caractérise par un
pH autour de 5,5, un enrichissement en enzymes hydrolytiques et une morphologie
multivésiculaire. On retrouve des marqueurs tels que Rab7, Rab9 et les LAMP. Dans ce
compartiment, la voie de dégradation est largement engagée et conduit a la destruction des
composés internalisés. Par la suite, les endosomes tardifs subissent une derniére évolution
vers le stade de lysosomes dans lesquels 1’acidification descend sous les 5,5 et ou les
protéases et lipases sont nombreuses et actives. On retrouve €galement sur ce compartiment
des marqueurs tels que les LAMP ou encore la Cathepsin D, une enzyme hydrolytique. Pour

revue sur la voie endosomale voir (Bishop, 2003).

Il est a noter que chez les neutrophiles, une catégorie de phagocytes professionnels, il
existe une classe particuliere de vésicules appelés granules primaires ou “azurophiles™ de
nature proche de celle des lysosomes mais qui ne font pas partie de la voie d’endocytose et de
dégradation classique. Ces vésicules sont en revanches sécrétées directement au niveau de la
membrane plasmique suite a 1’activation de récepteurs de surface spécifique et lors de la
phagocytose, jouant ainsi un réle précoce dans la destruction de pathogénes des leur liaison

avec les récepteurs phagocytaires (Tapper, 1996; Tapper et al., 2002).

L’évolution du phagosome au cours de la maturation se fait de la méme facon
séquentielle que pour les endosomes. Dans un premier temps, le phagosome interagit avec le
compartiment endosomal précoce, mis en évidence par un enrichissement en Rab 5. Puis, les
marqueurs présents au niveau du phagosome évoluent et I’on voit apparaitre Rab7 ou les
protéines LAMP (qui semblent jouer un réle dans la fusion des lysosome avec le phagosome
(Huynh et al., 2007)) caractéristiques des endosomes tardifs et des lysosomes respectivement.
Parallélement, on constate également la perte de marqueurs précoces qui sont recyclés vers
des compartiments plus précoces (Pitt et al., 1992). Il y a sélection et séparation de protéines
présentes au niveau du phagosome au cours de sa maturation, ce qui suggere un processus
actif et non une évolution passive du phagosome par fusion avec des compartiments
différents. Ce concept est renforcé par des approches qui montrent que des phagosomes

tardifs isolés ne sont capables de fusionner in vitro qu’avec des lysosomes isolés de
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macrophages et non avec des endosomes tardifs, suggérant 1a aussi que le phagosome régule

lui-méme le dialogue avec la voie endosomale lors de la maturation (Jahraus et al., 1998).

Pour accompagner la maturation du phagosome il est nécessaire de séparer les
composants des membranes du phagosome et des endosomes impliqués pendant les étapes de
fusions/fissions entre ces compartiments. Une solution consiste en la formation de “raft” ou
radeaux lipidiques qui concentrent certaines protéines dans des micro-domaines de la
membrane du phagosome. La présence de la flotillin, spécifique de ces micro-domaines,
augmente avec la maturation du phagosome et permet le recrutement de protéines importantes
telles que 1’actine, certaines sous-unités de protéines G trimériques ou encore la pompe a
protons V-ATPase (Dermine et al., 2001). Ainsi, I’apport de cette V-ATPase entraine une
acidification du phagosome et la dégradation de la particule par des protéases bénéficiant du
milieu acide. Une autre solution est apportée par le concept de “Kiss and Run” qui permet aux
vésicules endosomales de ne pas fusionner totalement avec le phagosome et de n’échanger
que certaines protéines membranaires et une partie du contenu de la vesicule. En effet, les
vésicules ne fusionnent que partiellement avec le phagosome et enchainent directement avec
une étape de fission ce qui permet a la vésicule endosomale de se détacher du phagosome en

gardant une partie de son contenu (Desjardins, 1995).

Finalement, le phagolysosome obtenu redirige les différentes particules dégradées vers
des compartiments de recyclages vers la membrane plasmique (pour la présentation
d’antigénes dans le cas de I'immunité chez les vertébrés supérieurs) ou le réticulum
endoplasmique pour la réutilisation des nutriments générés (dans le cas des amibes). Une
autre partie, inutilisable, sera, elle, évacuée par la cellule dans un phénomeéne de réjection de

déchets inertes dans le milieu extracellulaire.

8. Recyclage des particules internalisées et présentation de I’antigéne

La présentation de I’antigéne est une voie particuliére de recyclage au sein de cellules
du systéme immunitaire. La présentation de I’antigéne résulte donc du recyclage des peptides
antigéniques issus de pathogenes ¢liminés, en vue de stimuler des cellules T, acteurs de la
réponse immunitaire adaptative (voir page 11). Afin d’étre fonctionnelle la présentation du
peptide doit se faire en présence du CMH de classe I ou II. C’est ce complexe entre CMH et

peptide antigénique qui est reconnu par les récepteurs spécifiques des cellules T, les TCR.
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Dans le cas du CMH de classe I, les protéines défectueuses du soi, par exemple, sont
transportées dans le cytoplasme puis dégradées en peptides par le protéasome, un systéme
complexe de dégradation de protéines défectueuses ou en fin de vie. Ces peptides de 8 a 16
acides aminés sont ensuite pris en charge par des transporteurs spécialisés, les TAP
(Transporter associated with Antigen Processing) (van Endert et al., 2002), dans le réticulum
endoplasmique ou se forme I’association entre CMH et peptide antigénique par interaction
entre le CMH et les TAP dans une forme de “complexe de chargement”. Le complexe CMH-
peptide antigénique peut alors étre redirigé vers la membrane plasmique en vue de 1’activation

de cellules T cytotoxiques.

Le CMH de classe II, quant a lui, nécessite une interaction avec la protéine chaperonne
Ii qui permet I’assemblage et le transport du CMH II vers la voie endosomale dans laquelle Ii
est dégradé au cours de plusieurs étapes pour aboutir a une interaction en le CMH II et un
peptide issu de cette dégradation, le CLIP (Class II associated invariant chain peptide). Le
chargement du peptide antigénique (issu de la dégradation de pathogénes) est ensuite pris en
charge dans le compartiment lysosomal. Lors de la maturation du phagosome, I’interaction
avec la voie endosomale, et plus particulierement avec les lysosomes, entraine la formation
d’un phagolysosome, compartiment compétent pour la production de peptides antigéniques
compatibles avec le CMH de classe II (Ramachandra et al., 1999). De plus, les antigénes
produits sont également susceptibles d’étre redirigés vers le compartiment lysosomal par des
événements de fusion/fission, compartiment ou ils peuvent interagir avec le CMH de classe 11
(Beatty et al., 2000; von Delwig et al., 2003). Les complexes CMH II-antigéne sont ensuite

recyclés vers la membrane plasmique en vue de 1’interaction avec les cellules T.

Une troisieme voie de recyclage d’antigénes vers la surface cellulaire permet la
présentation de peptides exogenes en association avec le CMH de classe I, phénomeéne appelé
présentation croisée. Cependant, la question de la régulation de cet assemblage est 1’objet
d’études intenses. Une explication possible a été fournie par I’équipe de Michel Desjardins
qui stipule que des protéines du réticulum endoplasmique sont présentes sur le phagosome a
différents stades de sa formation et de sa maturation (Garin et al., 2001), suggérant que le
phagosome est “compétent pour la présentation croisée” (Houde et al., 2003). Le CMH
pourrait alors se lier directement dans le phagosome a des peptides exogénes issus de la
dégradation de bactéries. Depuis, la présence du CMH de classe I sur le phagosome a pu étre
confirmée par différents groupes (Ackerman et al., 2003; Guermonprez et al., 2003; Houde et

al., 2003). L’acquisition progressive par le phagosome d’enzymes nécessaires a la dégradation
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des particules internalisées permettrait la production des peptides de 8 a 10 acides aminés
capables de former un complexe avec le CMH. Cette voie constitue donc une troisiéme
alternative de trafic cellulaire pouvant aboutir a la présentation de 1’antigéne et déclencher la

réponse immunitaire adaptative (Figure 11).

Figure1l : La présentation

croisée de l’antigéne (adapté de

(Desjardins, 2003). Le recrutement

du réticulum endoplasmique (RE)

\ ( " au cours de la formation du
Actine : phagosome fournit les protéines

nécessaires a la présentation de

I’antigéne. Les particules sont

O 0 .
o e RAB4/ dégradées par les hydrolases (H) et
JP So GO N\ s
A R Hﬂ Recyclage les peptides générés peuvent soit
Phagocytose avec ; interagir avec le CHM II ou étre
recrutement du RE AP : ,
< o e transportés dans le cytoplasme (par
a la protéine Sec6l) ou ils sont
0 \ apprétés par le protéasome. Les
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Y class | peptides résultant du protéasome
class | sont  re-transportés dans le

phagosome par les transporteurs TAP et interagissent avec le CMH 1. Les deux formes de CMH peuvent ensuite

étre recyclés vers la membrane plasmique par un processus dépendant de GTPases de la famille Rab.

Conclusion

Comme le montrent les différents exemples de recrutement de membrane lors de la
phagocytose, le trafic membranaire est nécessaire a la mise en place du processus de
phagocytose en méme temps que la réorganisation du cytosquelette d’actine. Ce trafic
membranaire implique divers compartiments de la voie endosomale ou du réticulum
endoplasmique et fait appel a de nombreux acteurs déja mis en évidence dans d’autres
processus cellulaires de trafic membranaire ou d’exocytose. C’est dans ce contexte que mon
travail de thése m’a conduit a étudier divers acteurs du trafic membranaire et du
réarrangement du cytosquelette d’actine susceptibles de jouer un role au cours de la

phagocytose, dont la phospholipase D.
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RESULTATS I

FONCTION ET DYNAMIQUE DE LA PHOSPHOLIPASE D AU

COURS DE LA PHAGOCYTOSE
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I. Introduction a la Phospholipase D

Au cours de la phagocytose, de nombreux événements de trafic membranaire sont
nécessaires a la formation et la maturation du phagosome. Or, dans la signalisation régulant
ces processus, les lipides jouent un rdle important et font 1’objet d’intenses études. Ils
permettent notamment la formation de plateformes de signalisation, le recrutement et/ou
I’activation de protéines ou participent a la fusion de vésicules avec la membrane plasmique.
La phospholipase D (PLD) fait partie des enzymes produisant un de ces lipides de
signalisation et a pu étre impliquée dans I’exocytose (Vitale et al., 2002) ou au cours de la
phagocytose (Serrander et al., 1996). Cependant, le role et la régulation de la PLD au cours de
la phagocytose n’ont pas encore été déterminés avec certitude. C’est pourquoi nous avons

¢tudié sa fonction dans le processus de phagocytose.

1. Structure de la PLD et synthése du PA

La PLD est une enzyme catalysant la formation d’acide phosphatidique (PA) a partir
de phosphatidylcholine (PC), un constituant majeur des membranes lipidiques, par hydrolyse
(Figure 12). L’utilisation d’alcool primaire a la place de I’eau pour I’activité de
transphosphatidylation de la PLD entraine la formation de phosphatidyl-alcool a la place du
PA et court-circuite sa fonction. Découverte chez les plantes, 1’activité catalytique de la PLD
est conservée au cours de 1’évolution puisque des protéines proches de la PLD sont présentes
aussi bien chez les levures et les bactéries que chez C. elegans ou la drosophile (pour revue

voir (McDermott et al., 2004).

1-palmitoyl 2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine Figure 12 : Production de PA par la PLD

‘ PC (adapté de (Jenkins and Frohman, 2005).

La PLD hydrolyse la PC et libére ainsi de la

p—0 choline et du PA. L’autre réaction

o enzymatique de la PLD est 1la
PLD . .

choline transphosphatidylation entre la PC et un

alcool primaire. Le groupe phosphatidyl de

1-palmitoyl 2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphate la PC est tranféré sur 1’alcool pour produire

du phosphatidyl-alcool. Cette réaction

o—¢ 9 court-circuite la production de PA et permet

No ainsi d’inhiber son action biologique.
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Le PA est un lipide abondant dans les membranes biologiques et sa synthése peut se
faire par des voies alternatives a la PLD (figure 13). La contribution de la PLD a la production
de PA peut sembler mineure, mais sa localisation au niveau de sites de signalisation
spécifiques et sa régulation au cours des processus auxquels elle participe permettent une

production régulée au niveau spatial et temporel.

Figure 13 : Voies alternatives de production de PA.

m\‘ /\ LPA : acide lysophosphatidique. LPAAT : LPA acétyltransférase.

PLA : phospholipase A. PAP : Phosphatidic Acid Phosphatase.

- DGK : Diacylglycerol Kinase. G3P : Glycérol 3 phosphate. AT :
Acyltransferase.
@

Chez les mammiferes, il existe deux isoformes de PLD. La PLD1 est une protéine de
1072 acides aminés et la PLD2, une protéine de 933 acides aminés dont I’activité basale est
supérieure a celle de la PLD1. Dans des cellules stimulées en revanche, la PLD2 est peu
active tandis que I’activité de la PLDI est plus sensible a divers activateurs et constitue un
apport plus important en PA que I’activité de la PLD2. Les deux isoformes de la PLD ont des
structures proches méme s’il existe des différences dans leur régulation et leur localisation. La
structure primaire de la PLD nous renseigne ainsi sur les possibilités de régulation par
différentes protéines ou phospholipides membranaires ainsi que sa localisation subcellulaire

(Figure 14).

Tout d’abord, la PLD posséde quatre régions (nommées I a IV) formant deux motifs
HKD dont la mutation provoque une perte de ’activité catalytique. Ces quatre régions,
formant le domaine catalytique actif permettant la production de PA, nécessitent une
apposition par repliement de la protéine qui entraine la dimérisation intramoléculaire deux par
deux de ces régions. Cette dimérisation pose la question de I’existence d’homo ou
hétérodimere de PLD qui pourraient ainsi former des plateformes de signalisation plus large
(Kam and Exton, 2002). Parmi les domaines connus au sein de la PLD, on trouve en partie N-
terminale un domaine PH capable de lier les phosphoinositides tels que le PI(4,5)P,. Ce
domaine de liaison semble nécessaire a la localisation fonctionnelle des deux isoformes de la
PLD qui nécessite ainsi la formation de domaines membranaires riches en PI(4,5)P, et la

mutation de ce domaine entraine des relocalisations de la PLD (Hodgkin et al., 2000; Sciorra
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et al.,, 2002). Le domaine PH conditionnerait donc la localisation de la PLD1 vers des
compartiments intracellulaires comme le Golgi (Colley et al., 1997b; Sung et al., 1999a), des
compartiments de la voie endosomale et des lysosomes (Toda et al., 1999) ainsi que des
granules de sécrétion (Brown et al., 1998). La PLD2 en revanche serait présente
principalement a la membrane plasmique (Colley et al., 1997a; Honda et al., 1999) et en
bordure du Golgi (Freyberg et al., 2001; Freyberg et al., 2002). De plus, des expériences de
délétion de la partie N-terminale incluant le domaine PH entrainent une augmentation de
I’activité de la PLD1 due aux GTPases, suggérant une forme de régulation négative par cette
région de la protéine (Sung et al., 1999b; Sung et al., 1999a). En plus du domaine PH, les
deux isoformes de la PLD possédent un motif polybasique de liaison aux phosphoinositides
qui pourrait jouer plus directement un role dans la stimulation de ’activité catalytique de la
PLD puisque la mutation de ce motif entraine une perte de cette activité (Sciorra et al., 1999).
Par ailleurs, un domaine PX permet la liaison a divers autres phosphoinositides tels que
PI(4)P et différents types de PIP, et PIP; mais ce domaine ne semble jouer un role que dans la
localisation de la protéine (Du et al.,, 2003). C’est donc la combinaison de divers
phosphoinositides au sein des membranes qui permettrait une régulation précise de la

localisation de la PLD.

: Domaine catalytique | Figure 14 : Structure et
al\?;irgcgcl)(nc Interaction avec les Rho domaines de la PLD1 et de la
HKD HKD 1083 PLD2 (Freyberg et al.,
PLD 1 m - —  — Loop ——  ——CT—  2003). Loop représente un
99 213228 324 | ’ 05 620 " v domaine  d’activation. CT
représente un domaine C-
terminal ~ important  pour
892 I’activité enzymatique.
==

83 196 211 307
| Il ] v

Bien que les domaines de liaison a la PKC, a ARF et aux GTPases de la famille Rho
n’aient pas été déterminés, ces trois types de protéines sont des régulateurs connus de la PLD.
En effet, la partie N-terminale de la PLD est importante pour sa régulation par la PKC tandis
que la partie C-terminale permet la régulation par les GTPases Rho et ARF. Par ailleurs, ces
trois régulateurs de la PLD sont également connus pour étre impliqués dans la phagocytose et
pourraient jouer un role dans 1’activation de la PLD lors de ce processus (pour revue voir

(McDermott et al., 2004).
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2. Fonctions de la PLD

La PLD joue un réle dans divers types de trafics membranaires (comme le transport de
vésicules et I’exocytose régulée) qui sont susceptibles d’expliquer I’implication de la PLD au

processus de phagocytose.

a. Transport vésiculaire

Le transport vésiculaire a été décrit comme une fonction potentielle de la PLD en
raison du réle de ARF (ADP Ribosylation Factor), un régulateur de la PLD, dans le trafic
vésiculaire. De plus, la localisation cellulaire de la PLD au niveau de différents
compartiments de la voie endosomale et de 1’appareil de Golgi est en accord avec un role dans
le transport de membrane. Dans des cellules de mammiféres, les deux isoformes de la PLD
semblent étre présentes sur le Golgi avec la PLD2 présente principalement a la périphérie du
Golgi et sur des vésicules péri-golgiennes, suggérant un role de la PLD dans le transport de
vésicules golgiennes (Freyberg et al., 2001; Freyberg et al., 2002). Par ailleurs, la
surexpression de PLD1 humaine dans des cellules pituitaires entraine I’augmentation du
bourgeonnement de vésicules de sécrétion du réseau trans-golgien. De plus, ce
bourgeonnement est inhibé par 1’expression de mutants inactifs de la PLD et semble bien étre
dépendant du PA puisque des alcools primaires, détournant la production de PA, inhibent
¢galement le phénoméne de bourgeonnement (Chen et al., 1997). Chez la levure, une
isoforme de la PLD, Spol4, est nécessaire notamment au phénomene de sporulation qui
nécessite la formation de membrane autour des noyaux haploides. Ces membranes
s’accumulent autour des noyaux par fusion de vésicules, phénoméne qui semble étre
dépendant de Spo14 (Rudge et al., 1998). De plus, un réle dans la sécrétion chez la levure est
proposé pour la PLD, se distinguant ainsi du réle dans la sporulation (Rudge et al., 2001;

Rudge et al., 2002).

b. Exocytose

La PLD semble jouer un role important dans la voie de sécrétion de différents types
cellulaires. La sécrétion régulée est inhibée par I'utilisation d’alcools primaires, qui prouve
I’implication du PA, dans des cellules my¢loides (Stutchfield and Cockcroft, 1993), ou des

cellules neuroendocrines (Vitale et al., 2001). La PLD est également nécessaire a la régulation
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de I’exocytose dans d’autres types cellulaires comme les cellules 8 pancréatiques qui sécrétent
de I’insuline (Hughes et al., 2004) ou encore dans la dégranulation chez les neutrophiles
(Mansfield et al., 2002). Dans des cellules PC12, la présence de la PLD1 a la membrane
plasmique est corrélée avec la translocation d’ARF6, connu pour réguler la PLD, lors de la
stimulation de I’exocytose. De plus, la translocation de ARF6 est nécessaire a 1’exocytose et
entraine 1’activation de la PLD dans des fractions de membrane plasmique (Caumont et al.,
1998). Des expériences d’ampérométrie et de capacitance sur des cellules chromaffines
transfectées avec un domaine de liaison au PA suggérent une régulation des étapes tardives de
I’exocytose (Vitale et al., 2002; Zeniou-Meyer et al., 2007). Cette régulation par la PLD et le
PA a pu également étre mise en évidence dans des neurones ou la PLDI1, localisées a la
membrane plasmique au niveau de sites d’exocytose, favoriserait la fusion des membranes
(Humeau et al., 2001). La PLD, activée par ARF, joue également un role dans la
dégranulation de mastocytes, probablement en activant la production de PI(4,5)P, (Way et al.,
2000). Dans ce mode¢le cellulaire, la PLD1 est présente sur des granules de sécrétion tandis
que la PLD2 est localisée a la membrane plasmique. De plus, aprés stimulation, la PLD1 subit
une translocation avec les granules vers la membrane plasmique. Les deux isoformes de la
PLD semblent donc étre nécessaires a la dégranulation mais jouer un rdle dans différentes

¢tapes comme le suggere la différence de localisation (Choi et al., 2002).

c¢. La phagocytose

De nombreuses publications ont fait état d’un rdle potentiel de la PLD et de 1’acide
phosphatidique dans la régulation de la phagocytose. La plupart de ces études ont inhibé la
PLD par I’utilisation d’alcools primaires, entrainant une inhibition de la signalisation du PA
au cours de la phagocytose. Pour exemple, le groupe de Kusner a pu montrer 1’activation de la
PLD au cours de la phagocytose FcR dépendante (Kusner et al., 1999) ou complément
dépendante (Kusner et al., 1996) entre autres. D’une part, la CRP (C-Reactive Protein),
capable de lier et d’activer le récepteur FcR, entraine 1’activation de la PLD et une
augmentation de la phagocytose (Bodman-Smith et al., 2002). D’autre part, la stimulation des
récepteurs CR3 par des anticorps spécifiques de ce récepteur, montre que la PLD est
directement activée par CR3 (Serrander et al., 1996). Au cours de la phagocytose par ce
récepteur, la Cytochalasin D un inhibiteur de la polymérisation de 1’actine entraine une
inhibition de la PLD, suggérant une régulation par le cytosquelette d’actine lors de la

phagocytose. Le céramide, un second messager lipidique, est un régulateur négatif connu de
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la PLD (Venable et al., 1996) et entraine une inhibition de la phagocytose, indiquant 1a encore

une implication de la PLD dans ce processus (Suchard et al., 1997).

L’ensemble de ces résultats suggeérent donc I’implication de la PLD et du PA dans la
régulation de la phagocytose. Il est a souligner que ces études ont principalement utilisé des
agents pharmacologiques inhibiteurs de la production de PA. Les régulateurs en amont de la
PLD au cours de la phagocytose, quant a eux, ont fait 1’objet de peu d’études. Cependant,
certains acteurs connus de la régulation de la PLD sont susceptibles d’étre impliqués dans

cette régulation au cours de la phagocytose.

3. Régulateurs potentiels de la PLLD

La régulation de la PLD est complexe et dépend de nombreux facteurs comme le type
cellulaire, la voie de signalisation activée, I’isoforme impliquée... Malgré tout, un certain
nombre de régulateurs font consensus. La PKC, les GTPases de la famille Rho ainsi que les
GTPases ARF sont connus pour leur role de régulateur de 1’activité de la PLD au cours de

divers processus cellulaires et ont également été impliqués au cours de la phagocytose.

a. Protéine Kinase C

La PKC est capable de réguler I’activité de la PLD (Xie et al., 1998) en se liant a la
partie N-terminale avant le domaine PX (Hammond et al., 1997). De plus, il semblerait que
I’activité catalytique de la PKC ne soit pas nécessaire a ’activation de la PLD et pourrait
indirectement dépendre de la PLC (Lee et al., 1994). Dans ce cas, la PKC pourrait stimuler la
formation d’un complexe fonctionnel impliquant la PLD. Par ailleurs, la PLD et la PKC sont
colocalisées dans des rafts lipidiques a la membrane plasmique pendant la phagocytose
(Mansfield et al., 2005) et un lien entre activation des récepteurs au complément, production
de PA par la PLD et activation de la PKC, a pu étre mis en évidence indiquant une relation
entre PLD, PKC et phagocytose (Fallman et al., 1992). Les auteurs suggerent également la

mise en place d’une boucle de rétroaction positive entre la PKC et la PLD.
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b. GTPases de la famille Rho

Différentes familles de GTPases sont susceptibles de jouer un rdle dans 1’activation de
la PLD puisque 1’addition de GTPyS, un équivalent non hydrolysable du GTP, entraine une
activation de la PLD. Ainsi des GTPases de la famille Rho, comme RhoA, Racl et Cdc42,
peuvent participer directement a 1’activation de la PLD1 comme le montrent des expériences
in vitro (Hammond et al., 1997; Min and Exton, 1998; Hodgkin et al., 1999). Par ailleurs, des
expériences visant a définir les sites de liaison de la PLD avec ces différents régulateurs ont
permis de montrer que RhoA possédait un site dans sa boucle d’activation (Switch I), site
¢galement important chez Cdc42 pour sa liaison GTP dépendante a la PLD (Bae et al., 1998).
De plus, des expériences utilisant différentes toxines, pour inhiber des GTPases Rho, ont
montré leur implication dans 1’activation de la PLD. La toxine C3 de Clostridium botulinum
inhibe RhoA et empéche D’activation de la PLD suite a différents traitements dans des
fibroblastes (Malcolm et al., 1996). Bien que le role des Rho dans la régulation de la PLD
n’ait pas été étudié au cours de la phagocytose, de nombreuses ¢tudes démontrent
I’importance des Rho dans le déroulement de ce processus comme cela est décrit dans

I’introduction sur les mécanismes moléculaires de la phagocytose (page 21).

¢. GTPases de la famille ARF

Des ¢études sur I’activité de la PLD dans des neutrophiles ont permis de déterminer
I’existence d’un autre facteur d’activation de la PLD dépendant du GTP, un Facteur d’ADP
rybosilation, ARF (Brown et al., 1993; Brown et al., 1995). Parmi les ARF connues pour leur
capacité a activer la PLD, on trouve ARF1 (Brown et al., 1993), ARF3 (Brown et al., 1995),
ARF5 et ARF6 (Brown et al., 1995; Caumont et al., 1998). Par ailleurs, des modifications des
protéines ARF comme par exemple la myristoylation pourrait faire varier I’association des
protéines ARF avec la membrane ainsi que leur capacité d’activation de la PLD (Brown et al.,
1993; Brown et al., 1995). La Brefeldine A, un inhibiteur de facteurs d’échange de AREF,
permet de bloquer ’activation de la PLD dans différents types cellulaires ou certaines de ses
fonctions, comme 1’activation de la PLD par la stimulation de récepteurs muscariniques dans
des cellules HEK (Rumenapp et al., 1995). Dans des fractions de membranes enrichies en
marqueurs du Golgi, Ktistakis et collaborateurs ont pu déterminer que 1’activation de la PLD
¢tait également sensible a la Brefeldin A (Ktistakis et al., 1995). Ainsi, les auteurs en viennent

a suggérer un role de la PLD dans le transport de vésicules depuis le Golgi (Moss and
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Vaughan, 1998). Cependant, la Brefeldin A ne permet pas d’inactiver toutes les formes de
ARF et certaines expériences utilisent des mutants inactifs de ARF afin de démontrer son
role. Ainsi, des mutants dominant négatifs ont permis de montrer leur role dans 1’activation de
la PLD par ARF1 et ARF6 suite a la stimulation par le PDGF (Platelet derived Growth
Factor) ou les esters de phorbol. Ces expériences démontrent des liens entre activité de la
PLD et activation par des protéines ARF, bien que différents types de régulation soient
envisageables. ARF pourrait interagir directement avec la PLD et réguler son activité (Liang
et al., 1997). Mais D’activation de la PLD pourrait aussi se faire de facon indirecte par
I’intermédiaire de la PI(4)P5 Kinase dont le produit, le PI(4,5)P, permet 1’augmentation de
I’activité¢ de la PLD dans des cellules HL60, une lignée my¢loide (Martin et al., 1996). Dans
le cadre de la phagocytose, la relation entre ARF et activation de la PLD n’a pas encore été

établie.

4. Objectifs

Bien que de nombreuses études aient montré 1’importance de la PLD pour la
phagocytose, la localisation, la dynamique ou les isoformes de la PLD impliquées n’ont pas
fait I’objet d’investigations poussées. Ce qui est également vrai pour la dynamique du PA. La
production de PA permet de réguler des cascades de signalisation, recruter ou activer des
protéines, modifier la composition lipidique des membranes ou encore en changer la courbure
et faciliter la fusion entre deux membranes. La PLD est donc susceptible de jouer de
nombreux roles au cours de la phagocytose. C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier les
isoformes de la PLD au cours de la phagocytose. Nous avons testé I’implication de la PLD
endogéne en utilisant une approche par ARN interférence et mutations fonctionnelles. De
plus, en utilisant des constructions couplées a la GFP, nous avons pu observer leur
localisation et leur dynamique au cours de la phagocytose dans notre modele de lignée de
macrophages murins, les RAW 264.7 stimulée par des billes de latex couplées a des IgG afin
d’activer les récepteurs FcR. Les résultats obtenus ont ét¢ publiés dans Traffic et sont exposés

dans I’article ci-joint.
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II. Résultats sur la Phospholipase D

Dynamics and function of phospholipase D and phosphatidic acid
during phagocytosis

Corrotte M, Chasserot-Golaz S, Huang P, Du G, Ktistakis NT, Frohman MA,Vitale N,

Bader MF, Grant NJ

Traffic. 2006 Mar;7(3):365-77.
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III. Discussion sur le role de la PLD au cours de la phagocytose

Notre étude sur I’implication de la PLD au cours de la phagocytose nous a permis de
déterminer que les deux isoformes de la PLD jouent un réle dans ce processus. Au cours de
nos expériences, la surexpression de formes sauvages ou constitutivement actives de la PDL1
et de la PLD2 entrainent une augmentation de la phagocytose tandis que des mutants inactifs
I’inhibent. Cependant, la confirmation du réle de la PLD endogéne dans la phagocytose
provient de 'utilisation d’ARN interférence. En effet, 1’inhibition de I’expression de la PLD1
et/ou de la PLD2 entraine une diminution importante du niveau de phagocytose. Des études
plus anciennes avaient montré que 1’activité de la PLD était nécessaire a la phagocytose, issue
entre autres des récepteurs FcR (Kusner et al., 1999) et CR3 (Kusner et al., 1996), en court-
circuitant la production d’acide phosphatidique (PA) par des alcools primaires. Cependant,
I’inhibition de I’activité de la PLD ne permet pas de déterminer I’isoforme responsable de la
dynamique de production du PA au cours de la phagocytose. Au cours de ma thése, le
laboratoire de David Kusner, a pu impliquer la PLD1 et la PLD2 dans la phagocytose par
I’utilisation de mutants dominant négatifs qui inhibent tous deux la phagocytose (Iyer et al.,
2004), ce qui confirme nos résultats impliquant la PLDI1 et la PLD2 endogénes dans la
phagocytose.

De plus, les expériences de localisation et de dynamique de ces protéines montrent que
la PLDI1 est localisée sur un compartiment vésiculaire de type endosomes tardifs et lysosomes
et est recrutée au niveau du phagosome pendant sa formation et sa maturation. La PLD2 est,
elle, localisée principalement a la membrane plasmique et au niveau du phagosome pendant
sa formation. La PLD2 est ensuite rapidement exclue du phagosome au moment de sa
fermeture. Enfin, le PA est produit au niveau du phagosome pendant sa formation et aprés son

internalisation.

1. Localisation de la PLD

Au cours de la phagocytose de particules opsonisées avec des IgG dans des
macrophages murins, les cellules Raw 264.7, nous avons mis en évidence la localisation de la
PLDI1 sur des endosomes tardifs (positifs pour VAMP7) et des lysosomes (positifs pour la
Cathepsin D). En accord avec nos résultats, la plupart des études concernant la localisation de
la PLD1 montrent qu’elle se situe sur des compartiments de types endosomes tardifs et

lysosomes (Brown et al., 1998; Toda et al., 1999). Les expériences de 1’ équipe de Kusner
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montrent également une localisation sous forme de vésicules (marquage ponctué dans les
cellules) mais ne parviennent pas a déterminer le compartiment (Iyer et al., 2004). Il est a
noter que contrairement a la majorité des études, nous avons utilisé des cellules vivantes
transfectées avec des constructions de la PLD couplées a la GFP. En effet, nos expériences
ont montré que la fixation au PFA 4%, pourtant couramment utilisée, entrainait une
importante modification de la localisation des constructions PLD-GFP et de I’aspect des
compartiments vésiculaires. En conséquence, les observations de cellules vivantes co-
transfectées avec les plasmides de la PLD-GFP et des constructions de marqueurs couplés a la

RFP nous ont paru plus représentatives de la réalité que des cellules fixées.

La PLD2 semble étre principalement localisée a la membrane plasmique dans des
cellules vivantes ce qui correspond a la localisation la plus fréquemment observée pour cette
isoforme (Colley et al., 1997a; Honda et al., 1999). Dans I’étude du groupe de Kusner, la
PLD2 est décrite comme étant de type vésiculaire (Iyer et al., 2004). Ces différences de
résultats peuvent s’expliquer par 1’'utilisation de macrophages d’origines différentes ou, au
vue de nos propres observations, en raison de la fixation des cellules qui pourrait modifier la
localisation de la PLD2. D’un autre c6té, des expériences de surexpression de la PLD2 dans la
méme lignée de macrophage que la notre montrent une localisation a la membrane plasmique
avec un recrutement au niveau du phagosome dans des cellules vivantes, confirmant nos

résultats (Cheeseman et al., 2006).

L’utilisation de cellules vivantes transfectées avec des constructions PLD-GFP permet
d’observer la phagocytose en temps réel par vidéo-microscopie. Ainsi, nous avons pu montrer
que la PLDI, présente sur une population de vésicules, était recrutée au niveau du site de
phagocytose des le début de la phagocytose et apres internalisation. Dans le cas de la PLD2,
le recrutement au site de phagocytose est suivi par une exclusion de la membrane du
phagosome a partir de sa fermeture, indiquant que seule la PLDI1 est susceptible de jouer un

role dans la maturation du phagosome (Figure 14).

1 2 3 < 5
Figure 14 : Dynamique de la PLD1 et de la

PLD1 \ NN/ X PLD2 au cours de la phagocytose. 1 a 5
représentent les étapes morphologiques de la

formation du phagosome (voir détails figure 4

I\ A € N . 18).
PLD2 AN U peee 1
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En comparaison, I’étude de Iyer et coll. montre un recrutement de la PLD1 au niveau
du phagosome mais pas de la PLD2 bien que les auteurs concluent a une implication des deux
formes de la PLD dans le processus de phagocytose (Iyer et al., 2004). Cependant, il est a
noter que leurs expériences de localisation de la PLD2 ne montrent pas de temps de
phagocytose inférieur a 15 minutes alors que nos résultats montrent que la phagocytose peut
se dérouler en moins de 5 minutes et que la PLD2 est exclue du phagosome dans ce lapse de
temps, ce qui est en accord avec les résultats sur la PLD2 de Cheeseman et collaborateurs
(2006). Ces observations valident donc 1’utilisation de la vidéo-microscopie aussi bien pour

I’étude de la localisation de la PLD que pour sa dynamique au cours de la phagocytose.

2. Role du PA dans la signalisation

Il est important de pouvoir déterminer le lieu de production du PA afin d’identifier ses
effecteurs potentiels et son role au cours de la phagocytose. C’est pourquoi nous avons utilisé
une sonde spécifique du PA issue de la protéine Rafl, couplée a la GFP. Nous avons pu
mettre en évidence que le PA était produit au niveau du site de phagocytose dés le début de la
phagocytose et aprés internalisation, suggérant un role de ce lipide dans la formation et la
maturation du phagosome. Le PA est susceptible de participer a la signalisation, soit en
servant de substrat pour former d’autres lipides comme le DAG et le LPA, soit en activant ou
en recrutant des protéines capables de lier le PA, soit, comme le suggére son role dans les
étapes tardives de I’exocytose, en facilitant la fusion des membranes (Jenkins and Frohman,

2005).

La dynamique de divers phosphoinositides et du DAG est maintenant assez bien
connue au cours de la phagocytose et a fait ’objet d’une revue compléte (Swanson and
Hoppe, 2004). Le DAG peut-étre produit a partir de PA par I’activité de phosphohydrolases
(Sciorra and Morris, 1999) et sa dynamique est donc susceptible de dépendre de 1’activité de
la PLD en amont. De plus, PA et DAG sont de potentiels co-activateurs de la PKC (Jose
Lopez-Andreo et al., 2003) au cours de la phagocytose. Afin de pouvoir comparer la
dynamique du PA et d’autres lipides au cours de la phagocytose, il serait nécessaire
d’effectuer des expériences de FRET en vidéo-microscopie avec un mélange de sondes
spécifiques du PA couplées a deux fluorophores différents et co-transfectées dans les

macrophages, qui permettraient de déterminer la dynamique exacte de production de PA.
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La colocalisation de la PLD2 et de la PI(4)P5 Kinase au niveau d’extensions
membranaires (Honda et al., 1999) et I’activation de la PI(4)P5 Kinase par le PA (Jenkins et
al., 1994) suggérent un lien entre le PA et la production de PI(4,5)P, lors de processus
d’extension de pseudopodes. De plus, cette cascade de signalisation a pii étre impliquée dans
le réarrangement de I’actine (Ishihara et al., 1998) et plus particuliérement au cours de la
phagocytose (Scott et al., 2005). La PI(4)P5 Kinase est spécifiquement recrutée au cours de la
formation du phagosome et le P1(4,5)P, est produit avec la méme dynamique et disparait du
phagosome apres sa fermeture (Botelho et al., 2000). Ainsi, le PI(4,5)P;, est impliqué dans le
réarrangement du cytosquelette lors de la formation du phagosome par le recrutement de
protéines de régulation de 1’actine comme le complexe Arp2/3 ou la gelsolin (Yeung et al.,

2006).

Ces données et nos résultats concernant la localisation du PA au cours de la
phagocytose suggerent un lien entre 1’activité locale de la PLD et la production de PI1(4,5)P,
nécessaire a la régulation de I’actine au cours de ce processus. Dans notre modele, c’est la
PLD2 qui est déja présente a la membrane plasmique au début de 1’extension des
pseudopodes. Nous pouvons donc suggérer que la production de PA par la PLD2 pourrait
activer localement la PI(4)P5 Kinase et la production de PI(4,5)P,. Le PI(4,5)P, pourrait
ensuite réguler le remodelage de 1’actine nécessaire a la formation des pseudopodes en
recrutant des protéines capable de lier le PI(4,5)P, (Figure 15). De plus, la production locale
de PI(4,5)P, pourrait également recruter ou activer la PLD1 présente sur les endosomes et

insérée au niveau du phagosome.
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Figure 15 : Localisation et fonction du PI(4,5)P, et du PI(3,4,5)P; au cours de la phagocytose (Yeung et al.,
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2006). Le P1(4,5)P, produit au niveau des pseudopodes est susceptible de recruter des protéines du remodelage
de I’actine (WASP/WAVE qui active le complexe Arp2/3, ou la profiline). Le PI(3,4,5)Ps, produit a partir du

PI(4,5)P, et présent au niveau du phagosome, peut jouer un réle dans le recrutement de la myosine X.

Dans la mesure ou la PLD1 et la PLD2 sont localisées différemment, il est logique de
penser que leur fonction au cours de la phagocytose est différente. L.’acide phosphatidique
produit par la PLDI, présente sur des vésicules de type endosomes tardifs et lysosomes,
pourrait par exemple recruter ou activer des protéines nécessaires au trafic membranaire. Bien
que le site de liaison du PA ne soit pas connu, les protéines ARF et SNARE semblent
interagir avec le PA (Manifava et al., 2001). ARF6 est un régulateur connu du recrutement de
membrane pendant la phagocytose (Niedergang et al., 2003) et joue un réle dans la régulation
de I’exocytose régulée par la PLD dans des cellules neuroendocrines (Vitale et al., 2002). Le
PA pourrait dans ce cas permettre de recruter ou d’activer ARF6 au niveau de la PLD1 et
engendrer une boucle de rétroaction positive. La question de savoir si ARF6 est activé pour
réguler la PLD ou si la PLD active ARF6 pour réguler le trafic membranaire reste ouverte.

Des expériences visant a séparer les fonctions de ARF dans le trafic membranaire et le
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réarrangement de [’actine pourraient permettre de répondre a cette question. Dans nos
conditions de phagocytose, des mutants de ARF6 constitutivement actifs mais incapables
d’activer la PLD, inhibent-ils la phagocytose ? Des expériences sur I’invasion de Chlamydia
dans des cellules HeLLa montrent par exemple que ARF6 régule I’actine et non la PLD lors de

I’internalisation de cette bactérie (Balana et al., 2005).

Etant donné que le PA semble produit au niveau du phagosome aprés internalisation, il
est donc susceptible de participer a 1’étape de maturation. Une étude portant sur
Mycobacterium tuberculosis, une bactérie capable d’inhiber la maturation du phagosome pour
éviter sa propre dégradation, indique que I’activation de la PLD induit ’acidification et donc
la maturation du phagosome et permet donc la dégradation de la bactérie (Greco et al., 2006).
Quel pourrait étre le role du PA pendant cette étape ? La protéine RCP (Rab Coupling
Protein) est un régulateur de Rabl1, une GTPase impliquée dans le trafic de vésicules de
recyclage (Lindsay et al., 2002). Or, la protéine RCP posséde un domaine C2 capable de lier
le PA (Lindsay and McCaffrey, 2004) et semble recrutée au niveau du phagosome (Damiani
et al., 2004). Dans ces conditions, il est possible que la production de PA par la PLD1 apres
internalisation du phagosome permette le recrutement de la protéine RCP afin de réguler
Rabl1 et ainsi le recyclage de peptides issus de la dégradation dans le phagosome. Pour tester
cette hypotheése, il serait intéressant de tester la dynamique de vésicules positives pour Rab11
par vidéo-microscopie afin de déterminer leur interaction avec le phagosome dans des

conditions normales ou en absence de PLD1.

3. Un role dans la fusion de vésicules avec la membrane du phagosome ?

Une des questions intéressantes soulevée par le recrutement de vésicules PLDI1
positives vers le phagosome est la possibilité d’un role du PA dans la fusion de ces vésicules
avec le phagosome. En effet, la production de PA a été associée a I’exocytose de vésicules
dans des cellules neuroendocrines et des neurones, et plus particulierement dans les étapes
tardives de I’exocytose (Humeau et al., 2001; Vitale et al., 2002). L hypothése serait que des
domaines de PA (qui posséde des propriétés fusogenes) changeraient la courbure de la
membrane (Kooijman et al., 2003) et faciliterait ainsi le rapprochement et la fusion des
membranes (Siegel, 1999) (Figure 16). De plus, des protéines du complexe SNARE, sont
capables de lier le PA, comme la protéine Spo20 (équivalent de SNAP25) chez la levure
(Coluccio et al., 2004) ou Sso2p (équivalent de la syntaxin) (Liu et al., 2007). Cette

interaction est susceptible de jouer un role dans sa localisation de spo20 avec la membrane
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cible mais aussi de réguler la fonction de fusion du complexe SNARE (Neiman, 1998;
Nakanishi et al., 2006). En effet, le PA pourrait faciliter la fusion des membranes en créant
une interaction supplémentaire entre le complexe et la membrane qui jouerait sur le
changement de conformation du complexe nécessaire a la fusion (Liu et al., 2007). Cette
facilitation de la fusion pourrait également passer par les propriétés fusogénes du PA
(Kooijman et al., 2003) et dans ce cas la liaison entre PA et protéines SNARE permettrait
d’enrichir en PA la membrane au niveau du site de fusion (Liu et al., 2007). Diftérentes
protéines du complexe SNARE spécifiques pour chaque type de compartiment jouent un role
dans I’apport de membrane nécessaire a la formation du phagosome (Bajno et al., 2000;
Braun et al., 2004; Hatsuzawa et al., 2006). Ainsi, I’interaction entre le PA et certaines
protéines SNARE, pourrait réguler leur localisation et/ou la fusion des membranes vésiculaire

et phagosomale (Figure 17).

A Domaine riche en PA e

o
Acide Phosphatidique (PA) bicouche lipidique \J €

(ddddd 33 d 0.

JACARN 4 PLD , ywwondl) —
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Phosphatidylcholine (PC)
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membrane vésiculaire

] SNAP-23 %Q\\\ 4
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Figure 16 : Role du PA dans la fusion membranaire (adapté de (Bader et al., 2004). A : La petite taille de la
téte hydrophile du PA, comparée a la PC, provoque une courbure négative de la membrane. B : 1) Recrutement
de la SNAP23 par le PA (en rouge). 2) Formation du complexe SNARE et rapprochement des membranes par la
courbure et I’interaction entre PA et protéines SNARE. 3) Hémi-fusion des membranes grace au PA. 4) Fusion

de la vésicule avec le phagosome.
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4. Conclusion

Les résultats que nous avons obtenus dans notre étude sur la PLD au cours de la
phagocytose, et les roles connus des deux isoformes de la PLD et du PA, nous permettent
d’émettre quelques hypothéses quant au réle de la PLD dans ce processus. Dans un premier
temps, la PLD2 déja présente a la membrane plasmique, est susceptible de jouer un réle dans
la signalisation, peut-étre par la stimulation de la production de PI(4,5)P, par la PI(4)P5
Kinase ou dans le recrutement de protéines comme RCP/Rabl1l ou des protéines SNARE
comme la syntaxin ou la SNAP23, I’isoforme de la SNAP25 présente dans les macrophages.
Dans un second temps, la signalisation issue de la reconnaissance de la particule par les
récepteurs FcR engendre le recrutement de vésicules des compartiments endosomaux afin de
permettre 1’extension des pseudopodes, parmi lesquelles des vésicules PLD1 positives. La
PLDI1 est susceptible de jouer un role dans le recrutement, par son activation potentielle de
ARF6 et dans la phase d’exocytose de ces vésicules au niveau de la membrane du phagosome
en facilitant la fusion entre membranes, fonctions susceptibles d’étre remplies aussi par la
PLD2. De plus, la production de PA au cours de la maturation du phagosome pourrait jouer
un role dans les événements de fusion/fission nécessaires aux interactions avec la voie
endosomale. Le PA pourrait aussi réguler Rabll qui joue un role dans le recyclage de
peptides issus de la dégradation par les endosomes de recyclage. Par ailleurs, le role des
différentes isoformes de la PLD dans la stimulation de la production de PI(4,5)P, ou dans la
régulation de ARF6 est susceptible d’entrainer des boucles de rétroaction positive dans la
mesure ou ces deux ¢éléments sont également des régulateurs connus de 1’activité de la PLD,
provoquant ainsi une amplification du signal aboutissant a I’internalisation de la particule par
phagocytose. La PLD semble en mesure de réguler divers aspects de la signalisation et du
trafic membranaire au cours de la phagocytose. Les interactions de la PLD avec certains
phosphoinositides, les GTPases Rho et ARF peuvent participer a la régulation de la PLD au
cours de la phagocytose séparément, a différentes étapes de la phagocytose ou en synergie au
cours du processus. Par ailleurs, d’autres régulateurs de la PLD sont connus, comme les
GTPases de la famille Ral, mais n’ont pas encore été impliqués dans le processus de
phagocytose. Seule 1’étude systématique de ces régulateurs permettrait de déterminer lesquels

jouent effectivement un réle dans la régulation de la PLD au cours de la phagocytose.
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RESULTATS 11

IMPLICATION DES GTPASES RAL DANS LA PHAGOCYTOSE
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I. Introduction aux GTPases Ral

Les GTPases Ral régulent la PLD dans divers types cellulaires en synergie avec ARF6
(Luo et al., 1998) un régulateur du recrutement de membrane au cours de la phagocytose. Les
GTPases Ral, par l’intermédiaire d’effecteurs comme 1’exocyste ou la RalBPI, sont
¢galement impliquées dans le trafic membranaire et le réarrangement du cytosquelette
d’actine (van Dam and Robinson, 2006), deux fonctions participant a la mise en place du
phagosome. Bien que les GTPases Ral n’aient pour ’instant pas ét¢ impliquées dans la
phagocytose, ces différentes fonctions en font un candidat intéressant pour la régulation du

processus de phagocytose.

1. Structure des GTPases Ral

Les protéines RalA et RalB font partie de la superfamille des GTPases Ras, connues
pour étre des proto-oncogenes, et partagent 85% d’identité. Les GTPases Ral alternent,
commes toutes les GTPases entre un état inactif, 1ié au GDP, et un état actif, 1ié au GTP
(Takai et al., 2001) (voir Figure 6 sur le cycle des GTPases). Leur structure primaire met en
¢vidence un certain nombre de domaines de liaison avec des lipides et d’interaction avec
divers effecteurs, en particulier la PLD, la RalBP1 et deux membres de 1’exocyste (Figure
17). Des domaines d’interaction avec les effecteurs sont présents sur les deux isoformes bien
que quelques différences de régulation existent au niveau C-terminal, notamment la sérine

194 de RalA, phosphorylable par la kinase Aurora A.

Switchl  Switch lI Figure 17 : Structure primaire

1 - T m v des GTPases Ral (adapté de (van

1 - . ' &206 Dam and Robinson, 2006). Les
- CaM domaines I a IV forment le site de

liaison du GTP. P représente la

Serine 194. Les domaines switch

+ARF RalfP1 SecS/Exo84 changent de conformation suite a
la liaison au GTP et participent a
PLD Rac/Cdc42 Exocyste . p P
l l l I’activation des effecteurs. CaM :
PA Actine Trafic membranaire Calmoduline.
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2. Activitation des GTPases Ral

L’activation des GTPases Ral est régulée par des GEF principalement dépendantes de
voies de signalisation impliquant Ras, telle que 1’activation de récepteurs Tyrosine kinase, de
récepteurs couplés aux protéines G ou encore de second messagers intracellulaires comme le
calcium ou le DAG (Feig, 2003). L’activation de GEFs de Ral peut aussi étre Ras-
indépendante (Bhattacharya et al., 2002). Une voie supplémentaire de régulation de Ral peut

aussi passer par la calmoduline et I’activation par le calcium (Wang et al., 1997).

a. La stimulation de Ral par Ral-GDS

Ral GDS (Ral GDP Dissociation Stimulator) est une GEF de Ral caractérisée pour son
homologie avec des GEF de Ral chez la levure et présentant une interaction avec les deux
isoformes de Ral (Albright et al., 1993). D’autres GEF de Ral ont été mises en évidence,
comme Rgl, RIf et Rgr (pour revue voir (Feig et al., 1996). Cependant, seule la régulation par

Ral-GDS sera discutée.

La surexpression de Ras entraine une augmentation de 1’activité de GEF de Ral-GDS
illustrant cette voie de signalisation (Urano et al., 1996). L’activation de Ral-GDS peut se
faire par une interaction directe avec Ras (White et al., 1996) qui entraine ainsi la
translocation de Ral-GDS au niveau de la membrane plasmique et donc le recrutement et
I’activation de Ral (Kishida et al., 1997). Cette régulation a pu étre observée dans divers
types cellulaires dont les cellules COS ou Ras présent a la membrane plasmique entraine la
translocation et ’activation de Ral-GDS et donc de Ral au niveau de la membrane plasmique
(Matsubara et al., 1999). Par ailleurs, 1’activation de Ral-GDS peut étre indépendante de la
voie Ras. En effet, I’activation de la PI(3) Kinase permet la phosphorylation de la PDK1 (un
effecteur de la PI(3) Kinase) qui entraine son interaction avec Ral-GDS. Cette interaction
semble avoir pour conséquence I’ouverture de Ral-GDS et la libération de son domaine
effecteur ce qui permet I’activation de Ral (Tian et al., 2002). Ainsi, I’activation de Ral-GDS
peut se faire directement par la voie Ras ou indirectement par 1’activation de la voie PI(3)

Kinase/ PDK1 et entraine la translocation de Ral-GDS et 1’activation de Ral.
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b. La régulation par la calmoduline

Le lien entre calmoduline (CaM) et Ral a été mis en évidence par chromatographie
d’affinité qui a permis la découverte d’une protéine de 28kDa définie comme étant RalA
(Wang et al., 1997). Des expériences in vitro ont ensuite pu montrer la pertinence du calcium
et de la CaM dans I’activation de Ral (Park, 2001). Des expériences de double hybride et
d’immunoprécipitation ont également montré I’interaction entre Ral et la CaM et ont permis
de déterminer que plusieurs sites de liaison a la CaM sont présents sur les Ral avec un seul
site calcium dépendant (Clough et al., 2002). L’activation de Ral dans des neutrophiles par
une stimulation au fMLP, un peptide chimiotactique, semble également partiellement
dépendante du calcium comme le montre la déplétion en calcium dans ces cellules (M'Rabet
et al., 1999). RalA participe également a 1’exocytose calcium dépendante de vésicules de
sécrétion dans des cellules endothéliales. Cette sécrétion peut é&tre inhibée par la
trifluoperazine, un inhibiteur de la CaM, qui inhibe également 1’activation de RalA dans ces
cellules (de Leeuw et al., 2001). Dans des cellules HeLa, la PLC381 forme un complexe
inhibiteur avec la CaM. La stimulation des cellules entraine I’entrée de calcium et le
recrutement de Ral dans le complexe inhibiteur PLC/CaM par une affinité plus importante
entre CaM et Ral. Ral, activée par la CaM peut alors activer la PLC reversant ainsi 1’effet
inhibiteur de la CaM (Sidhu et al., 2005). L’ensemble de ces expériences démontrent une

régulation de Ral par le calcium et la CaM.

3. Fonctions cellulaires

Parmi les fonctions des GTPases Ral, on trouve en plus de I’oncogénése, la
prolifération cellulaire (Chien and White, 2003), la migration cellulaire (Gildea et al., 2002),
la régulation de la formation de filopodes (Sugihara et al., 2002), la différenciation (de Ruiter
et al., 2000), la réorganisation du cytosquelette (Bhattacharya et al., 2002), le transport
vésiculaire (Moskalenko et al., 2002), I’exocytose de vésicules synaptiques (Polzin et al.,
2002) ou encore I’endocytose de récepteurs (Nakashima et al., 1999; Jullien-Flores et al.,
2000). Parmi ces fonctions, seules les plus pertinentes pour mon sujet de recherche seront
détaillées, comme la réorganisation du cytosquelette, le transport vésiculaire ou encore 1’exo-

endocytose qui sont susceptibles de jouer un role au cours de la phagocytose .
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a. Réarrangement du cytosquelette d’actine

L’activation de la RalBP1 permet aux Ral de moduler directement le cytosquelette
d’actine. En effet, la RalBP1 posséde une activit¢é GAP pour Rac et Cdc42 (Cantor et al.,
1995; Jullien-Flores et al., 1995; Park and Weinberg, 1995). Un réle de la RalBP1 a été mis
en évidence dans le maintien de I’intégrité de 1’ceuf pendant la gastrulation chez le xénope
(Lebreton et al., 2004). Pendant le développement de I’ceil chez la drosophile, Ral semble
contrdler I’activité de RhoA (Sawamoto et al., 1999) dans la régulation de 1’actine. La
formation de lamellipodes semble également dépendante de 1’activation de la RalBP1 par
RalA (Takaya et al., 2004). RalA-GTP peut également lier et activer la filamine, une protéine
de réticulation de D’actine capable de relier I’actine et les membranes, pour induire la
formation de filopodes sans passer par une activation préalable de Cdc42 qui régule
normalement ce processus (Ohta et al., 1999). De plus, dans des cellules cancéreuses, la
migration dépendante du réarrangement du cytosquelette d’actine, est inhibée par la déplétion
de RalB (et non RalA) qui provoque la disparition de fibres d’actines observées pendant la

migration (Oxford et al., 2005).

Ainsi, les GTPases Ral sont susceptibles de réguler le cytosquelette d’actine dans
différents processus tels que formation d’extensions membranaires ou migration cellulaire par
des voies agissant directement sur la voie Rac/Cdc42 ou RhoA, ou indirectement par
’activation de la filamine qui stimule la réticulation de filaments préexistants. L’activité GAP
de la RalPBI1 inhibe la polymérisation de 1’actine en inactivant les GTPases Rho. L’ apparent
paradoxe entre le role négatif de Ral sur les GTPases Rho et leur implication dans des
phénomeénes nécessitant des réarrangements de 1’actine comme 1’extension de filopodes peut
s’expliquer par la nécessité pour ces processus d’une dynamique de 1’actine et pour les
GTPases de cycler entre leur état actif et inactif pour remplir leur fonction. Les Ral

participeraient donc a la modulation d’un processus dynamique de réarrangement de 1’actine.
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b. Trafic membranaire

Le premier argument pour un rdle de Ral dans le trafic vésiculaire est sa localisation.
En effet, Ral est capable de cycler entre la membrane plasmique et des compartiments
vésiculaires intracellulaires d’endocytose et d’exocytose comme par exemple des vésicules
synaptiques (Ngsee et al., 1991; Bielinski et al., 1993) ou encore des granules denses de
plaquettes humaines (Mark et al., 1996). Le réle de Ral dans des phénomeénes de trafic
vésiculaire, est principalement lié¢ a son interaction avec le complexe de I’exocyste (Brymora
et al., 2001; Moskalenko et al., 2002; Polzin et al., 2002), un complexe de 8 protéines mis en
¢vidence chez la levure, puis caractéris¢ chez les mammiféres (Kee et al., 1997) et jouant un

role dans le recrutement et I’arrimage de vésicules au niveau de sites d’exocytose (Figure 18).

Figure 18 : Le complexe de D’exocyste
(adapté de (Camonis and White, 2005). Le
complexe est formé de 8 protéines. Le modele
proposé se présente sous la forme de deux
sous-complexes dont ’assemblage par
interaction entre Exo84 (vésiculaire) et SecS
(membranaire) est régulé¢ par RalA et RalB.

Les autres interactions montrées permettent de

voir que I’exocyste est régulé de fagon précise.

RalA/B
J De plus, Rab11 et ARF6 sont connus pour leur

role dans le trafic membranaire.

Complexe ‘ Sec5 | Sec6
de fusion 2LTON <
ec

Rho? - (ki

Sec5 et Exo84 interagissent donc directement de fagon GTP dépendante avec RalA ou
RalB (Moskalenko et al., 2002; Moskalenko et al., 2003; Jin et al., 2005), indiquant que
I’activation de Ral régule la formation du complexe de I’exocyste. Dans des cellules
épithéliales, la déplétion de RalA entraine le désassemblage du complexe et interfére avec le
recrutement de protéines spécifiques vers la membrane basolatérale alors que RalB intervient
dans la survie cellulaire (Moskalenko et al., 2002). La régulation de 1’exocyste par RalA joue
aussi un role dans I’exocytose de vésicules au niveau de sites spécifiques dans des cellules
neuroendocrines (Moskalenko et al., 2002; Moskalenko et al., 2003) ou encore le recrutement

de vésicules synaptiques au niveau des sites d’exocytose ou Ral pourrait participer a la
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plasticité synaptique (Polzin et al., 2002). Pour appréhender la complexité du fonctionnement
de Ral dans ce phénomene, il est intéressant de noter que la surexpression de RalB
catalytiquement actif ne modifie pas 1’apport vésicules vers la membrane basolatérale,
suggérant que seul RalA régule ce phénomene. En revanche, dans le cas de la migration
cellulaire, RalB semble étre le régulateur de 1I’exocyste nécessaire a 1’apport de membrane au
niveau du site de migration (Rosse et al., 2006). Ral participe donc a de nombreux
événements de recrutement de membrane dans divers types cellulaires et les deux isoformes

de Ral régulent I’exocyste dans différentes fonctions.

Ral pourrait jouer un réle au cours de la phagocytose par I’intermédiaire de la
régulation de la PLD. Les GTPases Ral sont capables d’interagir avec la PLD et ARF6 pour
former un complexe actif (Luo et al., 1998). Or, ARF6 a ét¢ impliqué dans le recrutement de
membrane au cours de la phagocytose (Niedergang et al., 2003) et la PLD pourrait participer
a la régulation de ce phénomeéne. De plus, la PLD semble jouer un rdle dans les étapes
tardives de I’exocytose régulée (Humeau et al., 2001; Vitale et al., 2001) et sa régulation dans
ce contexte peut dépendre de ARF6 et de RalA (Vitale et al., 2002; Vitale et al., 2005). Ral
est donc susceptible de participer a la fusion de vésicules avec la membrane du phagosome.
La encore, la régulation de la fusion membranaire impliquant la PLD au cours de la formation
ou la maturation du phagosome, telle qu’elle est décrite dans le chapitre précédent, pourrait

impliquer les GTPases Ral en amont de la PLD (Corrotte et al., 2006).

4. Objectifs

Dans le contexte des différents réles de Ral dans la réorganisation de 1’actine et la
régulation du trafic membranaire, il est possible que Ral soit impliqué également dans la
régulation de la phagocytose, dans la mesure ou ce processus nécessite ces deux aspects pour
la formation du phagosome. Nous avons donc cherché a démontrer un role des GTPases
Ral dans le processus de phagocytose, tout d’abord en utilisant des outils moléculaires
permettant la diminution de I’expression des deux isoformes ainsi que des formes mutées ou
non pour quantifier la phagocytose et mesurer leur apport dans ce phénomene. Nous avons
cherché a caractériser les compartiments cellulaires ou sont localisés RalA et RalB, a observer

leur dynamique de localisation ainsi que leurs effecteurs connus au cours de la phagocytose.
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I1. Résultats sur les GTPases Ral

Les protocoles expérimentaux appliqués dans les expériences suivantes sont décrits

dans I’ Annexe 2 : Matériels et Méthodes (page 101).
1. Présence et activation des GTPases Ral au cours de la phagocytose

Dans un premier temps, nous avons cherché a mettre en évidence la présence et
I’activation des GTPases Ral dans les cellules RAW 264.7 au repos et stimulées par des billes
de latex de 3um recouvertes d’IgG qui déclenchent la phagocytose par les récepteurs FcR.
Pour détecter les formes actives, liées au GTP, nous avons utilis¢ une approche par “pull-
down”, c’est-a-dire I'utilisation d’un domaine de liaison aux Ral-GTP pour précipiter RalA et
RalB actives. Les résultats sont présentés dans la Figure 19. RalA et RalB sont déja activées a
5 minutes et cette activation augmente au moins jusqu’a 20 minutes. Les deux isoformes de

Ral sont donc présentes dans les macrophages murins et sont activées au cours de la

phagocytose.
GTPyS
Billes - - 5 10 20 min
GTP-Ral == G e -
RalA
Total = = - - -
GTP-Ral | == -
RalB
Total === = * & co

Figure 19 : Activation des GTPases Ral au cours de la phagocytose. Précipitation des formes GTP de RalA et
RalB dans des cellules stimulées ou non pour la phagocytose avec des billes couplées aux IgG pendant 5, 10 ou
20 minutes. Les cellules sont lysées et les extraits incubés avec le domaine de liaison aux Ral-GTP de la RalBP1.
Les lysats des cellules non stimulées incubés avec du GTPyS servent de contrdle positif. Les précipités sont
ensuite analysé par immunoréplique avec des anticorps dirigés contre RalA et RalB et montrent la quantité de
Ral-GTP présente dans chaque condition. En paralléle, 1 & 2% des extraits (10pug de proté€ines pour RalA et 20ug

pour RalB) sont analysés, la quantité totale de RalA et RalB reste relativement constante.
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2. Localisation et dynamique des GTPases Ral au cours de la

phagocytose

La localisation des GTPases Ral a été étudiée au cours de la phagocytose. En raison du
manque d’anticorps dirigés contre la protéine RalB utilisable en immunohistochimie, nous
présentons uniquement les résultats obtenus pour RalA endogene (Figure 20A). Dans les
macrophages, RalA endogene se présente sous la forme de points dispersés a travers le
cytoplasme, parfois soulignant le membrane plasmique, suggérant un compartiment
vésiculaire. Au cours de la phagocytose, le marquage de RalA est concentré au niveau du
phagosome a des temps courts (5 minutes) comme le montre 1’augmentation de fluorescence
autour des billes en voie d’internalisation. 30 minutes apres 1’internalisation des particules, le
marquage de RalA semble plus faible autour du phagosome. Afin de disposer d’outils
moléculaires fiables pour I’étude du role des GTPases Ral au cours de la phagocytose, nous
avons examiné la localisation de constructions de RalA et RalB couplées a un “tag” myc ou a
la GFP dans des macrophages apres fixation. La localisation de RalA-myc ou RalA-GFP dans
les cellules RAW 264.7 se répartit entre des structures cytoplasmiques ponctuées ou floues et
la membrane plasmique. Au cours de la phagocytose, RalA-myc ou RalA-GFP sont présentes
au niveau du phagosome en formation aprés 5 minutes de phagocytose, mais semblent
disparaitre de la plupart des phagosomes aprés fermeture et internalisation, comme le suggére

la diminution du marquage sur les phagosomes internalisés.

Les constructions RalB-myc et RalB-GFP sont localisées principalement a la
membrane plasmique et dans des structures cytoplasmique ponctuées suggérant comme pour
RalA un compartiment vésiculaire (Figure 20B). RalB-myc et RalB-GFP sont présentes au
niveau du site de phagocytose pendant la formation du phagosome mais leur marquage

diminue au niveau de la membrane des phagosomes internalisés.
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Figure 20 : Localisation de RalA et RalB dans les cellules RAW 264.7. Images confocales de macrophages
stimulés ou non avec des billes couplées avec des IgG pendant 5 ou 30 minutes. A) Immunomarquages dirigés
contre RalA (RalA-Ac) et myc (RalA-myc) et cellules transfectées avec RalA-GFP. B) Immunomarquage de
RalB-myc et cellules transfectées RalB-GFP. Les * indiquent les billes en voie d’internalisation. Barres = 10um.

Pour déterminer la dynamique de RalA et RalB, nous avons réalis¢ des séries
d’images confocales de macrophages vivants au cours de la phagocytose. Dans les cellules
vivantes, la nature vésiculaire du compartiment intracellulaire marqué par RalA et RalB est

plus évidente que dans les cellules fixées. Dans la Figure 21A, RalA est présente a la
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membrane plasmique et sur des vésicules intracellulaires. Lors de I’internalisation de
particules RalA est recrutée au niveau du phagosome en formation, surlignant de fagon
intense la particule lors de la formation de la cupule (tétes de fleche). Puis, au moment de la
fermeture du phagosome, la partie interne du phagosome perd le marquage de RalA-GFP
(fleches) qui disparait au fur et a mesure de la membrane du phagosome jusqu’a
I’internalisation compléte. Il est a noter que la membrane des phagosomes internalisés est plus
faiblement marquée que les vésicules intracellulaire positives pour RalA. Dans le cas de
RalB-GFP, le marquage est similaire a RalA mais plus intense a la membrane plasmique que
sur les vésicules intracellulaires (Figure 21B). Au cours de la phagocytose, le marquage est
concentré au niveau de la cupule par rapport & la membrane plasmique, et RalB entoure
progressivement la particule jusqu’a la fermeture du phagosome. Dés lors, le marquage de
RalB-GFP diminue au niveau de la membrane du phagosome au fur et a mesure de son

internalisation, de la méme fagon que RalA-GFP.

Figure 21 : Dynamique des GTPases Ral au cours de la phagocytose. Séries d’images confocales de cellules
vivantes exprimant RalA-GFP (A) ou RalB-GFP (B) et stimulée avec des billes couplées a des IgG. Les *
indiquent les billes en voie d’internalisation, les tétes de fléches indiquent le marquage plus intense et les fléches

la baisse du marquage. Les images ont ét¢€ prises environ toutes les minutes. Barre = 10um.
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Ces résultats, en accord avec nos précédentes observations, suggerent que les GTPases
Ral sont recrutées au niveau du site de phagocytose puis sont progressivement exclues du
phagosome apres son internalisation. Dans 1’ensemble ces résultats suggérent un role de RalA

et RalB dans les premiéres étapes de la phagocytose.

3. Détermination des compartiments intracellulaires de RalA et RalB

Afin de déterminer les compartiments contenant RalA et RalB nous avons utilisé une
approche par co-expression de RalA ou RalB-GFP avec la cathepsin D-RFP ou I’ajout dans
les cellules transfectées de transferrine ou de LysoTracker. La transferrine est caractéristique
des endosomes précoces et de recyclage et le LysoTracker est dirigé dans les endosomes
tardifs et les lysosomes. La cathepsin D est une enzyme spécifique des lysosomes (Figure 22).
Dans les cellules vivantes controles transfectées avec RalA-GFP, RalA est présente a la
membrane plasmique et sur des vésicules marquées avec la cathepsin D et le LysoTracker et
peu avec la transferrine. Dans le cas de RalB, le méme type de marquage est observé dans les
cellules contrdles qu’avec RalA. Cependant, aprés stimulation, RalA et RalB semblent étre
partiellement co-localisés avec la transferrine, ce qui suggere qu’en plus de la membrane
plasmique et des endosomes tardifs et des lysosomes, les protéines Ral pourraient s’associer a
une population d’endosomes de recyclage. Dans les cellules stimulées, les compartiments
vésiculaires marqués par RalA et RalB sont parfois présentes a proximité des phagosomes
internalisés. Dans I’ensemble, ces résultats confirment une localisation des deux isoformes
des GTPases Ral entre la membrane plasmique et un compartiment vésiculaire de la voie
endosomale, principalement les endosomes tardifs et les lysosomes. Cette localisation semble
dynamique et pourrait dépendre de 1’état d’activation de la cellule comme le montre la

colocalisation partielle observée avec la transferrine dans les cellules stimulées.
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Figure 22 : Identification des compartiments intracellulaires des GTPases Ral. Images confocales de
macrophages vivants transfectés avec RalA-GFP ou RalB-GFP. Les macrophages sont soit co-transfectés avec la
cathepsin D-RFP ou incubés préalablement avec de la transferrine-Alexa-568 ou du LysoTracker DND99. Les
macrophages sont au repos (contrdle) ou stimulés par des billes couplées a des IgG. Les * indiquent les billes en

voie d’internalisation. Barre = 10pm.

La localisation périphérique des GTPases Ral suggere un lien avec le cytosquelette
d’actine qui se présente sous la forme d’un réseau cortical sous la membrane plasmique dans
les macrophages. Afin de déterminer si les GTPases Ral sont co-localisées avec 1’actine dans
ces cellules, nous avons réalisé un marquage de 1’actine filamentaire avec de la phalloidine
couplée a la Rhodamine dans des cellules transfectées avec RalA-GFP ou RalB-GFP et
stimulées ou non pour la phagocytose. Les résultats présentés dans la Figure 23 montrent
qu’une partie de RalA et RalB est présente a la membrane plasmique dans les cellules au
repos. Les deux isoformes colocalisent partiellement avec 1’actine filamentaire en bordure des
cellules au repos. Dans les cellules stimulées, 1’actine filamentaire présente un marquage plus
intense au niveau de la cupule de phagocytose et présente une co-localisation avec RalA et

RalB dont le marquage est également plus intense autour du phagosome naissant.
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Figure 23 : Co-localisation des GTPases Ral avec le cytosquelette d’actine. Images confocales de cellules
transfectées avec RalA ou RalB-GFP. Les cellules sont au repos (contrdle) ou incubées en présence de billes
couplées a des IgG. Apres fixation, ’actine filamentaire est marquée avec de la Phalloidine couplée a la

Rhodamine. Les * indiquent les billes internalisées. Barre = 10um.

Dans I’ensemble, ces résultats sur la localisation des GTPases Ral montrent que RalA
est localisée sur un compartiment d’endosomes tardifs et co-localise partiellement avec
I’actine cortical dans des cellules RAW 264.7. RalB est également présente sur des vésicules
de type endosomes tardifs et lysosomes mais co-localise également avec des endosomes
précoces dans des cellules stimulées. Une partie importante des GTPases Ral semble co-
localisée avec I’actine corticale en périphérie des cellules. Ces résultats suggerent que RalA et
RalB pourraient jouer un role dans le trafic membranaire par leur présence sur des vésicules
intracellulaires et dans le réarrangement du cytosquelette par leur localisation en périphérie

cellulaire au moment de la formation du phagosome.
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4. Effet et localisation de différents mutants de RalA et RalB au cours

de la phagocytose

Afin de déterminer I’implication des GTPases Ral au cours de la phagocytose, les
macrophages ont ¢été¢ transfectés avec des constructions sauvages (WT) ou mutantes
constitutivement actives (CA) ou catalytiquement inactives (DN) de RalA et RalB et la
phagocytose est quantifiée suite a ces transfections. Dans la Figure 24A, RalA CA et RalA
DN présentent une localisation intracellulaire ponctuée de type vésiculaire et parfois en
périphérie cellulaire semblable a celle observée pour la forme sauvage. Dans le cas de RalB
CA et DN le marquage est principalement localis¢ a la membrane plasmique et présente
¢galement une forme ponctuée cytoplasmique comme dans le cas de la forme sauvage. Ces
observations suggerent que la localisation des formes CA et DN des GTPases Ral ne présente

pas de différences significatives avec les formes sauvages.

La quantification de la phagocytose dans ces cellules se fait en comparant le nombre
de billes internalisées entre les cellules transfectées et les cellules non transfectées dans les
mémes champs. Des cellules contrdles sont transfectées avec la GFP pour vérifier que la
transfection des cellules n’interfére pas avec la fonction phagocytaire. Les quantifications sont
résumées dans les graphiques de la Figure 24B. La surexpression de RalA sauvage entraine
une augmentation de la phagocytose entre 34,2% + 6,4 a 5 minutes et 30,6% =+ 3,1 a 30
minutes, la construction constitutivement active une augmentation de 35,4% + 3 a 5 minutes
et 33,5% £ 7,1 tandis que le mutant inactif inhibe la phagocytose de 28,4% = 1,6 a 5 minutes
et 25,8% £ 4 a 30 minutes. Dans le cas de RalB, la surexpression de RalB sauvage, active ou
inactive conduit a une inhibition de la phagocytose de 20 a 40% (WT: 20,9% + 59 a 5
minutes et 23,6% + 2,5 a 30 minutes. CA : 38,3% =+ 12,8 a 5 minutes et 34,1% + 6,5 a 30
minutes. DN : 33% =+ 3,7 a 5 minutes et 27,5% + 9,8 a 30 minutes). Ces constructions
inhibent partiellement la capacité phagocytaire des macrophages et les résultats indiquent que
RalA semble jouer un réle positif au cours de la phagocytose tandis que RalB joue un role
négatif. L inhibition de la forme inactive de RalB pourrait étre due a un besoin de la protéine

d’alterner entre état actif et inactif pour jouer son réle dans la phagocytose.
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Figure 24 : Effet de RalA et RalB sauvages et mutées sur la capacité phagocytaire. A) Images confocales de

macrophages transfectés avec la GFP seule (contrdle) ou les formes sauvages (WT), constitutivement actives

(CA) ou inactives (DN) de RalA et RalB (couplées au tag myc), révélées avec un anticorps anti-RalA et anti-

myc respectivement. Barre = 10pm B) Quantification de la phagocytose dans les cellules transfectées avec les

différentes constructions RalA et RalB. La capacité phagocytaire des cellules transfectées est présentée en

pourcentage de phagocytose par rapport aux cellules non transfectées dans les mémes champs. Les barres

d’erreurs représentent les erreur-types et les % représentent la moyenne de trois expériences indépendantes dont

les variations sont significatives (test de Student P < 0,05).
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5. Effet de la déplétion de RalA et RalB endogenes sur la phagocytose

Afin de confirmer le réle des GTPases Ral dans la phagocytose, nous avons inhibé
I’expression de RalA et RalB endogenes par des approches d’ARN interférence (ARNiI)
duplex dont le taux de transfection avoisine les 85%. Dans la Figure 25A, I’inhibition de
I’expression de RalA (environ 80%) et RalB (environ 95%) est montrée par immunoréplique
d’extraits protéiques totaux de cellules transfectées démontrant 1’efficacité des ARNi duplex
dirigés contre RalA ou RalB. Les quantifications des effets des ARNi duplex dirigés contre
RalA et RalB, sur la capacité phagocytaire sont résumées dans le graphique de la Figure 25B.
L’inhibition de I’expression de RalA entraine une inhibition de la phagocytose (21,6% 7 a5
minutes et 21,9% =+ 4,4 a 30 minutes) tandis que I’inhibition de I’expression de RalB conduit
a une augmentation du niveau de phagocytose (43,6% = 10,3 a 5 minutes et 25,9 £ 2,7 a 30
minutes). Lorsque 1’expression des deux isoformes de Ral est inhibée, le niveau d’inhibition

de la phagocytose se situe entre 15,1% + 13,3 a 5 minutes et 33,2% =+ 2,3 a 30 minutes.
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Figure 25 : Implication des GTPases Ral endogénes dans le processus de phagocytose. Les cellules sont
transfectées 48h avec des ARNi aléatoires (contrdle) ou dirigés contre RalA ou RalB pour diminuer I’expression
de ces protéines. A) Vérification de I’efficacité des ARNi duplex sur I’expression de RalA et RalB endogénes
par immunoréplique révélant RalA et RalB. B) Capacité phagocytaire des macrophages transfectés avec des
ARNIi contrdle ou dirigés contre RalA et/ou RalB, présentée en pourcentage de phagocytose par rapport aux
cellules contrdles. Les barres d’erreur représentent les erreurs-types. Les % représentent 3 expériences

indépendantes dont les variations sont significatives (test de Student P < 0,05).

Les GTPases Ral endogénes sont donc impliquées dans le processus de phagocytose,
avec des effets opposés comme le montraient nos précédentes observations sur les effets des
constructions WT et CA de RalA et RalB et suggerent un role positif pour RalA et un role
négatif pour RalB dans la phagocytose. Les effets partiels des ARNi sur la capacité
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phagocytaire suggerent plutdt un role modulateur de RalA et RalB au cours de la phagocytose

plutdt qu’un role essentiel.

6. L’exocyste, un effecteur potentiel de Ral au cours de la phagocytose

Les différences fonctionnelles entre RalA et RalB au cours de la phagocytose
pourraient étre dues a ’interaction avec différentes protéines effectrices. C’est pourquoi nous
avons tenté d’identifier leurs partenaires. La localisation et 1’implication connues des
GTPases dans divers types de trafic membranaires, nous ont conduit a explorer la possibilité
d’une implication du complexe de 1’exocyste, dont les Ral sont des régulateurs connus, au
cours de la phagocytose. Pour cela, nous avons déterminé la localisation de Exo84, un
membre du complexe localisé généralement sur des compartiments vésiculaires recrutés vers
le site d’exocytose. Dans les macrophages, le marquage d’Exo84 se présente sous la forme de
points de fluorescence répartis dans le cytoplasme, suggérant une localisation vésiculaire
(Figure 26A). Au cours de la phagocytose, Exo84 est observé au niveau des phagosomes en
formation, visualisé par une intensification du marquage autour des billes en cours
d’internalisation. Aprés fermeture du phagosome le marquage d’Exo84 semble plus faible

autour du phagosome.

Dans un deuxi¢me temps, nous avons cherché a démontrer la formation du complexe
au cours de la phagocytose par une approche d’immunoprécipitation suivant le protocole de
Rossé et collaborateurs (Rosse et al., 2006). L’ immunoprécipitation de Sec8, un membre de
I’exocyste présent a la membrane plasmique permet de co-précipiter Exo84, présent sur des
vésicules intracellulaires, en cas de formation du complexe. Au repos, en 1’absence de
formation du complexe, Exo84 n’est pas co-précipité. Nous avons utilisé cette technique sur
des macrophages au repos et stimulés pour la phagocytose. Les résultats des immunorépliques
sont présentés dans la Figure 26B. Dans les cellules au repos, I’immunoprécipitation de Sec8
permet de détecter les protéines Sec8, Sec5 (un membre de I’exocyste présent a la membrane
plasmique avec Sec8) et une faible quantité¢ de Exo84. Dans les cellules stimulées pendant 30
minutes, la quantité de Sec8 et Sec5 précipitée reste stable tandis qu’une quantité plus
importante de Exo84 est précipitée, indiquant une interaction accrue entre Sec8 et Exo84 et
donc la formation du complexe dans les cellules stimulées. Dans ces précipités, RalA et RalB
ont pu étre détectés mais ne présentent pas de différences d’interaction en fonction de la

stimulation (résultats non présentés). Afin de déterminer I’isoforme de Ral potentiellement
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responsable de la régulation de la formation de I’exocyste, nous avons surexprimé RalA-myc
ou RalB-myc dans les macrophages et vérifié que les quantités de RalA-myc et RalB-myc
dans les extraits totaux étaient similaires (résultats non montrés). Une analyse de la formation
du complexe est présentée dans la Figure 26C et montre que les deux GTPases Ral sont co-
immunprécipitées avec Sec8. En condition stimulée, une quantité légérement plus importante
de RalA semble étre précipitée, suggérant une interaction plus importante entre RalA et

I’exocyste au cours de la phagocytose.

+ Billes

A Contréle

B C RalA-myc RalB-myc
IP-Sec8: R S IP-Sec8: R S R S
Sec8 |mww s SecS |w= w—— w— g
Secs [ - Exos4 | B8 = B
Exo84 - MYC | - - —

Figure 26 : Formation de ’exocyste au cours de la phagocytose. Les cellules RAW 264.7 sont incubées (+
billes) ou non (contrdle) pendant 30 minutes en présence de billes couplées a des IgG. A) Images confocales de
macrophages apres immunomarquage de Exo84. Les * indiquent les billes en voie d’internalisation. Barre =
10pum B) Immunoprécipitation de Sec8 dans des macrophages au repos (R) ou stimulées avec des billes-IgG (S).
Les immunoprécipités sont analysés par immunoréplique pour la présence de Sec8, Sec5 et Exo84. C)
Immunoprécipitation de Sec8 a partir de cellules transfectées avec RalA-myc et RalB-myc, au repos (R) ou
stimulées (S) pour la phagocytose. La présence de Sec8, Exo84 et myc est détectée dans les immunoprécipités

par immunoréplique.

7. La PLD interagit avec les GTPases Ral au cours de la phagocytose

Dans la mesure ou la PLD est un effecteur connu des GTPases Ral et joue un role
important au cours de la phagocytose, nous avons cherché a mettre en évidence un lien entre
ces deux protéines. Pour cela, nous avons transfecté les cellules avec des constructions PLD1-

HA et PLD2-HA et effectué une expérience d’immunoprécipitation de ces constructions en
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conditions repos et stimulées afin de vérifier D’interaction avec RalA ou RalB.
L’immunoréplique de la Figure 27 présente les résultats de 1’analyse des immunoprécipités du
tag HA. RalA est détectée dans les précipités issus des cellules transfectées avec la PLD1 et la
PLD2-HA. Dans les deux cas, la quantité de RalA détectée dans les précipités des cellules au
repos est plus importante que dans ceux des cellules stimulées. Il est a noter que la PLD1 est
plus faiblement exprimée que la PLD2 mais le rapport entre PLD1 et RalA est environ de 1
tandis que le rapport entre PLD2 et RalA est d’environ 4, indiquant une interaction plus
importante avec la PLDI1 a des niveaux d’expression similaires. Dans les mémes conditions,
la protéine RalB n’est pas détectée, suggérant une absence d’interaction ou une quantité de
RalB trop faible pour étre détectée. Nous avons co-transfecté des macrophages avec les
constructions PLDI-HA et RalA-myc ou RalB-myc et effectu¢ la méme expérience
d’immunoprécipitation (résultats non présentés). L’analyse des résultats montre qu’une
interaction entre la PLD et RalB est possible dans les conditions de surexpression bien

qu’aucune variation n’est observée entre les conditions repos et stimulé.

Transfection : PLD1-HA PLD2-HA Figure 27 : Interaction entre la PLD et RalA dans des

IP-HA: R S R S cellules au repos. Immunoprécipitation du tag HA dans
des cellules transfectées avec la PLD1-HA ou la PLD2-
HA | == - Q - HA au repos (R) ou stimulées (S). Les immunoprécipités

sont analysés par immunoréplique et révélés avec des

RalA |=« - anticorps dirigés contre le tag HA, RalA et RalB.

RalB

L’ensemble de ces résultats indiquent que les GTPases Ral sont capables d’interagir
avec la PLD dans les cellules RAW 264.7 et que RalA semble interagir préférentiellement
avec la PLDI et la PLD2 dans les cellules au repos. Ces résultats préliminaires doivent encore

étre confirmés.

73



RESULTATS : PHAGOCYTOSE & GTPASES RAL

II1. Discussion sur les GTPases Ral au cours de l1a phagocytose

Nos travaux sur les GTPases Ral dans le cadre de la phagocytose nous ont permis de
déterminer que RalA avait un role positif sur la phagocytose tandis que RalB avait un role
négatif lorsqu’elles sont surexprimées, indiquant que les deux isoformes de Ral régulent
probablement la phagocytose par I’intermédiaire de différents effecteurs. De plus, dans des
cellules vivantes, des constructions de Ral couplées a la GFP sont réparties entre la membrane
plasmique et des vésicules intracellulaires faisant partie de la voie endosomale. Les deux
formes de Ral cyclent donc entre ces deux compartiments en fonction de I’état d’activation de
la cellule. De plus, lors de la phagocytose, les deux formes de Ral sont présentes au niveau du
phagosome en formation mais disparaissent du phagosome apres fermeture indiquant qu’elles
jouent un role dans la formation du phagosome. Cette étude est la premicre a impliquer les

GTPases Ral dans le processus de phagocytose.

1. Role des GTPases Ral au cours de la phagocytose

Nous avons démontré par 'utilisation d’ARN interférence et de mutants de RalA et
RalB que les deux formes de Ral modulaient la phagocytose. RalA semble jouer un role
positif au cours de la phagocytose dans la mesure ou I’inhibition de son expression entraine
une baisse de la phagocytose et sa surexpression une augmentation. Au contraire de RalB qui
semble moduler négativement la phagocytose puisque la diminution de son expression
entraine une augmentation de la phagocytose. Il est important de noter que les effets modérés
de I’inhibition de RalA et RalB sur la phagocytose indiquent que les GTPases Ral semblent
capables de moduler I’activité des macrophages mais ne sont pas essentielles a la

phagocytose.

RalA et RalB sont des protéines partageant les mémes effecteurs et régulateurs. En
conséquence, RalA et RalB peuvent réguler les mémes fonctions bien qu’elles aient souvent
été étudiées comme une seule protéine. Cependant, des effets opposés des deux isoformes ont
été observés dans diverses études. RalA est responsable de 1’apport de vésicules a la
membrane basolatérale de cellules épithéliales tandis que RalB régule la survie cellulaire
(Moskalenko et al., 2002). Dans certaines formes de cancers, RalA participe a la croissance
tumorale et RalB semble plus importante pour la mise en place de métastases (Lim et al.,
2006). Dans des cellules cancéreuses RalA régule la prolifération tandis que RalB semble

responsable de la survie cellulaire (Chien and White, 2003). Dans ces cellules, I’idée d’une
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balance entre les deux isoformes a été proposée, conduisant a 1'une ou I’autre fonction
(Camonis and White, 2005). Les deux isoformes de Ral jouent donc fréquemment des rdles

différents comme dans notre étude.

2. Localisation des GTPases Ral au cours de la phagocytose

La localisation intracellulaire des GTPases Ral n’a pas fait I’objet d’études poussées et
nos propres observations ne permettent pas de définir précisément leur compartiment mais
indiquent que RalA et RalB se répartissent entre la membrane plasmique et une population de
vésicules endosomales et lysosomales. Dans des cellules COS ou HeLa, les GTPases Ral se
répartissent entre la membrane plasmique et un compartiment d’endosomes de recyclage au
cours du cycle cellulaire, indiquant que leur localisation peut dépendre de 1’activité ou du
cycle cellulaire (Chen et al., 2006). Dans des cellules PC12, RalA a été décrite comme étant
localisée dans des vésicules de sécrétion (Vitale et al., 2005; Li et al., 2007) ou a la membrane
plasmique (Vitale et al., 2005) et RalB est décrite également dans ces deux compartiments (Li
et al.,, 2007). Dans une étude sur le recrutement de vésicules au niveau de la membrane
basolatérale, les auteurs montrent que RalA et non RalB joue un rdle dans ce processus,
expliquant cette différence de fonction par la localisation de RalA au niveau d’endosomes de

recyclage tandis que RalB est présente a la membrane (Shipitsin and Feig, 2004).

Selon le type cellulaire et I’état d’activation de la cellule, les deux isoformes de Ral
peuvent donc étre présentes au niveau de différents compartiments vésiculaires ou la
membrane plasmique. Nos propres observations montrent une localisation de RalA et RalB
dans ces compartiments. Les différences fonctionnelles observées quant au role des GTPases
Ral dans la régulation de la phagocytose peuvent dans ce cas étre dues a des effecteurs

différents.

3. Effecteurs potentiels du role négatif de RalB au cours de la
phagocytose

Le fait que les deux formes de Ral soient recrutées au niveau de la cupule de

phagocytose mais progressivement exclues du phagosome apres sa fermeture correspond déja

a une indication de leur fonction potentielle. En effet, lors de la formation du phagosome,

différents processus sont nécessaires a I’extension des pseudopodes, dont le réarrangement du

75



RESULTATS : PHAGOCYTOSE & GTPASES RAL

cytosquelette d’actine. Dans ce contexte, les GTPases Ral sont susceptibles de réguler la
fonction de la RalBP1 qui posséde une activité GAP pour diverses GTPases de la famille Rho,
dont Rac et Cdc42 (Cantor et al., 1995), notamment impliqués dans la régulation de ’actine
au cours de la phagocytose. Cette activité GAP sous-entend que RalB pourrait suractiver la
RalBP1 pour inhiber la polymérisation de 1’actine qui entrainerait l’inhibition de la
phagocytose. La RalPBI1 a été impliquée dans divers processus cellulaires nécessitant des
modulations dynamiques de I’actine (Lebreton et al., 2004; Takaya et al., 2004). Nous avons
aussi observé que la surexpression de mutants DN de RalB entrainait également une
inhibition de la phagocytose, ce qui semble paradoxal. Cependant, il faut considérer que la
réorganisation du cytosquelette au cours de la phagocytose est un processus dynamique qui
nécessite 1’¢longation de filaments, la réticulation afin de former des réseaux ainsi que la
dépolymérisation de 1’actine lors de I’internalisation du phagosome. Il est donc possible que
I’activation comme [’inhibition de la fonction de RalB entraine une inhibition de la
phagocytose. Des expériences d’immunoprécipitation de RalA ou RalB permettraient de
déterminer si la RalBP1 est bien liée a I’'une ou ’autre isoforme et si cette liaison change au
cours de la phagocytose. De plus, 1’utilisation d’ARNi permettrait de démontrer un réle de la

RalBP1 dans le processus de phagocytose.

4. Effecteurs potentiels du role positif de RalA au cours de la

phagocytose

Le role positif de RalA pendant la phagoytose suggere la régulation d’effecteurs
différents que ceux régulés par RalB. Nous proposons deux effecteurs susceptibles de
participer a la fonction de RalA, la PLD, qui est connue pour étre régulée par Ral en synergie
avec ARF6, et I’exocyste, un complexe permettant de recruter des vésicules au niveau de sites
d’exocytose. Dans certaines cellules les deux isoformes de Ral sont capables au cours du
méme processus de réguler a la fois la PLD et I’exocyste comme c’est le cas dans
I’arborisation de neurites ou RalA régule I’exocyste et RalB la PLD (Lalli and Hall, 2005). 11
est donc possible que RalB participe tout de méme a la régulation de la PLD, bien que dans ce
cas, son effet sur la phagocytose devrait étre positif étant donné I’effet de la PLD sur la

phagocytose (Corrotte et al., 2006).
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Nos expériences d’immunoprécipitation de la PLD montrent une interaction avec
RalA endogene dans les cellules au repos et une interaction avec les deux formes de Ral dans
les cellules transfectées avec RalA et RalB-myc. De nombreuses études impliquent une
cascade de signalisation Ral/PLD, comme dans I’endocytose constitutive de récepteurs au
glutamate qui semble dépendante d’une interaction entre Ral et la PLD2 (Bhattacharya et al.,
2004). La transformation de cellules entraine également 1’activation de la PLD par RalA
(Jiang et al., 1995; Frankel et al., 1999), une activation qui semble étre dépendante des
GTPases ARF (Kim et al., 1998; Luo et al., 1998) et plus particulierement ARF6 (Xu et al.,
2003). ARF6 a également ét¢ impliquée dans la régulation de I’apport de membrane au niveau
du phagosome (Niedergang et al., 2003), indiquant la possibilité d’un complexe entre ARF6
et RalA pour I’activation de la PLD. Afin de déterminer la possibilité de cette régulation au
cours de la phagocytose, des mutants de ARF6 incapable de lier la PLD pourraient étre
utilisés dans des cellules phagocytaires. Il est également nécessaire de déterminer si RalA (ou
RalB le cas échéant) participe a la régulation de la PLD au cours de la phagocytose en
mesurant 1’activité de la PLD dans des cellules tranfectées avec des ARNi dirigés contre RalA

ou RalB.

La localisation de RalA et RalB sur des vésicules endosomales et lysosomales nous
suggere un rdle dans le trafic membranaire au cours de la phagocytose. Or, la régulation du
trafic membranaire par les GTPases Ral passe par la régulation de I’exocyste. Par exemple, le
recrutement d’endosomes de recyclage dans le processus de cytokinése est dépendant de la
formation du complexe de I’exocyste, régulée par RalA (Chen et al., 2006). RalA régule
¢galement 1’exocyste dans une forme d’exocytose GTP-dépendante dans des cellules
neuroendocrines (Wang et al.,, 2004) ou dans I’extension de lamellipodes qui nécessite
¢galement I’insertion de membrane (Takaya et al., 2004), réle qui présente des similarités
avec I’extension de pseudopodes au cours de la phagocytose. RalA est donc susceptible de
réguler cette étape du processus de phagocytose. RalB, qui a déja été impliqué dans la
migration cellulaire (Lim et al., 2006), pourrait également réguler la formation de I’exocyste
au cours de la phagocytose (Rosse et al., 2006), mais ce role est peu probable en raison de

I’effet négatif de RalB incompatible avec une régulation de I’exocyste.

Récemment, un argument en faveur d’une régulation de 1’apport membranaire par
I’exocyste au cours de la phagocytose a été apporté par une étude sur les protéines extraites a
partir de phagosomes isolés de drosophiles. Quelques 617 protéines sont présentes sur le

phagosome de la drosophile et Stuart et collaborateurs ont choisi d’illustrer la pertinence de
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leur approche systématique en étudiant par ARNi I’implication de I’exocyste dans la
phagocytose (Figure 28) (Stuart et al., 2007). L’inhibition de 1’expression de membres de
I’exocyste entraine effectivement une baisse de la phagocytose dans des macrophages de
drosophile ainsi que dans une lignée de macrophages de mammiféres. Cependant, les

régulateurs de 1’exocyste au cours de la phagocytose doivent encore étre déterminés.

Phagocytic cup — Figure28 : Modéle représentant les

\ protéines impliquées dans le recrutement de
Receptor |

o

membrane au cours de la phagocytose
(Stuart et al.,, 2007). Dans ce modéle le
complexe de I’exocyste et ses régulateurs (en
jaune), dont RalA fait partie, permettent
I’arrimage de la vésicule avec le phagosome
tandis que les protéines SNARE entrainent la
fusion a proprement parler. Le nombre de
protéines découvertes lors de cette étude
systématique des protéines du phagosome
illustre la complexité de la phagocytose et de

sa régulation.

Endosome
| Exocyst complex
- SNARE

<- " -> Exocyst interactions
<’ " > SNARE interactions

Small GTPase

Bien que cette étude démontre 1’implication de 1’exocyste au cours de la phagocytose,
sa formation et sa régulation n’ont pas été mises en évidence. Nos résultats préliminaires sur
I’implication de I’exocyste dans la phagocytose montrent que le complexe est formé suite a la
stimulation de la phagocytose. Cependant, il reste a démontrer que 1’une des deux isoformes
de Ral participe réellement a la formation du complexe pendant ce processus. Dans ce but,
nous avons cherché a déterminer une interaction entre 1’exocyste et les GTPases Ral au cours
de la phagocytose par immunoprécipitation et nos résultats préliminaires montrent que les
deux formes semblent se lier a 1’exocyste. Pour déterminer précisément quelle isoforme est
susceptible de réguler 1’exocyste, nous avons prévu d’inhiber 1’expression de 1’une ou I’autre

isoforme de Ral et de vérifier la formation du complexe dans ces conditions.
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5. Conclusion

Ces résultats obtenus sur les GTPases Ral au cours de la phagocytose démontrent que les
formes endogeénes de RalA et RalB sont impliquées dans ce processus. De plus, les effets
opposés des deux isoformes suggerent que des effecteurs différents interviennent en aval des
GTPases Ral. L’exocyste et la PLD sont deux effecteurs connus de RalA et RalB qui
interagissent avec les GTPases dans les macrophages et pourraient donc participer a leurs
fonctions au cours de la phagocytose, nous permettant ainsi de dessiner le role potentiel des
GTPases Ral au cours de la phagocytose. Dans un premier temps, lors de la formation du
phagosome, les vésicules positives pour RalA pourraient étre recrutées au niveau de la cupule
de phagocytose et RalA jouer un role dans la formation de 1’exocyste qui permettrait
d’arrimer ces vésicules au phagosome. Dans un deuxi¢me temps, RalA pourrait activer la
PLD et faciliter ainsi la fusion des vésicules avec la membrane du phagosome. Ces deux
fonctions sont compatibles avec le role positif de RalA au cours de la phagocytose. Le role de
RalB pourrait passer par une activation de 1’activité GAP de la RalBP1 entrainant 1’inhibition
de GTPases Rho et la dépolymérisation de I’actine au moment de la fermeture du phagosome
et de son internalisation. Dans I’ensemble, ces résultats suggeérent une modulation de la
phagocytose par les GTPases Ral qui pourraient dans ce cas jouer des roles avec d’autres
protéines comme ARF6 pour I’activation de la PLD. Des expériences complémentaires faisant
par exemple appel a I’utilisation systématique d’ARNi sont nécessaires pour déterminer avec

exactitudes les effecteurs de chaque isoforme au cours de la phagocytose.
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1. Résultats et hypothéses de travail

Ma theése de doctorat a porté sur la régulation de la phagocytose par la PLD, une
enzyme permettant de modifier la composition lipidique des membranes dans divers types de
processus comme la signalisation, le trafic membranaire et la fusion de vésicules et par les
GTPases Ral, impliquées dans le trafic membranaire et la dynamique du cytosquelette. Nos
¢tudes ont donc permis d’apporter des éléments pour expliquer le role de la PLD dans la
phagocytose. En effet, la PLD avait jusque 1a été impliquée dans la phagocytose par son
activité mais aucune indication sur le rdle précis des deux isoformes ou leur dynamique
n’était connu. Nous avons pu démontrer 1’implication des deux isoformes de la PLD au
niveau endogéene, leur dynamique de localisation et la localisation de la production de PA au
cours de la phagocytose. Ces résultats apportent un nouvel éclairage concernant la régulation
de la phagocytose. Par ailleurs, nous avons étudié¢ les GTPases Ral dont le role dans la
phagocytose n’avait jusqu’a maintenant pas été mis en évidence. Notre étude sur les effets et
la localisation des protéines Ral au cours de la phagocytose permet d’ouvrir de nouvelles
possibilités de régulation de la formation du phagosome tant au niveau des réarrangements de
I’actine que de 1’apport de membrane en raison de leurs effecteurs potentiels. Ces nouvelles
voies de régulation appellent a étendre notre étude aux effecteurs connus de ces GTPases dans

le contexte de la phagocytose.

Les résultats que nous avons obtenus et les techniques employées m’aménent a
discuter un certain nombre de points comme 1’utilisation de cellules vivantes pour 1’étude de
la phagocytose et du recrutement de membrane. La distinction entre régulation de 1’actine et
de I’apport de membrane par les GTPases Ral et la PLD sera ¢galement discutée, ainsi que les
voies de régulation possible pour 1’apport de membrane, 1I’importance de la taille de la
particule pour la régulation de la phagocytose et des compartiments intracellulaires recrutés

pour compenser ’internalisation du phagosome.

La formation du phagosome nécessite 1’extension de pseudopodes autour de la
particule grace a la polymérisation d’actine et a I’insertion de membrane pour compenser
I’internalisation du phagosome. Les deux protéines que nous avons étudiées ont pour intérét

d’étre capables de réguler ces deux aspects de la formation du phagosome (Figure 29).
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? Figure 29 : Fonctions de la
PLD + PA| «—— + ARF6 < PLD et de Ral dans le

Ral
l \ / l réarrangement de D’actine
et le trafic membranaire
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a. Régulation par la PLD

La PLD est susceptible d’une part d’activer la PI(4)P5K dont le produit, le P1(4,5)P,,
permet de recruter des protéines de régulation de la dynamique de 1’actine et d’autre part de
réguler I’apport de membrane, soit en régulant des acteurs du trafic membranaire comme
ARF6 ou le complexe SNARE, soit en facilitant la fusion des membranes par ses propriétés
de courbure de la membrane. Ces deux roles dans le réarrangement de I’actine et 1’apport de
membrane peuvent étre joués par ['une ou I’autre des deux isoformes de la PLD impliquées
dans la phagocytose. Nous proposons un lien entre la localisation de ces isoformes et leur
fonction dans le processus de phagocytose. Dans un premier temps, les fonctions de
signalisation et de réarrangement du cytosquelette pourraient étre jouées par la PLD2 dont la
présence a la membrane plasmique et donc au niveau du site de phagocytose en fait le
candidat logique pour la régulation des premiéres étapes de la formation du phagosome. Dans
un second temps, la PLDI1, dont la localisation sur des vésicules intracellulaires et la
dynamique indiquent un réle dans 1’apport de membrane, pourrait faciliter le recrutement de
membrane par la régulation de ARF6 ou la fusion des membranes. Bien slr ces hypothéses

sont encore a démontrer.
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b. Régulation par les GTPases Ral

Les fonctions des GTPases Ral au cours de la phagocytose pourraient étre également
réparties entre réarrangement de 1’actine et insertion de membrane. La premiére indication
pour cette hypothése est la différence d’effet de RalA et RalB au cours de la phagocytose qui
implique la régulation d’effecteurs différents. Parmi les effecteurs connus des GTPases Ral, la
RalBP1, la PLD et I’exocyste retiennent 1’attention pour leurs fonctions respectives. La
RalBP1 possede une activité GAP pour les GTPases Rac et Cdc42, deux protéines impliquées
dans la dynamique de 1’actine au cours de la phagocytose. L’effet négatif de RalB au cours de
la phagocytose peut s’expliquer par cet effecteur dans la mesure ou I’inhibition de Rac ou
Cdc42 au cours de la phagocytose entrainerait une diminution de la polymérisation de ’actine
nécessaire a I’extension des pseudopodes (Massol et al., 1998). La PLD, bien sir, est un
effecteur intéressant puisque nous 1’avons déja impliqué dans la régulation de la phagocytose.
De plus, Pactivation de la PLD par les protéines Ral pourrait étre dépendante d’une
interaction avec ARF6 un régulateur connu de I’apport de membrane au cours de la formation
du phagosome. L’exocyste permet le recrutement et 1’arrimage de vésicules au niveau d’un
site d’exocytose et sa régulation par les GTPases Ral a été mise en évidence dans divers
processus cellulaires. L’exocyste joue également un réle dans la phagocytose (Stuart et al.,
2007) et constitue donc une cible logique pour les GTPases Ral et plus particulierement RalA

dont le role positif au cours de la phagocytose pourrait passer par cet effecteur.

2. Etude du trafic membranaire dans des cellules vivantes

Dans le but de démontrer un role de la PLD1 dans la fusion des vésicules avec la
membrane du phagosome, j’ai effectué pendant trois mois des expériences de mesure de la
capacité membranaire des macrophages pendant la phagocytose dans le laboratoire du Dr
Rettig a Homburg en Allemagne. Ces expériences, qui visaient a montrer la régulation de
I’insertion par la PLD, n’ont abouti a aucun résultat, les cellules refusant de phagocyter
lorsqu’elles étaient patchées. Ces échecs nous ont conduit a rechercher d’autres méthodes
pour ’étude de I’apport de membrane au cours de la phagocytose. En dehors de ces mesures
de capacité membranaire, seule la vidéo microscopie et la microscopie électronique présentent
la résolution spatiale ou temporelle nécessaire pour étudier et visualiser le recrutement de

membrane au cours de la formation du phagosome.
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L’¢tude de la phagocytose dans des cellules vivantes comporte plusieurs avantages
mais également des inconvénients qu’il s’agit de comprendre. Tout d’abord, la surexpression
de protéines fluorescentes pose le probléme d’une modulation du réle endogene de la protéine
en raison de son expression trop importante et d’une localisation potentielle dans des
compartiments dont elle est normalement absente. De plus, I’insertion d’une protéine
fluorescente peut entrainer des modifications de I’activité ou de la régulation de la protéine
d’intérét. Ces facteurs sont donc importants a vérifier avant d’effectuer des études sur des
cellules vivantes. Ensuite, 1’expression de protéines fluorescente et I’étude de leur dynamique
en temps réel présentent de nombreux avantages comme la visualisation exacte de leur
localisation au cours du phénoméne de phagocytose, ce que la fixation des cellules rend
impossible puisque malgré la synchronisation par centrifugation des particules, il est difficile
d’appréhender le début réel de I’internalisation. La phagocytose est un processus idéal pour
I’é¢tude de la dynamique de protéines dans des cellules vivantes dans la mesure ou le site
d’activation de la phagocytose est facilement identifiable et provoque une dynamique
polarisée des protéines recrutées. De plus, la possibilité de faire varier la taille et le type de
particule est un avantage pour visualiser facilement le recrutement et comparer la localisation

de protéines d’intérét.

Par ailleurs, notre propre expérience montre que la fixation de cellules pour étudier la
localisation de protéines fluorescentes peut entrainer des changements de localisation ou des
destructions de la structure des compartiments vésiculaires et fausser ainsi les résultats. Dans
les cellules vivantes en revanche, la dynamique des protéines fluorescentes, sous réserve
d’une localisation correcte de la protéine surexprimée, refléte plus exactement la réalité. La
dynamique de protéines ou de marqueurs fluorescents permet donc de suivre le mouvement
des vésicules intracellulaires vers leur destination finale. L’utilisation de techniques
d’imagerie du vivant comme le FRET peut permettre d’affiner les connaissances sur la
dynamique des protéines comme 1’ont montré les études menées sur la dynamique des
GTPases Rho au cours de la phagocytose (Hoppe and Swanson, 2004). Le TIRF (Axelrod et
al., 1983) qui permet de visualiser les événements d’exocytose ou de recrutement de protéines
au niveau de la membrane plasmique pourrait aussi étre utile dans des expériences de
phagocytose “frustrée” (Eng et al., 2007),ou des anticorps recouvrent la lamelle de culture et
les macrophages sont sédimentés a 4°C. Aprés changement de milieu a 37°C, le macrophage
tente en quelque sorte de phagocyter la lamelle recouverte d’anticorps (qui constitue ainsi une

trés grosse particule) et déclenche la signalisation de la phagocytose ainsi que le recrutement
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de vésicules, visible en TIRF au moment de leur approche prés de la membrane plasmique. I1
serait ainsi possible de déterminer la dynamique exacte de recrutement des différents
compartiments, par exemple positifs pour la PLD1 ou pour les GTPases Ral (c’est a dire les

endosomes tardifs et les lysosomes) et de visualiser leur exocytose si tel est le cas.

L’autre fagon de déterminer le role d’une protéine dans le recrutement de membrane
consiste a utiliser la microscopie électronique qui permet de visualiser finement la structure
de la cellule et plus particulierement la zone de phagocytose et d’observer 1’état du
recrutement de membrane dans des cellules traitées comparées a des cellules contrdles. Il
serait ainsi possible de repérer un défaut de recrutement ou de fusion de membrane au niveau
du phagosome par I’augmentation de la quantité de vésicules autour du phagosome en

formation.

3. Régulation du cytosquelette d’actine au cours de la phagocytose.

La PLD et les GTPases Ral sont susceptibles de réguler le réarrangement de 1’actine
au cours de la phagocytose par ’intermédiaire de différents effecteurs. Ce réarrangement de
I’actine est important pour I’extension des pseudopodes et est régulé par divers acteurs
impliqués dans la phagocytose. L’activation des récepteurs FcR entraine la stimulation des
GTPases de la famille Rho. Cdc42 semble contrdler la localisation et I’activation de WASP et
d’Arp2/3 en synergie avec le PI(4,5)P, et entrainer la polymérisation de I’actine nécessaire a
I’extension des pseudopodes. De son coté Racl semble impliquée dans la fermeture du
phagosome et conduit a I’activation des protéines WAVE/Scar en amont de Arp2/3. Plusieurs
autres protéines régulant la dynamique de I’actine sont dépendantes directement ou
indirectement des GTPases Rac et Cdc42 au cours de la phagocytose comme la gelsoline et la
cofiline jouant sur la fragmentation ou la dépolymérisation de 1’actine respectivement. Ces
régulations peuvent dépendre de kinases sous le contréle de Rac ou Cdc42 ou encore de la

présence de P1(4,5)P, dans I’environnement du phagosome (Castellano et al., 2001).
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a. Régulation par la PLD

Les phosphoinositides sont des régulateurs importants du recrutement de protéines a la
membrane plasmique et ont été impliquées dans le réarrangement de 1’actine lors de la
formation du phagosome (Yeung et al., 2006). La PLD2 est localisée a la membrane
plasmique et peut donc étre activée deés le début de la signalisation de la phagocytose,
entrainant I’activation de la PI(4)P5 et la production de PI1(4,5)P, qui permet le recrutement de
diverses protéines du réarrangement du cytosquelette d’actine. D’autre part le PI(4,5)P;, est
capable d’activer la PLD et participerait ainsi a une boucle de rétroaction positive qui pourrait
amplifier le signal issu des récepteurs phagocytaires. Cette boucle positive pourrait réguler le
recrutement rapide et massif de protéines de régulation de 1’actine comme le complexe
Arp2/3 et entrainer une polymérisation de ’actine adaptée a la taille des particules entourées
par les pseudopodes. Dans ce cas, plus il y aurait de récepteurs activés lors de la phagocytose

et plus cette boucle de rétroaction pourrait augmenter la polymérisation de 1’actine.

Le PI(4,5)P; peut ensuite étre métabolis¢ par la PI(3) Kinase en PI(3,4,5)P5 qui recrute
d’autres types de protéines comme la myosine dont le rdle au cours de la phagocytose est de
créer les forces de tension sur la membrane pour I’extension des pseudopodes. La PLD
pourrait donc étre a la base de la signalisation permettant la polymérisation de 1’actine et la
force contractile tirant sur la membrane lors de l’extension des pseudopodes. Il serait
intéressant de vérifier la production de PI(4,5)P, dans des cellules dont 1’expression de la
PLD2 a été inhibée préalablement pour voir si cette cascade de signalisation est réellement
présente dans les macrophages lors de la phagocytose. La localisation de la PI(4)P5 Kinase
pourrait étre comparée avec celle de la PLD2 et la production de PI(4,5)P, localisée avec une

sonde spécifique dans des expériences de vidéomicroscopie.

b. Régulation par les GTPases Ral

Par la suite, aprés formation et fermeture du phagosome, le cytosquelette constitue une
barriere qu’il faut dépolymériser afin de permettre 1’internalisation du phagosome. En accord
avec ce principe, 1’étude de I’activité des GTPases de la famille Rho impliquées dans la
polymérisation de I’actine au cours de la phagocytose montre que ces GTPases sont inactivées
aprés la fermeture du phagosome (Hoppe and Swanson, 2004). RalB pourrait participer a
I’inactivation des GTPases Rho lors de cette étape par I’intermédiaire de la RalBP1 qui

possede une activité GAP qui inhibe les GTPases Rho. Pour impliquer spécifiquement RalB
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dans cette étape du processus, il est nécessaire de déterminer sa dynamique d’activité
exactement. Pour cela, des études utilisant des outils d’imagerie du vivant sont nécessaires,
comme le FRET qui permettrait, par 1’utilisation de sondes fluorescente capables d’interagir
avec la forme active liée au GTP de RalB, de déterminer la localisation de RalB-GTP. Des
constructions de RalA couplé a un domaine de liaison a RalA-GTP et comportant deux
fluorophores ont été utilisées pour étudier la régulation de la PI(3) Kinase et permettent de
localiser précisément la protéine active (Yoshizaki et al., 2006). L’utilisation d’une sonde
similaire pour RalB et RalA dans des cellules phagocytaires permettrait de distinguer leur
dynamique d’activation et donc leur fonction au cours de la phagocytose. L’ utilisation de
cellules vivantes dans ce contexte semble donc tout indiquée pour une étude visant a

déterminer la dynamique de ces protéines.

4. Régulation de ’apport de membrane

L’apport membranaire au cours de la phagocytose est démontré par 1’implication de
divers membres du complexe SNARE au cours de la phagocytose qui implique la fusion entre
vésicules et membrane du phagosome. La Vamp3, marqueur des endosomes de recyclage, est
nécessaire a la formation du phagosome. En effet, la toxine tétanique qui clive la Vamp3
empéche la formation du complexe SNARE et donc la fusion de vésicules avec la membrane
plasmique et inhibe également la phagocytose (Hackam et al., 1998). La Vamp7 est présente
sur des vésicules de type endosomes tardifs et semble jouer un rdle dans 1’apport de
membrane au cours de la phagocytose (Braun et al., 2004). La syntaxine 18 est, elle,
spécifique du réticulum endoplasmique et a pu étre impliquée dans la phagocytose
(Hatsuzawa et al., 2006). Ces ¢études démontrent donc que I’exocytose focale de vésicule au
cours de la phagocytose répond aux mémes critéres que I’exocytose régulée classique
impliquant les protéines SNARE. Ces protéines peuvent également servir a discriminer les
divers compartiments impliqués dans I’apport de membrane au cours de la phagocytose.
L’¢tude sur le role du PA dans la formation du complexe SNARE in vitro (Liu et al., 2007)
suggere que la PLD pourrait éventuellement réguler la SNAP23 ou la syntaxine et les
changements de conformation du complexe SNARE nécessaires a 1’exocytose focale au cours
de la phagocytose dans les macrophages. Ce role de la PLD dans la régulation des protéines
SNARE (Liu et al., 2007) est susceptible d’étre joué par la PLD2 déja présente a la membrane

du phagosome tandis que la facilitation de la fusion des membranes (Kooijman et al., 2003)
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peut étre dépendante des deux isoformes, la PLD1 régulant également les événements de

fusion et fission qui interviennent au cours de la maturation du phagosome.

Le trafic membranaire au cours de la phagocytose est également régulé par d’autres
acteurs. ARF6 est connu pour son rdle dans le trafic membranaire (D'Souza-Schorey et al.,
1998) et joue un role dans le recrutement d’endosomes précoces (Niedergang et al., 2003) qui
pourrait passer par la régulation, en synergie avec les GTPases Ral, de la PLD. Parmi les
acteurs du recrutement et de 1’arrimage de vésicules avec un site d’exocytose, I’exocyste a été
impliqué récemment dans la phagocytose (Stuart et al., 2007) et ses sous unités sont régulées
par différents acteurs du trafic membranaire. ARF6 est présent sur les endosomes précoces et
peut interagir avec Secl0. Les GTPases de la famille Rho et plus particulierement Cdc42
semblent réguler la localisation de Sec3 qui servirait de point de repére pour la localisation et
la formation du complexe (Guo et al., 2001; Zhang et al., 2001). L’interaction de Rab11 avec
la protéine de I’exocyste Secl5 est GTP dépendante (Zhang et al., 2004) et permet de réguler
la localisation de Rab11 (Wu et al., 2005) importante pour le trafic d’endosomes de recyclage
impliqués dans la formation et la maturation du phagosome (Cox et al., 2000; Damiani et al.,
2004). L’exocyste est donc un candidat idéal pour le recrutement et 1’arrimage de vésicules au
niveau du phagosome et représente sans doute un acteur central de ce processus en raison de
son interaction possible avec de nombreux autres acteurs de la phagocytose (Camonis and

White, 2005) et pourrait étre régulé par RalA.

5. L’insertion de membrane compense I’internalisation du phagosome

Au départ, le phagosome ¢tait considéré comme dérivant totalement d’une
invagination de la membrane plasmique, mais certaines observations indiquent que la surface
globale de la cellule ne change pas suite a la phagocytose méme dans le cas de I’ingestion de
grandes particules. Des expériences de mesure de capacitance en patch clamp ont permis de
démontrer que la capacité membranaire de la cellule évolue entre la formation et la fermeture
du phagosome (Figure 30) indiquant que 1’insertion de membrane accompagne la formation
du phagosome (Holevinsky and Nelson, 1998), confirmant ainsi les indications apporté par les

¢tudes sur les protéines SNARE.
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Figure 30 : Modéle de I’exocytose focale expliquée par la capacité membranaire (adapté de (Di et al.,
2003). Dans une premiére phase d’exocytose focale, des vésicules sont insérées au niveau du phagosome afin de
compenser ’internalisation du phagosome apreés fermeture (deuxiéme phase). En conséquence, le signal en
capacitance montre une augmentation du signal pendant la phase de formation du phagosome, suivie d’une

diminution rapide au moment de la fermeture du phagosome.

Il est donc important de définir les conditions dans lesquelles la signalisation entraine
ce recrutement de membrane. Nous avons déterminé dans notre étude, que la phagocytose de
billes de latex de 3 et 6um entrainait le recrutement de vésicules PLD1 positives, définies
comme des endosomes tardifs et des lysosomes. Cependant, il est possible que des particules
différentes, plus petites, n’auraient pas entrainé le recrutement de ces compartiments vers le
site de phagocytose. Certaines expériences suggerent que le niveau de recrutement de
membrane est dépendant de la taille ou de la quantité de particules a internaliser. Les
variations de capacité membranaire sont dépendantes de la taille de la particule internalisée,
suggérant que la taille du phagosome fait varier la quantité de vésicules a faire fusionner avec
la membrane plasmique (Holevinsky and Nelson, 1998). La PI(3) Kinase, un acteur important
de la réorganisation de lipides impliqués dans le trafic de membranes, est activée au cours de
la phagocytose et I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques entraine une baisse du niveau de
phagocytose indépendante de la réorganisation du cytosquelette d’actine (Araki et al., 1996).

Les effets d’inhibiteurs de la PI(3) Kinase sont dépendants de la taille de la particule a ingérer
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indiquant que I’importance de I’insertion membranaire est proportionnelle a la taille de la
particule (Cox et al., 1999). Cette relation entre taille de la particule et recrutement de
vésicule entraine les questions suivantes : 1) Est-ce que les différents compartiments sont
recrutés en fonction de la taille de la particule ? 2) La PLD et les GTPases peuvent-elles étre

impliquées en fonction de la taille de la particule a internaliser ?

Les compartiments endosomaux ont longtemps constitué I’essentiel des sources
connues de membranes au cours de la formation du phagosome. Les endosomes précoces ou
de recyclages semblent étre recrutés rapidement comme [’illustrent les études sur la
relocalisation et le réle de la Vamp3 (Bajno et al., 2000) et de Rab11 (Cox et al., 2000) dans
ce processus. Les endosomes tardifs sont également des sources de membranes recrutées au
cours de la phagocytose comme le montre la localisation de la Vamp7 au cours de ce
processus (Braun et al., 2004). Aucune étude ne semble montrer de modulation du
recrutement de ces compartiments en fonction de la taille des particules, contrairement aux

lysosomes et au réticulum endoplasmique.

a. Recrutement des lysosomes

Les lysosomes participent a la formation et la maturation du phagosome. En plus de
I’apport de membrane, la destruction de bactéries par les enzymes lysosomales est une des
raisons avancées de I’exocytose de lysosomes vers le phagosome. Plusieurs expériences ont
montré le recrutement de marqueurs spécifiques des lysosomes dés le début de la phagocytose
et la formation du phagosome dans des neutrophiles (Tapper et al., 2002; Czibener et al.,
2006). Une étude sur le role des lysosomes dans la formation du phagosome montre qu’ils ne
sont impliqués que dans le cas de particules de grande taille (> 3pum) ou nombreuses,
indiquant que le recrutement de lysosomes est régulé par la taille de la particule (Czibener et
al., 2006). Dans notre étude, les vésicules PLD1 positives correspondent a des endosomes
tardifs et des lysosomes, confirmant ainsi le recrutement de ces deux compartiments vers le
phagosome. Dans nos expériences, les particules utilisées pour déclencher la phagocytose
sont de grandes tailles (3um ou 6um) et correspondent donc aux conditions décrites pour le
recrutement des lysosomes. Par conséquent, la PLD1 pourrait ne jouer un role que dans la
phagocytose de grandes particules. Dans ces conditions, il serait donc intéressant de tester

I’implication de la PLD1 lors de la phagocytose de petites particules (entre 0,5 et 1pum).
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Dans le cas des GTPases Ral, nos expériences de localisation montrent que les deux
isoformes sont également localisées sur des endosomes tardifs et lysosomes (colocalisation
avec LysoTracker et cathepsin D) et qu’elles peuvent donc jouer un réle dans la régulation du
trafic membranaire au cours de la formation et de la maturation du phagosome. Les GTPases
Ral étant connues pour réguler la PLD dans un complexe avec ARF6, un acteur du
recrutement de vésicule lors de la phagocytose, il est possible que la formation de ce
complexe actif comprenant Ral/ARF6/PLD soit nécessaire au recrutement de lysosomes lors
de la phagocytose de grandes particules. Il existe une indication pour une modulation de
I’action de ARF6 en fonction de la taille de la particule. Dans 1’étude de Balana et
collaborateurs, 1’invasion par la bactérie Chlamydia est dépendante de ARF6 mais ne conduit
pas a l’activation de la PLD mais a une régulation du cytosquelette d’actine (Balana et al.,
2005). La taille de Chlamydia est de 0,3um et pourrait constituer une particule trop petite
pour déclencher une signalisation entrainant 1’activation de la PLD par ARF6 pour réguler

I’apport de membrane.

Le recrutement de vésicules PLD1 positives définies comme étant des endosomes
tardifs et des lysosomes, pourrait également étre dépendant de la taille des particules et étre
régulé par le calcium et la Synaptotagmine VII comme 1’a suggéré une étude récente sur le
recrutement de lysosomes (Czibener et al., 2006). Ce point mériterait d’étre examiné en
faisant varier la concentration en calcium extracellulaire et la taille des billes utilisées pour

déclencher la phagocytose dans des cellules transfectées avec la PLD1.

b. Recrutement du réticulum endoplasmique

Parmi les sources de membranes nécessaires a la formation du phagosome, il est
surprenant de compter aussi le réticulum endoplasmique (RE), comme 1’ont montré des
expériences de protéomique du phagosome (Garin et al., 2001) ainsi que des expériences
biochimiques et de microscopie é€lectronique montrant la présence de marqueurs du RE
comme la calnexine sur la membrane du phagosome dés sa formation (Gagnon et al., 2002).
La vision de I’implication du RE comme source de membrane a cependant été contestée par le
groupe de Grinstein dans une étude importante sur diverses protéines du réticulum
endoplasmique et avec de nombreuses approches techniques (Touret et al., 2005). Cependant,
d’autres laboratoires ont depuis obtenus des résultats impliquant des protéines du réticulum
endoplasmique tel que calnexin et calreticulin (deux protéines capables de lier le calcium)

(Muller-Taubenberger et al., 2001; Guermonprez et al., 2003) ou encore des protéines du
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complexe SNARE spécifiques de ce compartiment (Muller-Taubenberger et al., 2001;
Guermonprez et al., 2003; Becker et al., 2005; Hatsuzawa et al., 2006) au cours de la
phagocytose. L un dans 1’autre, ces résultats semblent démontrer un réle du RE dans 1’apport
de membrane pendant la formation du phagosome. De plus, le recrutement du RE semble étre
régulé également par la taille de la particule a ingérer dans la mesure ou pour la phagocytose
de particules de 3um implique des protéines SNARE du RE, ce qui n’est pas le cas pour
I’ingestion de particules de 0,8um (Becker et al., 2005). Ces données pourraient expliquer que
certaines études ne parviennent pas a impliquer ce compartiment dans le processus de
phagocytose. Pour ma part, I’implication fonctionnelle de certaines protéines du réticulum
endoplasmique me semble importante pour la démonstration du role du réticulum

endoplasmique dans ce processus.

Une étude sur le bourgeonnement de vésicules a partir du RE a montré que la PLD
pouvait réguler la formation de ces vésicules par la protéine COPII (Pathre et al., 2003). Dans
notre étude, nous n’avons pas cherché¢ a montrer la présence de PLD sur des structures
positives pour des marqueurs du RE. Sachant que la PLD peut réguler le bourgeonnement de
vésicules du RE et I’apport de membrane au cours de la phagocytose, un lien entre les deux
processus n’est pas exclu. Il serait donc intéressant de vérifier si la PLD ne colocalise pas
¢galement avec des marqueurs du RE au cours de la phagocytose dans les conditions

nécessaires pour observer le recrutement de ce compartiment.

De plus, les effets des GTPases Ral dans la phagocytose de billes de 3um montrent
simplement une modulation du phénomeéne, suggérant qu’un role potentiel de Ral dans le
trafic membranaire au cours de la phagocytose pourrait étre dépendant de la taille de la
particule. Des expériences faisant varier la taille (entre 0,5 et 6um) et le nombre des particules
permettrait de déterminer 1’impact des GTPases Ral dans I’internalisation de petites particules
et de comprendre leur importance dans la régulation de la phagocytose. De fagon générale, les
¢tudes sur le recrutement membranaire et méme la régulation de I’actine au cours de la
phagocytose devraient faire varier la taille des particules afin de déterminer leur impact. Ce
type d’expériences a en effet pi montrer que les lysosomes et le RE se comportaient
probablement comme des sources de membrane complémentaires lors de l’ingestion de

grandes particules.
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6. Conclusions

Nos résultats sur la PLD et les GTPases Ral et les données de la littérature nous ont
amené a proposer un modele hypothétique de la régulation de la phagocytose par ces
protéines, résumé dans la Figure 31. Dans un premier temps, la PLD2, présente a la
membrane plasmique, pourrait activer la PI(4)PSK dont le role est de réguler la
polymérisation du cytosquelette d’actine. La PLD2 pourrait aussi participer a la régulation de
la localisation d’acteurs de 1’exocytose focale comme les protéines du complexe SNARE.
Dans un deuxiéme temps, la GTPase RalA, présente sur des vésicules recrutées pendant la
formation du phagosome, régulerait la formation de I’exocyste qui permettrait le recrutement
et ’arrimage de ces vésicules au niveau du phagosome. Ensuite, la PLD1, activée par RalA,
peut-étre en complexe avec ARF6, pourrait faciliter I’étape de fusion des vésicules recrutées
avec la membrane du phagosome en changeant la courbure des membranes. La derniére étape
implique un role de RalB dans la dépolymérisation du cytosquelette d’actine afin de permettre
la fermeture et I’internalisation du phagosome. RalB pourrait activer la RalBP1 et entrainer
I’inhibition de Cdc42 ou Rac et conduire au démantélement de 1’actine. Par la suite, la PLD1
et les GTPases Ral, présentes sur des endosomes tardifs et des lysosomes, pourraient encore
réguler le recrutement et la fusion de vésicules avec le phagosome lors des étapes de

maturation.
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SNAP23

Exocyste

Figure 31 : La PLD et les GTPases Ral lors de la formation du phagosome. les quatre étapes sont: 1)
régulation de la polymérisation de I’actine. 2) recrutement de vésicules au niveau du site de phagocytose. 3)
régulation de la fusion des vésicules avec le phagosome. 4) régulation de la dépolymérisation du cytosquelette

d’actine lors de la fermeture du phagosome.

En définitive, au fur et a mesure des études menées sur le recrutement de membrane au
cours de la phagocytose, divers compartiments aux réles différents et aux modes de régulation
différents surgissent et dessinent un schéma de plus en plus complexe. En effet, une
caractéristique qui semble se confirmer au cours de ces études est la diversité des sources et
des régulations car chaque type de compartiment est recruté en fonction de critéres précis
comme la taille ou le nombre des particules internalisées. Reste a dégager un schéma
d’ensemble permettant de comprendre les conditions de I’implication de ces différents
compartiments au cours de la phagocytose. On peut cependant déja tracer la ligne générale
suivante : le recrutement de membrane et/ou I’extension des pseudopodes au cours de la
phagocytose sont dépendants de la taille de la particule. Plus la particule est de taille
importante et plus il faut étendre les pseudopodes autour de celle-ci et donc polymériser
d’actine et plus il faut de membrane pour compenser 1’internalisation du phagosome. Ceci

implique d’une part I’amplification du signal des récepteurs vers le réarrangement de I’actine
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et d’autre part le recrutement de compartiments endosomaux de plus en plus tardifs comme
les lysosomes, puis le réticulum endoplasmique. De plus, ce recrutement membranaire est
dans tous les cas dépendant de la formation du complexe SNARE comme le montre les
différentes études sur ces protéines au cours de la phagocytose. Enfin, on peut également
postuler que chaque compartiment impliqué dans 1’apport de membrane au cours de la
formation du phagosome, joue un réle supplémentaire dans la fonction phagocytaire. En effet,
les lysosomes peuvent par exemple participer a 1’acidification précoce du phagosome et a
I’apport d’enzymes permettant ainsi de détruire rapidement l’agent pathogeéne en voie
d’internalisation. Dans le cas du réticulum endoplasmique, on peut penser que la présentation
de I’antigéne constitue une fonction supplémentaire par rapport a I’apport membranaire a

proprement parlé.

De nombreuses questions restent donc ouvertes quant a la régulation de I’actine et de
la fusion des vésicules avec la membrane du phagosome ainsi que les voies de signalisations
permettant de recruter spécifiquement tel ou tel compartiment et leur fonction exacte au cours
de la phagocytose. Les réponses a ces questions impliquent la compréhension de la régulation
par la taille de la particule, le réle joué par les différents types de récepteurs et la fonction de

chaque compartiment dans la formation et la maturation du phagosome.
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I. Annexe 1 : Ciesielski-Treska J et al., 2004

Lors de mon DEA, j’ai participé a I’élaboration de certaines expériences dans le cadre

de ’article suivant :

Fibrillar prion peptide (106-126) and scrapie prion protein hamper
phagocytosis in microglia.

Ciesielski-Treska J, Grant NJ, Ulrich G, Corrotte M, Bailly Y, Haeberle AM,
Chasserot-Golaz S, Bader MF

Glia. 2004 Apr 15;46(2):101-15.
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II. Annexe 2 : Matériels et méthodes relatifs a 1’étude des

GTPases Ral
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1. Culture cellulaire

Les macrophages murins de la lignée RAW?264.7 ont été cultivés en milieu RPMI
Glutamax 1640 (Gibco) (HEPES 10 mM, Na pyruvate 1 mM, [-mercapto-éthanol 0.05 mM,
streptomycine 10° M et pénicilline 5x10* U/L) complémenté avec 10% de sérum bovin

inactivé a 55°C pendant 30 min.

2. Anticorps

Pour les différentes expériences d’immunolocalisation (IL) et immunoréplique (IR),

les anticorps primaires suivants ont été utilisé :

Tableau des anticorps primaires

Espece | Cible Dilution | Dilution | Marque
IR IL
Souris | RalA 1:1000 1:200 BD Bioscience
Chevre | RalB 1:500 / Santa Cruz Biotechnology
Souris | Sec8 1:1000 / BD Bioscience
Lapin | Sec5 1:500 / Gentaur
Lapin | Exo84 1:500 1:100 Gentaur
Souris | B-Actine (clone AC-15) | 1:10000 |/ Sigma-Aldrich
Souris | myc (clone 4A6) 1:2000 1:300 Upstate Biotechnology
Souris | HA 1:1000 Covance

En IL, les anticorps secondaires (Molecular Probes) suivants ont été utilisés : chévre
anti-IgG humaines couplés a I’ Alexa 488 ou 555, 1:1000 pour marquer les billes couplées aux

IgG humaines. Les anticorps secondaires utilisés sont des chévre anti-souris ou anti-lapin
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couplés a 1’Alexa 488 ou 555 selon le protocole, dilués a 1:1000 et un ane anti-chévre couplé

a I’Alexa 1:1000.

3. Plasmides

Les plasmides suivants ont été utilisés: RalA (simien X04328.1) sauvage (RalAWT) et
formes mutées (RalA23V, RalA28N) intégrées a un plamide pRKS (Vitale et al., 2005), RalB
(humain X15015.1) sauvage (RalB WT) et formes mutées, RalB23V and RalB28N intégrées
au plasmide pRK5-mye, fournis par le Dr Allan Hall. RalA WT et RalB WT ont été clonés
dans des vecteurs pRK5-myc et pEGFPC1 suivant le protocole de (Lalli and Hall, 2005). Les
plasmides pCGN-PLD1b humaine (PLD1-HA) et pCGN-PLD2 murine (PLD2-HA) ont été
fournis par le Dr M. Frohman (SUNY, New York, EU). Le plasmide contrdle correspond au
vecteur vide pEGFPC1. Avant utilisation, les séquences de toutes ces constructions ont été

vérifiées.

4. Clonage de RalA et RalB sauvages

Le clonage de constructions RalA WT et RalB WT s’est fait par PCR au sein des sites
de restriction BamHI et Xbal. La premicre étape consiste a amplifier I’insert des plasmides
RalA WT pRKS5 et RalB WT pRKS et a ajouter les sites de restrictions de par et d’autre des
insert par PCR. La solution de PCR (ADN 20ng ; SuL de tampon ; MgCl, 1,5uM ; dNTP
0,2mM ; primers 0,2uM ; Taq polymérase (Sigma) 2,5 U) est chauffée a 95°C pendant Smin
puis subit 25 cycles de dénaturation (95°C ; 30s), d’hybridation (53°C, 30s) et élongation
(72°C, 60s) puis est chauffée a 70°C pendant 10min. L’insert amplifié est ensuite purifié avec
le kit de purification Qiagen. Les vecteurs pRKS5-myc et pEGFPCI1 sont ensuite amplifiés par
transformation de bactéries (ces batéries non méthylante sont utilisées car I’enzyme Xbal
nécessite 1’absence de méthylation sur son site de restriction) SC110 compétentes selon le
protocole suivant. Les bactéries sont décongelées sur glace puis mélangé a I’ADN du vecteur
(100uL. de bactérie et 1ul. d’ADN) puis incubées 10min sur glace. Ensuite, un choc
thermique est appliqué a 42°C pendant 45s et les bactéries remise sur glace pendant 2min. Les
bactéries sont ensuite cultivées dans ImL de milieu LB liquide sans antibiotiques avec
agitation pendant 45min a 37°C et finalement étalées (100 uL par boite) sur boite de LB
solide avec antibiotique (Ampicilline pour pRK5-myc et Kanamycine pour pEGFPC1) et
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cultivées une nuit. Les colonies résultant de cette transformation sont ensuite amplifiées et les
vecteurs purifiés par miniprep selon le protocole du kit Qiagen. Les vecteurs ainsi amplifiés
font I’objet de digestions avec BamHI et Xbal afin de pouvoir insérer les constructions RalA
et RalB dans ces sites de restrictions. Les vecteurs digérés sont ensuite séparés sur gel
d’agarose 1% par électrophorése, les bandes contenant le vecteurs sont découpées et I’ADN
purifiés grace au kit de purification sur gel de Qiagen. La derniére étape consiste a insérer la
séquence d’intérét par ligation (vecteur 100ng ; insert 12,5uL) avec la ligase TADNA pendant
la nuit a 24°C. Le produit de ligation est ensuite amplifié par transformation de bactéries

DH5a compétentes selon le méme protocole que précédemment et purifi¢ a I’aide du kit

Qiagen.

5. Transfection des plasmides

Les cellules sont transfectées par électroporation suivant le Kit Electrobuffer (Cell
Projects). Pour chaque transfection, environ 8 x 10° cellules sont resuspendues, centrifugées a
800rpm (90g) pendant Smin puis le milieu éliminé. Les cellules sont lavées dans 3mL de
solution de lavage du kit, puis centrifugées et resuspendu dans 240uL de solution
d’¢électroporation contenant 2,5mM d’ATP et 4mM de glutathion et 20png d’ADN. La solution
cellulaire est électroporée dans des cuves de 4mm a 230V et une capacitance de 950uF avec
un électroporateur Biorad Gene Pulser Xcell. Aprés électroporation, les cellules sont diluées

dans ImL de milieu RMPI avec 10% sérum a 37°C puis remis en culture.

6. ARN interférences

Afiin d’inhiber I’expression de RalA et RalB endogénes, les macrophages ont été
transfectés avec des ARNi Stealth duplex spécifiques pour les formes murines de RalA et
RalB ou avec un oligonucléotide controle par Lipofectamine RNAi max en suivant le
protocole fournit par Invitrogen. A partir de 3 duplex testés pour chaque protéine, les ARNi
duplex choisis pour RalA sont 5’-GGUAACAAGUCAGAUCUAGAAGAUA-3’ et 5’-
UAUCUUCUAGAUCUGACUUGUUACC-3’, et pour RalB, 5’-
GCCCUGACGCUUCAGUUCAUGUAUG-3’ et 5°-
CAUACAUGAACUGAAGCGUCAGGGC-3’. Apres 48h, la diminution de I’expression de

RalA et RalB a été examiné par immunoréplique et des tests de phagocytose ont été réalisés
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sur des cellules transfectées. Le taux de transfection a été estimé a 85% en utilisant un oligo

controle Alexa 555 (Invitrogen).

7. Préparation des billes couplées aux IgG et stimulation de la

phagocytose

Pour stimuler la phagocytose, des billes de latex de 3um (7 x 10° billes/uL ; Sigma)
sont préalablement couplées a des IgG humaines. Les billes (20uL par exemple) sont lavées
trois fois avec ImL de tampon MES 25mM (pH 6,0) et centrifugées rapidement puis
resuspendues dans 100puL de tampon MES et incubées avec SuL d’IgG humaines (Zymed)
pendant 45 min avec agitation a température ambiante. Apres incubation les billes sont lavées
deux fois avec du tampon MES et resuspendues dans du RPMI avec ou sans sérum selon le
protocole de stimulation. La solution de billes est ensuite ajoutée aux cellules qui sont placées
a 37°C pour déclencher la phagocytose. Dans certains cas, la phagocytose est synchronisée
par centrifugation (800rpm, 2min a 20°C) des billes sur les cellules avant d’étres placées a

37°C.

8. Etude des cellules vivantes

Afin de déterminer les compartiments contenant les GTPases Ral ou de suivre leur
dynamique au cours de la phagocytose, les cellules RAW 264.7 sont transfectées avec les
plasmides contenant RalA-GFP ou RalB-GFP. Les cellules sont co-transfectées avec la
cathepsin D-RFP afin d’identifier le compartimemt lysosomal. Pour la détermination des
compartiments endosomaux, les cellules sont préalablement incubées dans du RPMI sans
sérum pendant 2h puis la Transferrin-Alexa 568 (Molecular Probes) est dilué¢ a 10pug/mL dans
du RPMI sans sérum et ajouté aux cellules pendant 30min. Pour le marquage des
compartiments acides (endosomes tardifs et lysosomes), les cellules sont utilisées dans les
mémes conditions que pour la Transferrin et le LysoTracker-DND-99 (Molecular Probes) est
dilué a 50 nM dans du RPMI sans sérum et incubé pendant 30 a 60min avec les cellules puis
le milieu est changé. Le milieu RPMI 10% sérum est remplacé par du milieu RPMI sans
colorant (Gibco) ni sérum a 37°C et les cellules vivantes, incubées avec des billes couplées

aux IgG sont analysées au microscope confocal.
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9. Immunomarquage

Pour déterminer la localisation endogéne de RalA ou Exo84, les cellules sont cultivées
sur lamelle de verre (12mm) puis incubées ou non en présence de billes-IgG sans
synchronisation a 37°C pour déclencher la phagocytose avec environ 5 billes par cellule
pendant 5 ou 30 minutes. La phagocytose est ensuite stoppée par deux lavages au PBS
(phosphate buffer saline) froid et par fixation dans une solution de fixation au PFA
(paraformaldéhyde 4%, tampon NaPO4 0,125M) pendant 10 minutes. Les cellules sont
ensuites perméabilisées avec du PFA contenant 0,2% de TritonX-100 (PFA-TritonX-100)
pendant 5 minutes puis saturées avec 10% de sérum de chévre dans du PBS pendant 1 h a
température ambiante. Les cellules sont incubées pendant 2h a température ambiante ou la
nuit a 4°C avec les anticorps primaires dilués dans une solution de PBS complémenté avec
1% de sérum de cheévre, puis lavées 3 fois Smin avec du PBS. Les anticorps secondaires,
dilués dans une solution de PBS complémenté avec 1% de sérum de chévre, sont incubés avec
les cellules pendant 30 minutes et lavés 3 fois min au PBS. Les lamelles sont ensuite montées

sur lames avec du Mowiol.

10. Microscopie confocale

Les images sont prises au microscope confocal a balayage laser ZEISS Axiovert 510
avec le programme ZEISS LSM permettant d’effectuer des coupes virtuelles de 0,2 a 0,3um,
le pinhole utilis¢ étant de 0,7um. Les protéines fluorescentes sont visualisées a 1’aide d’un
laser Hélium/Néon, capable d’exciter les fluorophores a la longueur d’onde de 543nm
émettant dans le rouge (rhodamine, RFP ou Alexa 555 ou 568), et d’un laser Argon, capable
d’exciter les fluorophores a la longueur d’onde de 488nm émettant dans le vert (GFP ou
Alexa 488). Les images 8 bits générées sont ensuite exportées en format TIFF et examinées

avec Adobe Photoshop.

11. Quantification de la phagocytose

Les cellules sont transfectées avec les formes sauvages ou mutées de RalA et RalB ou
avec des ARNi. Les billes-IgG sont ajoutées aux cellules a raison de 25 billes par cellule et
centrifugée a 500 rpm pendant 2min pour synchroniser la phagocytose puis placées a 37°C

pour déclencher la phagocytose. La phagocytose est ensuite stoppée a 5 ou 30 minutes (sauf
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indication contraire) par lavage avec du PBS froid et les cellules fixées au PFA. Les billes
externes sont ensuites marquées avec des anticorps de cheévres anti-IgG humaines couplés a
I’Alexa 555. Les cellules transfectées sont ensuite perméabilisées avec une solution de PFA-
Triton-X100 pendant Smin et lavées au PBS et les constructions Ral sont ensuite marquées

par des anticorps dirigés contre myc selon les transfections.

Les billes internalisées, non marquées a 1’Alexa 555, sont visualisées au contraste de
phase et les cellules et les billes marquées sont visualisées en épifluorescence. Les images
sont prises avec un microscope inversé ZEISS Axiovert 200 équipé du logiciel Axiovision et
d’illumination a ¢épifluorescence avec un objectif a grossissement 40 fois et d’une caméra
Axiocam Mrm. Les images 16 bits sont exportés en format JPG et examinées avec Adobe
Photoshop. Dans des champs choisis de fagon aléatoire, le nombre moyen de billes
internalisées par cellule a ét¢ déterminé dans les cellules transfectées et les cellules non
transfectées en superposant les images de fluorescence et les images en contraste de phase.
Un minimum de 150 cellules par condition ont été comptées, les cellules controles ont
internalis¢ en moyenne 2,2 billes par cellule a Smin et 5,5 billes par cellules a 30min. Ces
expériences ont été répétées au moins 3 fois. Apres calcul du nombre moyen de billes par
cellule, I’indice de phagocytose pour les cellules transfectées a été divisé par 1’indice des
cellules non transféctées issues des mémes champs et présenté en pourcentage de
phagocytose. Le test de Student a été utilis€¢ pour évaluer la significativité des différences

entre les indices calculés pour les différentes conditions.

12. Extraction de protéines

Pour préparer des extraits protéiques totaux, les cellules sont solubilisées (sauf
indication contraire) dans un tampon de lyse (Tris (pH 7,5) 50mM, NaCl 150mM, EDTA
2mM, 0.5% Triton-X-100, 0.5% deoxycholate et 0,2% de cocktail d’inhibiteurs de protéases
(Sigma-Aldrich)) et les extraits centrifugés a 10 000 g pendant 20 minutes a 4°C.

La quantit¢ de protéines dans les extraits est analysée par la méthode du micro-
bradford (Biorad) selon le protocole suivant. La gamme étalon est réalisée a partir de sérum
albumine bovine de 0 a 8ug avec addition d’1uL de tampon de lyse. La densité optique des
¢chantillons (1uL) est analysées a la longueur d’onde de 595nm sur plaque ELISA avec un
lecteur Mithras LB 940 (logiciel Mikrowin 2000, Berthold Technology). Les résultats sont

analysés avec le logiciel Excel et comparés avec la gamme étalon.
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13. Activation des GTPases Ral endogénes

Afin de déterminer la quantité de Ral activée au cours de la phagocytose, RalA et
RalB activées sont précipités avec le domaine de liaison de la RalBP1 suivant le protocole
fournit dans le kit d’activation de Ral (Upstate Biotechnology). Les cellules sont cultivées en
plaques de 6 puits a la densité de 2 x 10° cellules/puits et incubées le lendemain avec du
milieu RPMI sans sérum pendant 60 minutes avant stimulation. Les billes couplées aux IgG
humaines (environ 25 billes par cellule), resuspendues dans 2 mL de milieu a 20°C, sont
ajoutées a chaque puits et la phagocytose est synchronisée en centrifugeant les billes. La
phagocytose est déclenchée en plagant les cellules a 37°C et stoppée par des ringages au PBS
froid, puis les cellules lysées immédiatement dans le tampon de lyse (Tris-Hcl (pH7,5)
50mM ; NaCl 0,2M ; NP-40 1% ; MgCls 5mM ; DTT 0,5mM ; glycérol 10%). Pour chaque
condition, les Ral-GTP sont précipitées a partir du lysat (1,5 a 2 mg de protéines totales) issus
de 3 puits. Les contrdles positifs sont incubés avec 0,1mM de GTPyS. Les précipités de Ral-
GTP sont ensuite analysés par immunoréplique avec un anticorps monclonal de souris anti-
RalA et un anticorps polyclonal de chévre anti-RalB. Les quantités totales de RalA et RalB
sont déterminées par immunoréplique de 1% ou 2% du lysat cellulaire total avant

précipitation (correspondant a 10 pg de protéines pour RalA et 20 ug de protéines pour RalB).

14. Immunoprécipitation de Sec8

Pour mettre en évidence la formation du complexe de 1’exocyste, une
immunoprécipitation (IP) de la protéine Sec8 est réalisée. les cellules sont cultivées sur des
plaques de 6 puits (densité 2 x 10° cellules par puits) et stimulées ou non par incubation
pendant 30 minutes avec des billes couplées a des IgG, sans centrifugation préalable, a raison
de 25 billes par cellule. La phagocytose est stoppée avec deux lavages au PBS froid puis les
cellules sont incubées dans S00uL (pour 3 puits) de tampon de lyse (Tris-HCI (pH 7,4) 20mM
; NaCl 100mM ; MgCl, ImM ; DTT 0,ImM ; Triton X100 0,5% ; déoxycholate 0,5% ;
Glycérol 10% ; 0,2% de cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma-Aldrich) ; sodium
orthovanadate 0,ImM et NaFl 4mM) et lysées a 4°C. Les extraits correspondant a 3 puits pour
chaque condition sont placées dans des tubes a vis sur glace a 4°C et centrifugés a 4°C a
10000 rpm pendant 10 minutes pour éliminer débris et noyaux cellulaires. S0uL sont ensuite
prélevés pour les extraits totaux et le reste incubé avec agitation sur la nuit a 4°C avec des

anticorps primaires de souris anti-Sec8 dilués 1:150. Les billes couplées aux protéines A/G
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(Santa Cruz Biotechnology) sont préparées a raison de 30 uL par tube d’extraits aprés 3
lavages au tampon de lavage (correspondant au tampon de lyse sans détergeant) et 3
centrifugations (3000rpm, 30 sec a 4°C). Les billes A/G sont ensuite incubées avec les
extraits pendant 2h a 4°C avec agitation et centrifugées a 3000rpm, 30 sec a 4°C pour
précipiter les billes A/G couplées aux anticorps primaires. Les précipités contenant les billes
sont ensuites lavés 4 fois avec 400uL de tampon de lavage avant d’étre resuspendus dans
20uL de tampon de charge. Les échantillons sont analysés par immunoréplique avec des

anticorps dirigés contre Sec8, Sec5, Exo84, RalA et RalB.

15.Immunoprécipitation de la PLD1-HA et de la PLD2-HA

Pour déterminer une éventuelle interaction entre les GTPases Ral et la PLD, nous
avons cherché a immunoprécipiter la PLD1-HA et la PLD2-HA dans des cellules transfectées
avec ces constructions. Les cellules sont cultivées sur plaques de 6 puits (densité 2 x 10°
cellules par puits) et incubées ou non pendant 30 minutes avec des billes-IgG a raison de 25
billes par cellule. La phagocytose est stoppée avec deux lavages au PBS froid puis les cellules
sont incubées dans 500uL (pour 3 puits) de tampon de lyse (Tris (pH 7,4) 50mM ; NaCl
150mM ; MgCl, ImM ; DTT 0,1mM ; Triton X100 0,5% ; déoxycholate 0,5% ; 0,2% de
cocktail d’inhibiteurs de protéases) et lysées a 4°C. Les extraits correspondant a 3 puits pour
chaque condition sont placées dans des tubes a vis sur glace a 4°C et centrifugés a 4°C a
10000 rpm pendant 10 minutes pour éliminer débris et noyaux cellulaires. S0uL sont ensuite
prélevés pour analyser les extraits totaux et le reste incubé la nuit a 4°C avec 30uL
d’anticorps de rat anti-HA couplés a 1’agarose (HA Affinity Matrix, Roche) pour précipiter la
PLDI1-HA ou la PLD2-HA. Les billes d’agarose ensuite lavées 4 fois avec du tampon de
lavage (correspondant au tampon de lyse sans détergeant) et 4 centrifugations (3000rpm, 30
sec a 4°C) avant d’étre resuspendus dans 20uL. de tampon de charge. Les échantillons sont
ensuite analysés par immunoréplique avec des anticorps dirigés contre le tag HA, RalA et

RalB.
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16.Immunorépliques

Les protéines extraites sont resuspendues dans du tampon de charge (Tris HCl 10mM ;
pHS8 ; EDTA 1mM ; DTT 20mM; SDS 3% ; glycérol 10% ; bleu de bromophénol 0,001%) et
chauffées a 95°C pendant Smin. Les protéines sont ensuite séparées sur des gels gradients
d’acrylamide 4-12% Nupage dans du tampon MES (Invitrogen) a 200V pendant 40min et
transferrés sur nitrocellulose a 30V pendant 70min dans du tampon de transfert (Invitrogen)
avec 20% d’éthanol. Dans le cas des extraits issus des immunoprécipitations de SecS8, la
séparation se fait sur des gels (Tris-glycine) 4-20% avec un tampon de migration différent

(Tris HCI 25mM, pH 8,3 ; glycine 192mM ; SDS 0,1%) mais dans les mémes conditions.

Les immunorépliques sont découpées selon les protéines recherchées puis lavées au
TBS (Tris Buffer Saline, Euromedex) avec 0,1% de Tween 20. Les bandes de nitrocellulose
sont ensuite saturée avec du TBS-Tween complémenté avec 5% de lait (Régilait) pendant
30min a 1h a température ambiante avec agitation puis incubés pendant 2h a température
ambiante ou sur la nuit a 4°C avec les solution de Régilait contenant les anticorps primaires.
Les immunorépliques sont lavées avec du TBS-Tween 4 fois Smin et ensuite incubés avec les
anticorps secondaires de chévre anti-souris ou anti-lapin couplés a la HRP (Pierce
Biotechnology, dilutions 1:3000) ou d’ane anti-chévre couplés a la HRP dilués 1:50000
(Santa Cruz). Apres lavage les immunorépliques sont révélées a 1’aide du kit de révélation de
chimioluminescence Supersignal (Pierce Biotechnology). Lors des expériences sur des
cellules transfectées avec les ARNi ou pour les expériences de détection de Ral-GTP, I’actine
a été révélée pour contrdler la quantité de protéines chargée pour chaque condition. Les
images numériques des immunorépliques sont prises et analysées avec le systéme
d’acquisition Cemi-Smart 5000 et le programme Chemi-capt (Vilber Lourmat) et examinées

avec Photoshop.
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