Coxiella burnetii, I’agent
de la fievre Q, bloque
la formation du phagolysosome
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>De nombreuses bactéries pathogeénes
possedent un mode de vie intracellu-
laire qui les met a I’abri de la réponse
immune. Différents types cellulaires
peuvent étre infectés par les bactéries
intracellulaires, mais les monocytes et
les macrophages sont des hotes privi-
légiés. Les macrophages jouent un rdle
essentiel dans la mise en place de la
réponse immune, étant a la fois les ini-
tiateurs et les effecteurs de la lutte
antibactérienne. La capacité phagocy-
taire des macrophages et leur longue
durée de vie en font des hotes privilégiés
pour les microorganismes a dévelop-
pement intracellulaire. Ainsi, de fagon
paradoxale, les bactéries intracellu-
laires résident principalement dans des
cellules normalement destinées a les
détruire. Pour survivre et se multiplier
dans des cellules hotes dotées d’un tel
pouvoir lytique, des agents pathogenes
aussi variées que Mycobacterium tuber-
culosis, Legionella pneumophila, Liste-
ria monocytogenes ont élaboré divers
mécanismes d’échappement a la réponse
immunitaire incluant I"altération du tra-
fic intracellulaire [1].

La fievre Q

Coxiella burnetii, une bactérie intracellu-
laire stricte a gram négatif, est respon-
sable chez ’homme de la fievre Q. La fiévre
Q est une anthropozoonose contractée
par voie aérienne ou digestive. Elle se
présente sous deux formes cliniques :
une forme aigué spontanément résolu-
tive, caractérisée par des symptomes tels
que fievre, hépatite, pneumopathie et,
plus rarement, méningoencéphalite ; et
une forme chronique, pouvant survenir
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des années aprés la primo-infection et
dont la manifestation principale est une
endocardite de pronostic sévére [2]. Une
réponse immune a médiation cellulaire
efficace rend compte du pronostic favo-
rable de la forme aigué de la fievre Q. La
forme chronique de la fiévre Q est, quant
a elle, caractérisée par un déficit de la
réponse a médiation cellulaire, avec en
particulier une absence de prolifération
lymphocytaire en réponse a I"antigene et
Pincapacité a former des granulomes [2].

Vie intracellulaire de Coxiella burnetii
C. burnetii a longtemps été considé-
rée comme une bactérie se multipliant
dans les phagolysosomes. Les travaux
ayant abouti a ces conclusions repo-
saient sur I’étude, d’une part, de cel-
lules non microbicides permettant la
réplication bactérienne et, d’autre part,
sur I'utilisation de variants avirulents
de C. burnetii [3]. €n outre, ces études
relativement anciennes ne pouvaient
tenir compte de données plus récentes
concernant la distinction entre phago-
some acide et phagolysosome.

Nous avons réévalué ce champ il y
quelques années. Il s’avere que C. burne-
tii survit dans les macrophages humains
alors que ses variants avirulents y sont
rapidement éliminés [4]. étude de la
dynamique du trafic intracellulaire de
C. burnetii analysée par microscopie
confocale apreés utilisation d’anticorps
spécifiques de différents sous-compar-
timents cellulaires, a montré que C. bur-
netii survit dans une vacuole acidifiée
par I’ATPase vacuolaire a protons, indé-
pendamment de la virulence des bacté-
ries. Ces résultats sont en accord avec

les études précédentes [5] qui avaient
montré qu’un pH acide était néces-
saire au métabolisme de C. burnetii. €n
revanche, le pH acide du compartiment
dans lequel réside C. burnetii n'est pas
responsable de la survie ou de I’élimina-
tion de C. burnetii, puisque les bactéries
virulentes et avirulentes, bien que locali-
sées dans un compartiment acide, ont un
devenir intracellulaire différent.

Nous avons également montré que les
bactéries virulentes résident dans un
compartiment incapable de fusion-
ner avec les lysosomes : en effet, ce
compartiment est colocalisé avec un
marqueur des endosomes tardifs et des
lysosomes, tel que LAMP-1 (lysosomal
associated membrane protein-1), mais
pas avec la cathepsine D, un marqueur

Figure 1. Localisation du vLPS dans les endo-
somes tardifs. Les macrophages ont interna-
lisé le LPS de C. burnetii, I’agent de la fievre
0. Le LPS (en rouge) est localisé dans des
endosomes tardifs (LAMP-1 en bleu), mais pas
dans des lysosomes (cathepsine D en vert).
Les endosomes tardifs contenant le LPS sont

incapables de fusionner avec les lysosomes.
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Figure 2. Inhibition de la formation des phagolysosomes par Coxiella

burnetii. Le LPS de C. burnetii ou la bactérie entiere n’induise pas

C. burnetii
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tardif

des lysosomes. Ce défaut d’acquisi-
tion de la cathepsine D est associé a
la virulence bactérienne puisque les
variants avirulents de C. burnetii, ou les
bactéries virulentes tuées par la chaleur,
sont parfaitement colocalisées avec la
cathepsine D [6]. Il est probable que
I’absence de recrutement de Rab7, une
petite protéine G, par le phagosome de
C. burnetii est associée a I'incapacité
de 'organite a acquérir les hydrolases
lysosomales. €n effet, I"absence de Rab7
n’empéche pas la maturation du pha-
gosome contenant des mycobactéries
en phagosome tardif [7]. €n outre, le
défaut d’acquisition de Rab7 par le
phagosome contenant C. burnetii n’est
pas di a une accumulation de Rabb et
de €EA-1 (early endosome antigen-1),
puisque ces marqueurs sont exprimés
normalement par le phagosome conte-
nant la bactérie.

Le lipopolysaccharide

de Coxiella burnetii

Pour analyser en profondeur la nature du
défaut de maturation du phagosome de
C. burnetii et, en particulier, I"absence
d’acquisition de Rab7, nous avons étu-
dié le réle du lipopolysaccharide (LPS)
de C. burnetii dans le trafic intracellu-
laire de cette bactérie [8]. En effet, la
composition du LPS des variants avi-
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I"activation de la MAP kinase p38a.. L'absence de phosphorylation de

Vps41 qui en découle ne permet pas le recrutement du complexe HOPS

et de Rab7. Il en résulte une absence de fusion entre les phagosomes et

les lysosomes. Ce défaut de formation du phagolysosome permet a la

bactérie de survivre dans les macrophages. p380L : MAP kinase p380QL;

-p : groupement phosphate.

HOPS-Vps41-p s HOPS-Vps4 1

rulents (avLPS)
de C. burnetii est
tres différente de
celle du LPS des
bactéries viru-
lentes (vLPS). €n
effet, le vLPS est
plus long et com-

Phagolysosome

posé de virenose
et de dihydrohydroxystreptose [9], deux
sucres absents chez les autres bacté-
ries a gram négatif. Nous avons sup-
posé que cette différence majeure entre
les deux formes de LPS de C. burnetii,
qui se traduit par des différences du
pouvoir endotoxinique, pourrait rendre
compte des distinctions observées dans
la nature du phagosome contenant les
bactéries virulentes ou les variants avi-
rulents de C. burnetii.
Nous avons, dans un premier temps,
caractérisé le trafic intracellulaire du
LPS de C. burnetii, et nous I’avons com-
paré a celui des bactéries entiéres. Le
vLPS, tout comme les bactéries viru-
lentes, est localisé dans un comparti-
ment incapable de fusionner avec les
lysosomes (Figure 1), alors que le avLPS
et les bactéries avirulentes fusionnent
avec les lysosomes. Le fait que le vLPS
soit incapable d’activer la MAP (mitogen
activated protein) kinase p38cL expli-
querait que les bactéries virulentes ne
sont pas dirigées vers le compartiment
de dégradation. €n effet, le défaut
d’activation de la MAP kinase p38a,
qui résulte d’'une action antagoniste du
vLPS sur TLR4 (toll-like receptor 4), a
pour effet d’empécher le recrutement
de HOPS (homotypic fusion and vacuole
protein sorting complex), un complexe
de fusion et de tri vésiculaire. Nous

avons en effet montré que le recru-
tement de HOPS requiert la phospho-
rylation de la protéine Vps4l (vacuolar
protein sorting 41). La transfection de
macrophages par un activateur de p38
et l'utilisation de mutants phosphomi-
métiques de Vps4l (Vps41-S796€) ont
entrainé une restauration de la matu-
ration du phagosome. Il apparait ainsi
que la MAP kinase p38al et son interac-
tion avec Vps4l jouent un réle central
dans la maturation du phagosome de
C. burnetii en phagolysosome [8]. La
structure atypique du LPS permet ainsi a
C. burnetii de se soustraire a la réponse
protectrice dégradative de I’hdte [8].

Conclusion et perspectives

Nous avons montré, pour la premiere
fois, qu’'un composant essentiel de la
membrane externe des bactéries, le LPS,
permet a C. burnetii de survivre au sein
de sa cellule hote. Les molécules iden-
tifiées comme des acteurs de la survie
intracellulaire de C. burnetii pourraient
constituer des cibles spécifiques pour
de nouvelles approches diagnostiques
de la fievre Q. En effet, on observe chez
les patients atteints d’une fievre Q chro-
nique un défaut d’activation de la MAP
kinase p38a. [10]. ¢
Lipopolysaccharide of Coxiella burnetii
controls bacterial phagolysosome
degradation
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Des effets vaccinaux pour
les anticorps monoclonaux

antiviraux

Une nouvelle perspective thérapeutique ?

Mireia Pelegrinb?3, Laurent Grosb 234 Marc Piechaczyk!

Larrivée annoncée des anticorps
monoclonaux antiviraux

Les anticorps monoclonaux (AcM) for-
ment la principale classe d’agents bio-
thérapeutiques! (=).

] L7, (=) Voirm/s n° 12,
Une trentaine a été

vol. 25, décembre 2009
commercialisée et

plus de 300 sont en cours de test cli-
nique [1, 2]. Leurs principales appli-
cations actuelles sont le cancer et les
maladies inflammatoires mais ils sus-
citent un intérét croissant pour traiter
les infections virales graves. A ce jour, le
seul AcM antiviral commercialisé sert au
traitement prophylactique des infections
par le virus respiratoire syncytial chez les
enfants a risque. Cependant, divers AcM
humains neutralisant des virus respon-
sables d’infections aigués (virus €bola,
Nipah, du Nil Ouest, de la grippe, etc.) ou
chroniques (VIH [virus de immunodéfi-
cience humaine], VHC [virus de I’hépa-
tite C]) ont été développés ces derniéres
années, et ont montré une efficacité dans

1 Voir le numéro thématique de médecine/sciences consacré aux
anticorps monoclonaux thérapeutiques paru en décembre 2009.
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différents modeles animaux précliniques
[3, 4]. Certains d’entre eux (anti-VIH et
anti-VHC) ont méme été engagés dans
des essais cliniques, et de nouveaux AcM
encore plus performants sont recherchés
par les laboratoires et les industriels de
par le monde (voir par exemple [5]).

Mécanismes d’action directs des
anticorps monoclonaux antiviraux

Bien que quelques AcM aient été déve-
loppés pour inhiber la reconnaissance des
récepteurs ou corécepteurs viraux a la
surface des cellules cibles, la majorité
de ceux qui ont été développés a ce jour
ont été sélectionnés essentiellement pour
leur capacité a neutraliser les virions en
reconnaissant des antigenes de surface de
ces derniers. Les effets directs de ces AcM
ne s’arrétent cependant pas la. €n effet,
tous les AcM antiviraux utilisés aujourd’hui
sont des immunoglobulines G (IgG) dont
deux des fonctions effectrices portées par
la partie Fc sont la capacité a fixer le com-
plément d’une part, et a lier les récepteurs
aux immunoglobulines (FC‘YR) exprimés
par différentes cellules du systeme immu-

8. Barry AO, Boucherit N, Mottola G, et al. Impaired
stimulation of p38alpha-MAPK/Vps41-HOPS by LPS
from pathogenic Coxiella burnetii prevents trafficking
to microbicidal phagolysosomes. Cell Host Microbe
2012;12:751-63.

. Narasaki CT, Toman R. Lipopolysaccharide of Coxiella
burnetii. Adv Exp Med Biol 2012 ; 984 : 65-90.

. Boucherit N, Barry AO, Mottola G, et al. Effects of
Coxiella burnetii on MAPKinases phosphorylation.
FEMS Immunol Med Microbiol 2011 ; 64 : 101-3.

o

1

o

Ynstitut de génétique moléculaire

de Montpellier UMR 5535 CNRS,

1919, route de Mende, 34293 Montpellier
Cedex 5, France ;

2Université Montpellier 2, place Eugéne
Bataillon, 34095 Montpellier Cedex 5, France ;
SUniversité Montpellier 1,

5, boulevard Henry IV, 34967 Montpellier
Cedex 2, France.

“Adresse actuelle : Institut de recherche

en cancérologie de Montpellier,

208, rue des Apothicaires, 34298 Montpellier
Cedex 5, France.
mireia.pelegrin@igmm.cnrs.fr

nitaire d’autre part. Aprés reconnaissance
de leurs antigenes cibles, ces AcM peuvent
donc favoriser la destruction des virus par
le complément et/ou par phagocytose par
des cellules de I'immunité innée comme
les macrophages. Par ailleurs, dans le cas
ol I’antigéne viral est exprimé a la surface
des cellules infectées, ils peuvent aussi
permettre la cytolyse de celles-ci par le
complément (CDC, complement dependent
cytotoxicity, cytotoxicité dépendante du
complément) ou par différentes cellules
tueuses de I'immunité innée comme les
cellules NK (natural killer) (ADCC, anti-
body-dependent cell-mediated cytotoxi-
city, cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps) (Figure 1). Cette situation
est, par exemple, rencontrée dans le cas
des anticorps dirigés contre la glycopro-
téine d’enveloppe Env de rétrovirus (voir
nos travaux plus bas) ou de lentivirus
(comme le VIH) dont la fonction premiére
est de se lier au récepteur viral sur les cel-
lules cibles de I'infection.
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