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maladie de Parkinson chez les patients
porteurs de ces mutations [17]. Ensuite,
nous avons découvert qu'a pH légere-
ment acide, les fibres d’ot-syn ont un
taux de prolifération autocatalytique
trés élevé, ce qui pourrait jouer un role
dans la propagation de la pathologie
dans la maladie de Parkinson.

Bien que ces expériences aient été
conduites dans des conditions tres dif-
férentes de celles qui prévalent dans
une cellule neuronale, nous sommes
convaincus qu’une compréhension fon-
damentale du mécanisme d’agrégation
d’a-syn est un prérequis indispensable
a une meilleure compréhension de la
maladie, ainsi qu’a la mise en place de
tests diagnostiques précoces et de thé-
rapies efficaces. ¢

Fundamental mechanisms of amyloid
fibril formation by alpha-synuclein

in Parkinson’s disease: quantitative
modelling
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NOUVELLE

Les guanylate binding
proteins : de nouveaux acteurs
de immunité antibactérienne
du cytosol des cellules hotes

Pierre Wallet, Brice Lagrange, Thomas Henry

Limmunité innée cytosolique

Le systeme immunitaire inné permet une
réponse immédiate en réponse a une
infection, pour éliminer les pathogénes
avant qu’ils n’établissent une infection
durable. Uactivation du systéme immu-
nitaire inné nécessite une étape préa-
lable de détection de I'infection via la
reconnaissance de motifs moléculaires
associés aux microbes (MAMP). Cette
tdche de reconnaissance des motifs
moléculaires associés aux microbes est
réalisée par les récepteurs de recon-
naissance de motifs moléculaires (PRR)

m/s n® 6-7, vol. 31, juin-juillet 2015
DOl 10.1051/medsci/20153106009

de I’hdte. Les PRR membranaires ont
pour role de surveiller le milieu extra-
cellulaire ainsi que les endosomes, alors
que les PRR cytosoliques détectent les
pathogénes capables de se multiplier
dans le cytoplasme des cellules hotes.
Limmunité dite cytosolique comprend
I’ensemble des voies de détection des
pathogeénes cytosoliques ainsi que les
réponses effectrices antimicrobiennes
permettant de lutter contre les patho-
génes envahissant ce compartiment cel-
lulaire [1]. Les pathogénes qui se mul-
tiplient dans le cytosol des cellules de
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mammifeéres incluent de nombreux virus,
des parasites (Trypanosoma cruzi) et
un certain nombre de bactéries patho-
genes dont Shigella flexneri, Listeria
monocytogenes ou Francisella tularen-
sis. Nous nous intéresserons, dans cette
Nouvelle, @ une voie particuliere de I'im-
munité cytosolique : I'inflammasome [2,
11]. Linflammasome est un complexe
multiprotéique qui se forme suite a la
détection, par des PRR cytosoliques, de
signaux de danger ou d’infection, et
qui déclenche I'activation de la cas-
pase-1. La caspase-1 est une caspase
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Figure 1. Les GBP ciblent les bactéries cytosoliques et limitent leur réplication intracytosolique.

A. Immunofluorescence de macrophages infectés par Francisella montrant les différentes

formes de colocalisation entre GBP5 (marquage rouge) et Francisella (marquage vert). ADN du

macrophage est visualisé par un marquage DAPI (bleu). B. Microscopie en flux sur cellule unique

(macrophages sauvages ou déficients en GBP infectés pendant 12h avec Francisella exprimant

la GFP, green fluorescent protein). Le signal GFP correspondant aux bactéries est beaucoup plus

fort dans les macrophages déficients en GBP que dans les macrophages sauvages, indiquant le

role antimicrobien des GBP.

inflammatoire qui entraine la maturation
et la sécrétion des interleukines pro-
inflammatoires IL-1p et IL-18. Ces deux
cytokines ont pour réles majeurs d’atti-
rer les cellules immunitaires au site de
Iinfection et de déclencher une cascade
de signalisation augmentant les capa-
cités bactéricides des cellules recru-
tées. U'activation de la caspase-1 par
I'inflammasome entraine aussi la mort
de la cellule infectée par un mécanisme
atypique et trés rapide de mort cellulaire
programmée appelé pyroptose [12]. Ce
«suicide » des cellules infectées est
essentiel pour éliminer la niche de répli-
cation des pathogénes intracellulaires
et, ainsi, limiter leur dissémination dans
I’organisme. Les inflammasomes sont
retrouvés essentiellement dans les cel-
|ules immunitaires, mais aussi dans cer-
taines cellules épithéliales.

Francisella tularensis et
Pinflammasome AIM2

Francisella tularensis est une bactérie a
Gram négatif et I'agent d’une zoonose
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nommée tularémie. Francisella tula-
rensis est extrémement infectieuse et
virulente. La dose |étale chez "lhomme
est estimée a moins de 10 bactéries. Les
symptomes de la tularémie débutent
comme ceux d’une grippe classique.
Selon la voie d’entrée de la bactérie,
ils évoluent différemment, allant de
la conjonctivite a la pneumonie. Ces
pathologies s’accompagnent le plus
souvent d’une hypertrophie ganglion-
naire. Francisella est une bactérie intra-
cellulaire facultative dont les réservoirs
naturels seraient les amibes et les ron-
geurs. Elle se transmet a ’homme via
des piqglres de vecteurs tels que les
tiques ou certains moustiques. Dans
I’hote, Francisella infecte principale-
ment les cellules immunitaires phago-
cytaires telles que les macrophages. Une
fois phagocytée, la bactérie s’échappe
rapidement de son phagosome, par
un mécanisme encore inconnu, pour
se retrouver libre dans le cytosol. Elle
détourne les sources d’énergies du cyto-
sol de la cellule héte [3] afin de se mul-

tiplier activement. Une fois qu’elle s’est
échappée du phagosome, Francisella
est rapidement détectée dans le cyto-
sol par I'immunité innée cytosolique.
La premiere étape de reconnaissance
est dépendante d’un PRR particulier,
I’enzyme cGAS (cGAMP-synthase), qui
lorsqu’elle détecte de I’ADN dans le
cytosol, synthétise un second messager
intracellulaire, le dinucléotide cyclique
cGAMP [4]. Ce dernier active la syn-
thése d’interféron (IFN)-B via I’adap-
tateur STING (stimulator of interferon
genes). IFN-[3 permet I’induction coor-
donnée de centaines de genes appelés
génes inductibles par I’interféron (ISG).
Nombre de ces génes ont une fonc-
tion antimicrobienne documentée [5].
Plus tardivement au cours de I"infec-
tion, le récepteur de I’inflammasome
AIM2 (absent in melanoma 2) détecte
de ’ADN génomique bactérien dans le
cytosol du macrophage et déclenche
I’activation du complexe de I'inflam-
masome AIM2, la sécrétion des cyto-
kines pro-inflammatoires et la mort par
pyroptose de la cellule infectée [6].
’ADN étant normalement confiné dans
la bactérie, sa reconnaissance par le
récepteur cytosolique AIM2 implique
qu’elle ait été libérée par la lyse des
bactéries. Les mécanismes conduisant a
la lyse bactérienne dans le cytosol sont
inconnus. On ne sait pas s’il s’agit d’un
événement accidentel (des événements
de lyse bactérienne ont lieu a faible fré-
quence lors de la croissance bactérienne
en milieu de culture axénique) ou d’un
processus actif, c’est-a-dire provoqué
par une activité immune antibiotique du
cytosol de la cellule hote. Nos propres
observations, ainsi que celles d’autres
équipes, ont démontré un lien entre
PIFN-B et Pinflammasome AIM2, ce qui
suggere que I’activité bactériolytique du
cytosol est une conséquence de I'immu-
nité cytosolique inductible par 'IFN [7].

Les protéines GBP2 et GBP5 induisent
’activation de I’inflammasome AIM2
Afin de savoir si, parmi les centaines
de genes induits par ’IFN-P, certains
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Figure 2. Immunité cytosolique anti-Francisella. Suite a son échappement précoce du phagosome, Francisella est reconnue par la voie cGAS/

STING, ce qui conduit & la sécrétion d’IFN-f3 et & I'induction de nombreux génes inductibles par 'interféron, dont GBP2 et GBP5. Ces GBP lysent la

bactérie dans le cytosol entrainant le relargage d’ADN dans le cytosol ; celui-ci est alors reconnu par I'inflammasome AIM2. Uinflammasome AIM2

déclenche la sécrétion de cytokines inflammatoires et la mort de la cellule infectée.

avaient un rdole dans Pactivation de
I'inflammasome AIM2 induite par I'infec-
tion par Francisella, nous avons étudié
I"impact sur ce processus de I'inhibition
par siARN de I’expression de 500 ISG
dans les macrophages. Ce crible a mis en
évidence que la diminution d’expression
de deux protéines - guanylate binding
protein 2 et 5 (GBP2-GBP5) - bloque
IPactivation de P'inflammasome AIM2
lors d’une infection par Francisella [8].
Nos résultats ont été validés dans des
macrophages issus de souris génétique-
ment invalidées pour Gbp2 et Gbp?. Elles
appartiennent a une large famille de
GTPases proches de la dynamine (une
GTPase impliquée dans la dynamique
de fission/fusion des vésicules mem-
branaires intracellulaires). €lles avaient

m/s n® 6-7, vol. 31, juin-juillet 2015

préalablement été impliquées dans la
lutte contre les pathogénes intracel-
lulaires vacuolaires (résidant dans un
compartiment membranaire). U'action
antimicrobienne des GBP vis-a-vis de ces
pathogénes s’exerce directement sur la
membrane de la vacuole qui entoure et
protége ces pathogenes, ce qui conduit
a la perte de I'intégrité de cette vacuole
[9]. €n comparant des macrophages
sauvages et déficients en GBP infectés
par Francisella, nous n’avons pas observé
d’impact des GBP sur I’échappement de
Francisella du phagosome. Cette obser-
vation indique que les GBP, outre leur
action sur les pathogenes, se multipliant
dans les phagosomes, peuvent avoir une
action antimicrobienne sur ceux qui se
répliquent dans le cytosol.

Les GBP contrélent la réplication
intracellulaire

Par des techniques d’immunofluores-
cence, nous avons montré que GBP2
et GBPS colocalisent avec Francisella
dans le cytoplasme de la cellule héte
(Figure 1), ce qui signifie que les GBP
ciblent les bactéries du cytosol. €n uti-
lisant de nouvelles techniques de cyto-
métrie en flux couplées a de la micros-
copie a fluorescence sur cellule unique
(Figure 1), nous avons montré que les
GBP contrdlent la réplication intracel-
|ulaire de Francisella. Ainsi, la concen-
tration intracellulaire de Francisella est
beaucoup plus élevée dans les macro-
phages déficients en GBP que dans les
macrophages sauvages. Ces données
indiquent donc que les GBP restreignent



la réplication bactérienne : (1) direc-
tement en bloquant la réplication bac-
térienne et en induisant la lyse de la
bactérie dans le cytoplasme, et (2)
indirectement, en induisant I'activa-
tion de I'inflammasome AIM2 qui, a son
tour, induit ’élimination de la niche
réplicative de Francisella. Nous avons
confirmé ces résultats, in vivo, dans
un modéle murin de tularémie. Nous
avons montré que la bactérie dissémine
plus efficacement dans la rate et le
poumon des souris déficientes en GBP.
De plus, ces dernieres ne survivent que
4 jours alors que les souris sauvages
survivent 10 jours apres infection. Il
s’agit de la découverte des premieres
protéines cytosoliques a action anti-
biotique. Les GBP, induites par I'IFN-[3,
lysent Francisella, entrainent le relar-
gage d’ADN bactérien dans le cyto-
sol, et permettent ainsi "activation
de 'inflammasome AIM2 (voir modéle
Figure 2) [8, 10].

Perspectives

Cette étude sur les GBP et I"immunité
cytosolique anti-Francisella ouvre de
nombreuses perspectives : en premier
lieu, il sera intéressant de déterminer
si les GBP sont aussi actives contre

d’autres bactéries cytosoliques telles
que Listeria monocytogenes. De plus, le
mécanisme moléculaire bactériolytique
des GBP reste a définir. Deux hypotheses
sont envisagées : un mécanisme bacté-
riolytique direct des GBP, qui pourraient
former un anneau contractile autour
des bactéries, ou un mécanisme indi-
rect dans lequel les GBP constitueraient
un échafaudage moléculaire servant a
recruter d’autres molécules antibacté-
riennes au niveau des bactéries cytoso-
liques. ¢

Guanylate binding proteins: new
proteins from the cell host cytosol
involved in antibacterial immunity
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