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Role de la phagocytose

associée a la protéine LC3 au
cours de ’infection par Listeria

monocytogenes

Léa Dutour?, €léonore Mandonnet!, Oliver Niisse?

> Listeria monocytogenes, bactérie Gram-
positive, est a I'origine de la listériose,
infection provoquant chez I"homme des
septicémies ou des infections du sys-
téme nerveux central. Cette bactérie est
transmise principalement par I'alimenta-
tion et infecte plusieurs types cellulaires
grdce a sa capacité a franchir les barriéres
hémato-encéphalique, intestinale et pla-
centaire [1]. Bien que la listériose soit
rare, la mortalité associée ainsi que les
séquelles neurologiques sont élevées (25
a 30 %). De précédentes études ont permis
de mettre en évidence la capacité de cette
bactérie a infecter des cellules immuni-
taires de I’hGte, les macrophages, et a
détruire les membranes des phagosomes
par la sécrétion de toxines. Toutefois, dans
un article récent de Gluschko et al. [2], il
a été montré que 'organisme est capable
de combattre I'infection par L. monocy-
togenes en utilisant une forme particuliére
de phagocytose associée a la protéine LC3
(microtubule-associated protein 1A/1B-
light chain 3), la LAP (pour LC3-associated
phagocytosis), qui va utiliser certains élé-
ments de la machinerie autophagique. €lle
est qualifiée d’autophagie non canonique.

Listeria est internalisée via la LAP

Dans un premier temps, Gluschko et al.
ont voulu caractériser le type d’autopha-
gie (canonique ou LAP) déclenchée par
I'infection par L. monocytogenes. Afin de
répondre a cette question, ils ont étudié la
surface des phagosomes apres infection de
macrophages par des souches de L. mono-
cytogenes de type sauvage ou déficientes
pour différentes fonctions. Ills ont ainsi
pu observer, en microscopie confocale, la
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présence de LC3-1 (résultant de la conver-
sion de la forme cytoplasmique LC3-1, en la
forme LC3-11 associée au phagosome) a la
surface des phagosomes ayant internalisé
Listeria. Ce recrutement de LC3 dépend de
la production d’espéces réactives de I"oxy-
gene (ROS) par la NADPH oxydase (Nox2).
Par ailleurs, une analyse structurale, par
microscopie électronique a transmission,
de la membrane du phagosome contenant
L. monocytogenes a permis de mettre en
évidence le fait que la majorité des bac-
téries internalisées sont entourées d’une
membrane unique et non d’une double
membrane, comme c’est le cas pour I’auto-
phagie canonique. ensemble de ces résul-
tats a permis de consolider I’hypothese
selon laquelle la bactérie L. monocytogenes
est principalement internalisée par la LAP,
un mécanisme d’autophagie caractérisé
par le recrutement de LC3 a la membrane
des phagosomes, la production de ROS et
la présence d’une membrane unique [3].

Mac-1, élément indispensable

au processus de la LAP

De précédentes études ayant mis en évi-
dence le role essentiel de I'activation de
Nox2 lors du recrutement de LC3-1l a la
membrane du phagosome [4], les auteurs
ont étudié le mécanisme d’activation de
Nox2 en se concentrant sur P'intégrine [3,
Mac-1 (ouf35). Mac-1 qui fonctionne a la
fois comme une molécule d’adhérence et
comme un récepteur de certains ligands
bactériens, est exprimé a la surface des
macrophages [5] et est constitué des
sous-unités CD18 (B,) et CD1lb (ouy).
Macl reconnait et interagit avec L. mono-
cytogenes. La production de ROS par les

macrophages infectés est significative-
ment diminuée dans des souris déficientes
pour la sous-unité CD11b. Cette diminution
de la production de ROS est également
associée a un moindre recrutement de
LC3 dans les phagosomes contenant la
bactérie pathogene. Zhang et al. avaient
démontré en 2008 [6] que la production
de ROS était dépendante de I'activation de
Nox2, résultant elle-méme du rapproche-
ment des différentes sous-unités de Nox2
a la membrane plasmique dans des zones
membranaires enrichies en céramides. ||
est important de noter que ces zones sont
créées par I'action de la sphingomyélinase
acide (ASMase), dégradant la sphingomyé-
line en céramides [7]. Soulignons le fait
qu’une déficience de la sous-unité CD11b
de Mac-1 dans les macrophages provoque
une diminution de I'activité d’ASMase, qui
se traduit par une baisse de la produc-
tion de ROS. Cela permet de conclure que,
dans ces conditions, I'activation de Nox2
dépend de celle de I"ASMase, elle-méme
dépendante de Mac-1. Les auteurs ont pu
mettre en évidence, par différents sys-
temes expérimentaux, I’existence d’une
boucle de rétroaction positive entre Nox2
et ASMase, activée par Mac-1, en inva-
lidant le géne de Nox2 (souris Nox2™7),
ou en inhibant spécifiquement Nox2 avec
Pinhibiteur spécifique VAS-2780, ou encore
en piégeant les ROS produits par Nox2 avec
de la N-acétylcystéine. Ils ont ainsi mis en
évidence le fait que les ROS produits ampli-
fient I'activité ASMase, qui permettra ainsi
alors de fournir une production optimale de
ROS. UASMase est donc aussi impliquée, via
Nox2, dans le recrutement de LC3-1l sur le
phagosome (Figure 1).
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Figure 1. Mécanisme de la phagocytose associée au LC3 lors d’une infection par la bactérie L. monocytogenes. La bactérie se fixe sur le récepteur Mac-1,

activant la conversion par I’ASMase des sphingomyélines en céramides et entrainant la production de ROS par Nox2. Cela permet le recrutement de LC3

sur le phagosome, et favorise ainsi la fusion du phagosome et du lysosome, suivie de la dégradation de la bactérie par les hydrolases acides.

Lélimination de L. monocytogenes

se fait par la LAP

’ASMase a un role indispensable lors de la
fusion des lysosomes avec les phagosomes
[8]. La fusion de ces deux compartiments
est nécessaire pour la dégradation de L.
monocytogenes par les hydrolases acides
des lysosomes, ce qui contribue a I'immu-
nité anti-listeria [9]. Gluschko et al. ont
étudié la possibilité que LC3, en aval de
I’ASMase, puisse favoriser la fusion des
lysosomes avec les phagosomes contenant
L. monocytogenes et permettre ainsi la
dégradation de la bactérie. Pour cela, ils
se sont intéressés au transfert de la car-
gaison lysosomale lors de la fusion d’un
lysosome avec un phagosome LC3™. €n pré-
chargeant des lysosomes avec des billes
de latex fluorescentes, ils ont pu établir
une corrélation entre la présence de LC3
sur le phagosome et I'acquisition de la
cargaison lysosomale. De surcroft, lorsque
les macrophages des souris sont défi-
cients en Atg7, une protéine activatrice
de I'autophagie, ou en Nox2, il n'y a pas
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de conversion de LC3-I en LC3-1I, forme
impliquée dans la fusion du phagosome,
ni de recrutement de LC3-11 sur les phago-
somes contenant la bactérie. Les auteurs
observent donc ici une réduction de la
colocalisation entre L. monocytogenes et
la cargaison lysosomale dans le phagoly-
sosome. 'ensemble de ces observations
met en évidence le fait que I"autophagie
de type LAP permet d’augmenter I’exposi-
tion de L. monocytogenes aux hydrolases
acides des lysosomes en favorisant la
fusion, via la présence de LC3-11, des pha-
gosomes contenant L. monocytogenes
avec les lysosomes [10]. A la suite de
cette fusion favorisée par la LAP, les
hydrolases acides lysosomales vont pou-
voir venir dégrader la bactérie pathogene
et ainsi contrler 'infection de maniere
efficace. Dans ce processus de mise en
place d’une immunité anti-listeria, seule
I'autophagie non canonique (LAP), via son
induction par Mac-1, participe efficace-
ment a I’élimination de L. monocytogenes
par les macrophages. La LAP va favoriser

la réponse immunitaire anti-listeria au
détriment de la capacité du pathogene a
persister dans ces cellules.

Le début de la fin pour la Listeria ?
Gluschko et al. ont donc montré que lors
d’une infection par la bactérie L. monocy-
togenes, la cellule hote détruit ce patho-
gene par un mécanisme d’autophagie non
canonique, appelé LAP. La caractérisa-
tion des mécanismes impliqués dans la
réponse immunitaire anti-listeria a révélé
I"importance de la production de ROS
par activation de Nox2 et de I’ASMase,
toutes deux dépendantes de Mac-1. Il est
probable que la fonction de PRR (pattern
recognition receptor) de Mac-1, lui per-
mette d’interagir avec d’autres bactéries
pathogénes que L. monocytogenes [11]
et que Mac-1 soit également impliqué
dans I"activation de la LAP suite a I'infec-
tion par ces pathogenes. ¢

The role of LC3-associated
phagocytosis during infection

by Listeria monocytogenes
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