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Résumé	
  

	
  
	
  
Résumé	
  :	
  	
  

La	
   phagocytose	
   est	
   un	
  mécanisme	
   cellulaire	
   essentiel	
   de	
   l’organisme.	
   Elle	
   joue	
   un	
  
rôle	
  à	
   la	
   fois	
  dans	
   le	
  maintien	
  de	
   l’homéostasie	
   tissulaire	
  mais	
  également	
  dans	
   le	
   système	
  
immunitaire.	
   Ce	
   processus,	
   réalisé	
   par	
   des	
   cellules	
   phagocytaires,	
   telles	
   que	
   les	
   cellules	
  
dendritiques,	
  les	
  polymorphonucléaires	
  neutrophiles	
  ou	
  les	
  macrophages,	
  permet	
  l’ingestion	
  
et	
   l’élimination	
   quotidienne	
   de	
   particules	
   de	
   grandes	
   tailles	
   (>0,5	
   µm)	
  :	
   bactéries,	
  
champignons	
  ou	
  débris	
   cellulaires.	
   Il	
   est	
   induit	
  par	
  de	
  nombreux	
   récepteurs	
  phagocytaires	
  
tels	
   que	
   les	
   récepteurs	
   aux	
   fragments	
   cristallisables	
   des	
   immunoglobulines	
   (FcR)	
   et	
   les	
  
récepteurs	
  au	
  complément	
  (CR3).	
  Ceux-­‐ci	
  	
  induisent	
  des	
  cascades	
  de	
  signalisation	
  différentes	
  
mais	
   aboutissant,	
   toutes	
   deux,	
   à	
   un	
   remodelage	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine	
   et	
   de	
   la	
  
membrane	
  plasmique.	
  Il	
  y	
  alors	
  formation	
  d’une	
  coupe	
  phagocytaire	
  entourant	
  et	
  enfermant	
  
la	
   particule	
   à	
   internaliser	
   dans	
   un	
   compartiment	
   clos	
   appelé	
   phagosome.	
   Alors	
   que	
   de	
  
nombreuses	
   études	
   ont	
   permis	
   de	
   disséquer	
   l’organisation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
  
induites	
   par	
   les	
   FcR,	
   le	
  mécanisme	
  de	
   fermeture	
   des	
   phagosomes	
   n’était	
   pas	
   élucidé.	
   Par	
  
ailleurs,	
   les	
  mécanismes	
  moléculaires	
   impliqués	
  dans	
   la	
   formation	
  des	
  phagosomes	
  suite	
  à	
  
l’engagement	
  des	
  CR3	
  sont	
  moins	
  bien	
  décrits.	
  	
  
Au	
  cours	
  de	
  ce	
  travail,	
  nous	
  avons	
  analysé	
  le	
  rôle	
  de	
  la	
  dynamine	
  2,	
  une	
  GTPase	
  	
  impliquée	
  
dans	
  les	
  mécanismes	
  de	
  fission	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose,	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  et	
  de	
  la	
  
fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  Nous	
  avons	
  utilisé	
  un	
  système	
  expérimental	
  original	
  utilisant	
  la	
  
microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes	
   pour	
   montrer,	
   que	
   la	
   dynamine	
   2	
   est	
   recrutée	
   avec	
  
l’actine	
   dans	
   les	
   coupes	
   phagocytaires	
   en	
   formation	
   et	
   qu’elle	
   s’accumule	
   au	
   site	
   de	
  
fermeture	
   des	
   phagosomes	
   dans	
   des	
   macrophages	
   vivants.	
   L’inhibition	
   de	
   son	
   activité	
  
GTPase	
  induit	
  	
  une	
  inhibition	
  de	
  l’efficacité	
  de	
  phagocytose	
  et	
  un	
  défaut	
  de	
  la	
  dynamique	
  de	
  
l’actine	
   lors	
   de	
   l’extension	
   des	
   coupes	
   phagocytaires.	
   De	
   façon	
   surprenante,	
   la	
  
dépolymérisation	
  de	
  l’actine	
  conduit	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine	
  2	
  au	
  site	
  de	
  
la	
  phagocytose	
  mettant	
  en	
  évidence	
  une	
  régulation	
  croisée	
  entre	
  la	
  dynamine	
  2	
  et	
  l’actine.	
  
Enfin	
   cette	
   étude	
   a	
   montré	
   que	
   la	
   dynamine	
   2	
   joue	
   un	
   rôle	
   critique	
   dans	
   la	
   scission	
   du	
  
phagosome.	
  	
  

Dans	
  un	
  second	
  temps,	
  nous	
  avons	
   initié	
   l’étude	
  des	
  mécanismes	
   impliqués	
  dans	
   la	
  
régulation	
   de	
   l’activité	
   du	
   récepteur	
   au	
   complément	
   CR3.	
   L’activation	
   de	
   ce	
   récepteur	
  
phagocytaire,	
   qui	
   fait	
   partie	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   intégrines,	
   requiert	
   un	
   ancrage	
   à	
   l’actine	
  
nécessaire	
   à	
   la	
   signalisation	
   vers	
   la	
   polymérisation	
   d’actine	
   et	
   à	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
  
phagocytaires.	
  	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  résultats	
  contribue	
  à	
  une	
  meilleure	
  connaissance	
  des	
  mécanismes	
  
moléculaires	
  fins	
  impliqués	
  dans	
  la	
  phagocytose.	
  
	
  
Mots	
  clés	
  :	
  actine,	
  dynamine,	
  phagocytose,	
  pseudopodes,	
  fermeture	
  des	
  phagosomes,	
  macrophages	
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Title	
  :	
  Mechanisms	
  of	
  formation	
  and	
  closure	
  of	
  phagosomes	
  in	
  macrophages	
  
Abstract	
  :	
  	
  
Phagocytosis	
  is	
  an	
  important	
  cellular	
  mechanism.	
  It	
  plays	
  a	
  role	
  in	
  both	
  the	
  maintenance	
  of	
  tissue	
  
homeostasis	
   and	
   in	
   the	
   immune	
   system.	
   This	
   process,	
   performed	
   by	
   phagocytic	
   cells,	
  
including	
   dendritic	
   cells,	
   polymorphonuclear	
   neutrophils	
   or	
   macrophages,	
   enables	
   daily	
  
ingestion	
   and	
   elimination	
   of	
   large	
   particles	
   (>	
   0.5	
  microns)	
   e.g.	
   bacteria,	
   fungi	
   or	
   cellular	
  
debris.	
   It	
   is	
   induced	
  by	
  many	
  phagocytic	
   receptors	
   such	
   as	
   the	
   receptors	
   for	
   crystallizable	
  
fragments	
   of	
   immunoglobulins	
   (FcR)	
   and	
   complement	
   receptor	
   (CR3).	
   These	
   receptors	
  
induce	
   different	
   signaling	
   cascades	
   but	
   ultimately	
   lead	
   to	
   a	
   remodelling	
   of	
   the	
   actin	
  
cytoskeleton	
   and	
   the	
   plasma	
  membrane.	
  Next	
   there	
   is	
   the	
   formation	
   of	
   a	
   phagocytic	
   cup	
  
which	
   surrounds	
   and	
   encloses	
   the	
   ingested	
   particle	
   in	
   a	
   closed	
   compartment	
   called	
   the	
  
phagosome.	
  While	
  many	
  studies	
  have	
  dissected	
  the	
  phagocytic	
  cup	
  organization	
  induced	
  by	
  
the	
   FcR,	
   the	
   mechanism	
   of	
   phagosome	
   closure	
   was	
   not	
   understood.	
   Furthermore,	
   the	
  
molecular	
  mechanisms	
  involved	
  in	
  phagosome	
  formation	
  following	
  CR3	
  engagement	
  are	
  less	
  
well	
  described.	
  
In	
  this	
  work,	
  we	
  analyzed	
  the	
  role	
  of	
  dynamin	
  2,	
  a	
  GTPase	
  involved	
  in	
  fission	
  mechanisms	
  of	
  
endocytosis	
  vesicles,	
  and	
  in	
  the	
  formation	
  and	
  closure	
  of	
  phagosomes.	
  We	
  used	
  an	
  original	
  
experimental	
  system	
  using	
  the	
  total	
   internal	
  reflection	
  fluorescence	
  microscopy	
  (TIRFM)	
  to	
  
show	
   that	
   dynamin	
   2	
   is	
   recruited	
   with	
   actin	
   during	
   phagocytic	
   cup	
   formation	
   and	
  
accumulates	
   at	
   the	
   site	
   of	
   phagosome	
   closure	
   in	
   living	
  macrophages.	
   The	
   inhibition	
   of	
   its	
  
GTPase	
  activity	
  induced	
  an	
  inhibition	
  of	
  phagocytosis	
  and	
  a	
  defect	
  in	
  actin	
  dynamics	
  during	
  
pseudopod	
   extension.	
   Surprisingly,	
   the	
   depolymerization	
   of	
   actin	
   lead	
   to	
   a	
   defective	
  
recruitment	
  of	
  dynamin	
  2	
  at	
  the	
  phagocytic	
  site	
  showing	
  there	
  is	
  a	
  cross-­‐regulation	
  between	
  
dynamin	
  2	
  and	
  actin.	
   Finally,	
   this	
   study	
   showed	
   that	
  dynamin	
  2	
  plays	
  a	
   critical	
   role	
   in	
   the	
  
scission	
  of	
  the	
  phagosome.	
  
Secondly,	
  we	
  initiated	
  the	
  study	
  of	
  the	
  mechanisms	
  involved	
  in	
  regulating	
  the	
  activity	
  of	
  the	
  
complement	
   receptor	
   CR3.	
   Enabling	
   this	
   phagocytic	
   receptor,	
   part	
   of	
   the	
   integrin	
   family,	
  
requires	
  anchoring	
  actin	
  which	
  is	
  necessary	
  for	
  signaling	
  to	
  the	
  actin	
  polymerization	
  and	
  the	
  
formation	
  of	
  phagocytic	
  cups.	
  
All	
  these	
  results	
  contribute	
  to	
  a	
  better	
  understanding	
  of	
  the	
  molecular	
  mechanisms	
  involved	
  
in	
  phagocytosis	
  purposes	
  
	
  
Keywords	
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  macrophage	
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Préambule 	
  

Le	
  corps	
  humain	
  est	
  un	
  ensemble	
  complexe	
  composé	
  de	
  milliards	
  de	
  cellules	
  et	
  de	
  

bactéries	
  qui	
  assurent,	
  ensemble,	
  des	
  fonctions	
  essentielles	
  à	
  son	
  activité.	
  Quotidiennement	
  

il	
  est	
  exposé	
  à	
  des	
  dangers	
  incluant	
  des	
  virus,	
  des	
  bactéries,	
  des	
  champignons,	
  des	
  parasites	
  

ou	
  encore	
  des	
  molécules	
  étrangères,	
  qui	
  menacent	
   son	
  équilibre.	
   Il	
  possède	
  un	
  moyen	
  de	
  

défense	
  appelé	
  :	
  système	
  immunitaire	
  (SI).	
  Le	
  système	
  immunitaire	
  inné	
  chargé	
  de	
  répondre	
  

immédiatement	
  face	
  à	
  un	
  agent	
  infectieux	
  repose	
  en	
  partie	
  sur	
  des	
  leucocytes	
  notamment	
  

les	
  polynucléaires	
  (neutrophiles,	
  éosinophiles	
  et	
  basophiles),	
   les	
  cellules	
  dendritiques	
  et	
  les	
  

monocytes.	
   Ces	
   derniers	
   circulant	
   dans	
   le	
   sang	
   peuvent	
   migrer	
   dans	
   les	
   tissus	
   et	
   se	
  

différencier	
  en	
  macrophages.	
  	
  

	
  La	
   découverte	
   de	
   ces	
   acteurs	
   cellulaires,	
   entre	
   la	
   fin	
   du	
   XIXème	
   siècle	
   et	
   le	
   XXème	
  

siècle,	
  coïncide	
  avec	
  la	
  naissance	
  du	
  concept	
  de	
  l’immunité.	
  Une	
  controverse	
  animait	
  alors	
  la	
  

communauté	
  scientifique.	
  D’un	
  côté	
  les	
  «	
  cellularistes	
  »	
  supportant	
  le	
  rôle	
  des	
  cellules	
  dans	
  

le	
   système	
   de	
   défense	
   de	
   l’organisme,	
   et	
   de	
   l’autre	
   les	
   «	
  humoralistes	
  »	
   supportant	
  

davantage	
   le	
   rôle	
   de	
   molécules	
   sécrétées	
   dans	
   ce	
   processus.	
   Un	
   célèbre	
   zoologiste	
   et	
  

bactériologiste	
   russe	
  Elie	
  Metchnikoff,	
   a	
  démontré	
   le	
   rôle	
   important	
  des	
   leucocytes	
   face	
  à	
  

des	
   corps	
   étrangers	
   via	
   un	
   mécanisme	
   d’internalisation	
   et	
   de	
   dégradation	
   de	
   particules	
  

appelé	
  phagocytose.	
  Il	
  ne	
  fut	
  pas	
  le	
  premier	
  à	
  observer	
  la	
  présence	
  de	
  particules	
  étrangères	
  

au	
   sein	
  des	
   leucocytes.	
   En	
   effet	
   cette	
  première	
  observation	
   fut	
   en	
  1847	
  par	
   von	
  Koelliker	
  

dans	
   des	
   cellules	
   spléniques.	
   Par	
   la	
   suite	
   de	
   nombreux	
   scientifiques	
   ont	
   pu	
   observer	
   la	
  

présence	
   de	
   bactéries	
   ou	
   d’érythrocytes	
   dans	
   les	
   leucocytes	
   mais	
   n’associaient	
   pas	
   ce	
  

phénomène	
   à	
   un	
   mécanisme	
   de	
   défense	
   (Chernyak	
   and	
   Tauber	
   1988,	
   Turk	
   1991).	
   Elie	
  

Metchnikoff	
   fut	
   donc	
   le	
   premier	
   à	
   détailler,	
   par	
   une	
   approche	
   scientifique	
   rigoureuse,	
  

l’importance	
   de	
   la	
   phagocytose	
   dans	
   l’élimination	
   des	
   infections	
   fongiques	
   (démontré	
   en	
  

1883	
   dans	
   un	
   crustacé	
   «	
  Daphnia	
   magna	
  »	
   infecté	
   par	
   «	
  Monospora	
   bicuspidata	
  »)	
   et	
  

bactérienne	
   (démontré	
   la	
  même	
   année	
   avec	
   un	
   lapin	
   vacciné	
   contre	
   l’anthrax	
   présentant	
  

des	
   cellules	
   phagocytant	
   activement).	
   Il	
   décrira	
   deux	
   types	
   cellulaires	
   capables	
   de	
  

phagocyter	
  :	
   les	
  microphages,	
  actuellement	
  appelés	
  neutrophiles	
  polymorphonucléaires,	
  et	
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les	
  macrophages	
  mononucléaires.	
   Il	
  proposera	
  qu’au	
  delà	
  d’être	
  des	
  cellules	
  participant	
  au	
  

développement	
   et	
   à	
   l’homéostasie	
   tissulaire	
   (élimination	
   de	
   débris	
   cellulaires),	
   les	
  

macrophages	
   sont	
   des	
   effecteurs	
   de	
   l’immunité	
   innée	
   et	
   de	
   l’inflammation.	
   Il	
   fut	
  

récompensé	
   en	
   1908	
   par	
   un	
   prix	
   Nobel	
   commun	
   avec	
   Paul	
   Ehrlich	
   qui	
   a	
   développé	
   une	
  

théorie	
   de	
   la	
   réponse	
   immunitaire	
   basée	
   sur	
   l’interaction	
   entre	
   les	
   antigènes	
   et	
   les	
  

anticorps.	
  Paul	
  Ehrlich	
  était	
  un	
  fervent	
  défenseur	
  des	
  «	
  humoralistes	
  ».	
  Elie	
  Metchnikoff	
  et	
  

Paul	
  Ehrlich	
  ont	
  donc	
  démontré	
  que	
  l’organisme	
  possède	
  deux	
  systèmes	
  pour	
  combattre	
  les	
  

agents	
   infectieux.	
   L’année	
  2016,	
  marque	
   le	
   centenaire	
  de	
   la	
  mort	
   de	
   ce	
   grand	
  penseur	
   et	
  

expérimentateur	
  qu’était	
  Elie	
  Metchnikof.	
  Les	
  décénies	
  suivantes,	
   	
  d’importantes	
  avancées	
  

ont	
  été	
  faites	
  dans	
  la	
  compréhension	
  des	
  mécanismes	
  moléculaires	
  et	
  cellulaires	
  associés	
  à	
  

la	
  phagocytose.	
  Des	
  mécanismes	
  qui	
  seront	
  au	
  cœur	
  de	
  mon	
  manuscrit.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figure	
   1	
  :	
   Elie	
  Metchnikoff	
   et	
   ses	
   observations.	
   (A)	
  Portrait	
  d’Elie	
  Metchnikoff	
   réalisé	
  par	
   son	
  
épouse	
  Olga.	
   (B)	
   Schémas	
   réalisés	
   par	
   E.Metchnikoff	
   de	
   ses	
   observations	
   de	
   phagocytose	
   dans	
   les	
  
leucocytes	
   de	
   divers	
   organismes	
   (cobaye,	
   vers	
   blancs)	
   (Metchnikoff	
   1901,	
   Cavaillon	
   2011)

A	
   B	
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Introduction 	
  

Chapitre	
  1	
  :	
  la	
  phagocytose	
  

La	
   phagocytose	
   est	
   un	
  mécanisme	
   cellulaire	
   d’internalisation	
   et	
   de	
   dégradation	
   de	
  

larges	
  particules	
  (>0.5	
  µm)	
  au	
  sein	
  d’une	
  vacuole	
  appelée	
  phagosome.	
  Ce	
  processus,	
  apparu	
  

très	
  tôt	
  au	
  cours	
  de	
  l’évolution,	
  joue	
  un	
  rôle	
  essentiel	
  au	
  sein	
  des	
  organismes	
  unicellulaires	
  

et	
  pluricellulaires	
  eucaryotes.	
  En	
  effet	
  chez	
  les	
  amibes	
  tels	
  que	
  Dyctiostelium	
  discoideum	
   la	
  

phagocytose	
   sert	
   à	
   	
   la	
   nutrition	
   (Ryter	
   and	
  Hellio	
   1980).	
   En	
   revanche	
   chez	
   les	
   eucaryotes	
  

métazoaires,	
  la	
  phagocytose	
  est	
  un	
  mécanisme	
  crucial,	
  à	
  la	
  fois	
  dans	
  la	
  réponse	
  immunitaire	
  

et	
  dans	
   le	
  maintien	
  de	
   l’homéostasie	
   tissulaire.	
  Cette	
   fonction	
  est	
  assurée	
  par	
  des	
  cellules	
  

appelées	
   phagocytes	
   professionnels	
  	
   notamment	
   les	
   cellules	
   dendritiques,	
   les	
  

monocytes/macrophages	
   et	
   les	
   polymorphonucléaires	
   neutrophiles.	
   Ces	
   cellules	
   sont	
  

spécialisées	
  dans	
  l’élimination	
  de	
  microbes	
  tels	
  que	
  	
  bactéries,	
  champignons	
  et	
  parasites.	
  Les	
  

phagocytes	
  professionnels	
  et	
  les	
  phagocytes	
  dits	
  non	
  professionnels	
  tels	
  que	
  les	
  fibroblastes,	
  

les	
   cellules	
   endothéliales	
   et	
   les	
   cellules	
   épithéliales	
   ont	
   aussi	
   pour	
   cible	
   les	
   corps	
  

apoptotiques.	
  	
  

La	
  présence	
  d’un	
  microorganisme	
  pathogène	
  dans	
   les	
   tissus	
  va	
   induire	
   la	
   libération	
  

de	
   signaux	
   chimio-­‐attractants	
   qui	
   vont	
   attirer	
   les	
   phagocytes	
   sur	
   le	
   site	
   de	
   l’infection.	
   Le	
  

pathogène	
   est	
   alors	
   reconnu	
   (via	
   ses	
  molécules	
   de	
   surfaces)	
   par	
   de	
   nombreux	
   récepteurs	
  

spécifiques	
   présents	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   des	
   cellules	
   phagocytaires.	
   Cette	
  

reconnaissance	
  est	
  transduite	
  en	
  cascades	
  de	
  signalisation	
  et	
  d’activation	
  qui	
  aboutissent	
  à	
  

un	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette,	
  du	
  trafic	
  intracellulaire	
  et	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique.	
  Il	
  y	
  a	
  

alors	
   formation	
   d’extensions	
   membranaires	
   appelées	
   pseudopodes	
   qui	
   entourent	
   et	
  

enferment	
   la	
   particule	
   à	
   internaliser	
   dans	
   un	
   compartiment	
   nommé	
   phagosome.	
   Ce	
  

compartiment	
  mature	
  grâce	
  à	
  des	
  évènements	
  de	
  fusion	
  et	
  fission	
  avec	
  la	
  voie	
  d’endocytose	
  

qui	
   lui	
   permettent	
   d’acquérir	
   les	
   éléments	
   nécessaires	
   à	
   la	
   dégradation	
   de	
   la	
  

particule	
  (acidification,	
   hydrolases,	
   protéases,	
   espèces	
   réactives	
   oxygénées	
   (ROS)).	
   Les	
  

peptides	
  issus	
  de	
  la	
  dégradation	
  	
  peuvent	
  être	
  préservés	
  et	
  chargés	
  sur	
  le	
  complexe	
  majeur	
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d’histocompatibilité	
   de	
   classe	
   II	
   (CMH-­‐II)	
   afin	
   d’activer	
   les	
   lymphocytes	
   T,	
   acteurs	
   de	
  

l’immunité	
   adaptative	
   permettant	
   une	
   réponse	
   spécifique	
   (Savina	
   and	
   Amigorena	
   2007,	
  

Mantegazza,	
   Magalhaes	
   et	
   al.	
   2013).	
   Parallèlement	
   à	
   la	
   présentation	
   antigénique,	
  

l’activation	
  des	
  macrophages	
  s’accompagne	
  de	
   la	
  production	
  de	
  cytokines,	
  de	
  chimiokines,	
  

et	
  de	
  défensines	
  qui	
  participent	
  à	
  la	
  réponse	
  immunitaire	
  inflammatoire	
  (Figure	
  2).	
  

Ce	
  premier	
  chapitre	
  se	
  focalise	
  sur	
  le	
  processus	
  de	
  phagocytose	
  dans	
  les	
  phagocytes	
  

professionnels.	
  Il	
  décrira	
  les	
  mécanismes	
  et	
  acteurs	
  moléculaires	
  mis	
  en	
  place	
  de	
  l’adhésion	
  

à	
   la	
   dégradation	
   des	
   particules	
   internalisées,	
   sans	
   toutefois	
   détailler	
   la	
   maturation	
   des	
  

phagosomes	
  et	
  l’activation	
  des	
  cellules.	
  

	
  

Figure	
  2	
  :	
   La	
  phagocytose.	
  Ce	
  processus	
  se	
  définit	
  par	
  trois	
  grandes	
  étapes	
  :	
  1-­‐La	
  reconnaissance	
  
par	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   et	
   l’internalisation	
   de	
   la	
   particule	
   dans	
   un	
   phagosome;	
   2-­‐	
   La	
  
maturation	
   du	
   phagosome	
   le	
   long	
   de	
   la	
   voie	
   d’endocytose	
  ;	
   3-­‐La	
   dégradation	
   de	
   la	
   particule	
   et	
   la	
  
présentation	
   antigénique	
   via	
   le	
   CMH	
   II.	
   L’activation	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   et	
   des	
   co-­‐
récepteurs	
   conduit,	
   en	
   parallèle,	
   à	
   l’activation	
   des	
   cellules	
   phagocytaires	
   qui	
   produisent	
   des	
  
cytokines	
  et	
  chimiokines	
  à	
  l’origine	
  de	
  la	
  réponse	
  inflammatoire.	
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1. Adhésion	
  :	
  les	
  récepteurs	
  phagocytaires,	
  structure,	
  fonction	
  et	
  

expression	
  

Du	
   fait	
   de	
   la	
   grande	
   variété	
   et	
   nature	
   des	
   particules	
   prises	
   en	
   charge	
   lors	
   de	
   la	
  

phagocytose,	
  les	
  cellules	
  phagocytaires	
  présentent	
  à	
  leur	
  surface	
  une	
  batterie	
  de	
  récepteurs	
  

membranaires,	
  ayant	
  des	
  sélectivités	
  distinctes	
  et	
  qui	
  collaborent	
  ensembles	
  à	
  la	
  détection	
  

et	
  l’ingestion	
  de	
  particules.	
  Il	
  est	
  important	
  de	
  noter	
  que	
  tous	
  les	
  récepteurs	
  engagés	
  durant	
  

la	
   phagocytose	
   ne	
   sont	
   pas	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires.	
   En	
   effet	
   un	
   récepteur	
  

phagocytaire	
  est	
  défini	
  par	
  sa	
  capacité	
  à	
  déclencher	
   l’ingestion	
  d’une	
  particule	
   lors	
  de	
  son	
  

expression	
   ectopique	
   dans	
   des	
   cellules	
   non-­‐phagocytaires	
   (Underhill	
   and	
   Ozinsky	
   2002,	
  

Flannagan,	
   Jaumouillé	
   et	
   al.	
   2012,	
   Freeman	
   and	
   Grinstein	
   2014).	
   Ils	
   induisent	
   donc	
  

directement	
   la	
   phagocytose.	
   En	
   revanche,	
   des	
   récepteurs	
   annexes,	
   tels	
   que	
   la	
   famille	
   des	
  

récepteurs	
   «	
  Toll-­‐like	
  »	
   (TLRs),	
   qui	
   sont	
   de	
   véritables	
   senseurs	
   de	
   l’infection	
  microbienne,	
  

modulent	
   l’efficacité	
   de	
   phagocytose,	
   le	
   devenir	
   des	
   particules	
   internalisées	
   et	
   la	
   réponse	
  

inflammatoire	
  (Beutler	
  2004,	
  Blander	
  2007).	
  Les	
  particules	
  	
  reconnues	
  par	
  l’ensemble	
  de	
  ces	
  

récepteurs	
   présentent	
   un	
   large	
   éventail	
   de	
  motifs	
  moléculaires	
   à	
   leur	
   surface	
   et	
   peuvent	
  

être	
  recouvertes	
  par	
  des	
  molécules	
  du	
  sérum	
  appelées	
  opsonines.	
  	
  

Parmi	
   les	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   répertoriés	
   se	
   distinguent	
   diverses	
   catégories	
  

(Tableau	
   1).	
   D’une	
   part,	
   les	
   récepteurs	
   aux	
   corps	
   étrangers	
   tels	
   que	
   les	
   récepteurs	
   aux	
  

opsonines	
  et	
  les	
  récepteurs	
  aux	
  motifs	
  moléculaires	
  associés	
  aux	
  pathogènes	
  (PRRs)	
  ;	
  d’autre	
  

part,	
  les	
  récepteurs	
  aux	
  corps	
  apoptotiques.	
  

a. Récepteurs	
  aux	
  corps	
  apoptotiques	
  

Quotidiennement,	
   l’organisme	
   élimine	
   près	
   de	
   10	
   milliards	
   de	
   cellules	
   qui	
   sont	
  

détruites	
   par	
   apoptose.	
   Le	
   marqueur	
   le	
   plus	
   caractéristique	
   de	
   ces	
   cellules	
   est	
   la	
  

phosphatidylsérine	
  	
  (PS).	
  Dans	
  	
  des	
  cellules	
  saines	
  ce	
  lipide	
  est	
  restreint	
  au	
  feuillet	
  interne	
  de	
  

la	
   membrane	
   plasmique.	
   Cependant	
   lors	
   de	
   l’apoptose,	
   il	
   se	
   voit	
   exposé	
   sur	
   le	
   feuillet	
  

externe.	
  Ainsi	
  il	
  peut	
  être	
  reconnu	
  par	
  de	
  nombreux	
  récepteurs	
  phagocytaires	
  de	
  différentes	
  

familles	
   notamment	
   les	
   récepteurs	
   TIM	
   («	
  T	
   cell	
   immunoglobulin	
  mucin	
  »),	
   les	
   récepteurs	
  

BAI-­‐1	
   («	
  Brain-­‐specific	
   angiogenesis	
   inhibitor	
   I	
  »)	
   et	
   le	
   récepteur	
   stabiline	
   2	
   (Kobayashi,	
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Karisola	
  et	
  al.	
  2007,	
  Park,	
  Tosello-­‐Trampont	
  et	
  al.	
  2007,	
  Park,	
  Jung	
  et	
  al.	
  2008).	
  En	
  plus	
  de	
  la	
  

reconnaissance	
   directe	
   de	
   la	
   PS,	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   ou	
   co-­‐récepteurs	
  

reconnaissent	
   de	
   nombreuses	
   molécules	
   ayant	
   une	
   affinité	
   pour	
   la	
   PS.	
   Parmi	
   elles,	
   la	
  

lactadherine	
  (MGF-­‐E8),	
  produite	
  par	
  les	
  macrophages,	
  est	
  reconnue	
  par	
  l’intégrine	
  α5β3.	
  	
  De	
  

même,	
   les	
   dérivés	
   de	
   la	
   PS	
   peuvent	
   être	
   également	
   reconnus	
   par	
   les	
   récepteurs	
   CD36	
   et	
  

CD68	
  capables	
  de	
  lier	
  les	
  lipides	
  oxydés.	
  	
  

	
  

Tableau	
  1	
  :	
  Récepteurs	
  phagocytaires	
  humains	
  et	
   leurs	
   ligands.	
  Adapté	
  de	
  (Freeman	
  and	
  Grinstein	
  
2014)	
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b. Les	
  récepteurs	
  aux	
  opsonines	
  

Une	
  fois	
  dans	
  l’organisme,	
  les	
  corps	
  étrangers	
  sont	
  reconnus	
  et	
  couverts	
  par	
  diverses	
  

molécules	
  solubles	
  nommées	
  opsonines	
  qui	
  circulent	
  dans	
  le	
  sang	
  et	
  les	
  fluides	
  interstitiels.	
  

Parmi	
  elles	
   se	
  distinguent	
   les	
   immunoglobulines	
  qui	
   sont	
  aptes	
  à	
   fixer	
   spécifiquement	
  des	
  

antigènes	
  étrangers	
   et	
   les	
   composés	
  de	
   la	
   cascade	
  du	
   	
   complément	
   	
   qui	
   se	
  déposent	
   à	
   la	
  

surface	
  des	
  particules	
  étrangères.	
  Ce	
  phénomène	
  de	
  recouvrement	
  appelé	
  opsonisation	
  va	
  

favoriser	
   la	
   reconnaissance,	
   simultanée,	
   	
   de	
   la	
   particule	
   par	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
  

différents	
  et	
  générer	
  une	
  réponse	
  probablement	
  synergique.	
  Cependant	
  les	
  propriétés	
  et	
  les	
  

voies	
  de	
  signalisations	
  associées	
  à	
  ces	
  récepteurs	
  ont	
  pu	
  être	
  étudiées	
  séparément	
  grâce	
  à	
  

des	
  modèles	
  expérimentaux	
  empêchant	
  ou	
  limitant	
  l’implication	
  d’autres	
  récepteurs.	
  

i. Les	
  récepteurs	
  Fc	
  	
  (FcR)	
  

La	
   famille	
   des	
   récepteurs	
   au	
   fragment	
   cristallisable	
   (Fc)	
   des	
   immunoglobulines	
   (Ig)	
  

appartient	
   à	
   la	
   superfamille	
   des	
   immunoglobulines.	
   Elle	
   se	
   subdivise	
   en	
   plusieurs	
   classes	
  

selon	
  le	
  type	
  d’Ig	
  avec	
  lesquelles	
  les	
  récepteurs	
  interagissent.	
   	
  Les	
  récepteurs	
  FcγR	
  lient	
  les	
  

immunoglobulines	
  de	
  types	
  G	
  (IgG)	
  tandis	
  que	
  les	
  récepteurs	
  Fcα	
  et	
  Fcε	
  	
  lient	
  les	
  IgA	
  et	
  IgE	
  

respectivement.	
   Il	
   existe	
   6	
   récepteurs	
   Fcγ	
   chez	
   l’homme	
   (FcγRI,	
   FcγRIIA,	
   FcγRIIB,	
   FcγRIIC,	
  

FcγRIIIA,	
   et	
   FcγRIIIB)	
   qui	
   présentent	
   des	
   affinités	
   différentes	
   pour	
   les	
   IgG.	
   Les	
   classes	
   de	
  

récepteurs	
  phagocytaires	
   sont	
  présentées	
  dans	
   le	
   tableau	
  1.	
   Les	
   récepteurs	
   	
   FcγRI	
   (CD64),	
  

FcγRIIA	
   (CD32),	
   FcγRIIC	
   (CD32c),	
   et	
   FcγRIIIA	
   (CD16a)	
   sont	
  dits	
   activateurs.	
   Ils	
  possèdent	
  un	
  

domaine	
   intracellulaire	
   «	
  Immunoreceptor	
   tyrosine-­‐based	
   activation	
   motif	
  »	
   (ITAM)	
   sur	
   la	
  

sous-­‐unité	
  γ	
  homodimérique	
  commune	
  aux	
  FcγRI	
  et	
  FcγRIIIA	
  ou	
  sur	
  l’unique	
  chaîne	
  α,	
  liant	
  le	
  

ligand,	
  commune	
  à	
  tous	
  les	
  récepteurs	
  activateurs.	
  	
  FcγRIIB	
  	
  est	
  l’unique	
  récepteur	
  inhibiteur	
  

qui	
  possède	
  un	
  domaine	
  intracellulaire	
  «	
  Immunoreceptor	
  tyrosine-­‐based	
  inhibition	
  motif	
  »	
  

(ITIM).	
  	
  Enfin	
  le	
  récepteur	
  FcγRIIIB	
  ancré	
  dans	
  le	
  feuillet	
  externe	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  

par	
  une	
  ancre	
  glycosylphosphatidylinositol	
   (GPI)	
  ne	
  contient	
  pas	
  de	
  motifs	
  de	
  signalisation	
  

(Nimmerjahn	
  and	
  Ravetch	
  2008).	
  	
  

Les	
   monocytes,	
   macrophages	
   et	
   neutrophiles	
   humains	
   expriment	
   les	
   récepteurs	
  

phagocytaires	
  FcγRI,	
  FcγRIIA	
  et	
  FcγRIIIA.	
  En	
  revanche	
  dans	
  les	
  cellules	
  phagocytaires	
  murines,	
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le	
  récepteur	
  FcγRIIA	
  n’est	
  pas	
  exprimé.	
  L’utilisation	
  de	
  modèles	
  murins	
  dépourvus	
  des	
  gènes	
  

codants	
   pour	
   les	
   FcγRs	
   a	
   pu	
   mettre	
   en	
   évidence	
   leur	
   rôle	
   crucial	
   dans	
   la	
   réponse	
  

inflammatoire	
  et	
  la	
  clairance	
  microbienne.	
  Notamment	
  une	
  étude	
  indique	
  que	
  la	
  délétion	
  du	
  

gène	
  codant	
  pour	
  FcγRI	
  chez	
  la	
  souris	
  	
  induit	
  une	
  inhibition	
  de	
  la	
  phagocytose	
  des	
  complexes	
  

immuns	
   formés	
   par	
   les	
   IgG2A.	
   Elle	
   entraine	
   également	
   un	
   défaut	
   de	
   la	
   présentation	
   de	
  

l’antigène	
   par	
   le	
   CMH-­‐I	
   conduisant	
   à	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   réponse	
   inflammatoire	
   (Ioan-­‐

Facsinay,	
  de	
  Kimpe	
  et	
  al.	
  2002,	
  Bruhns	
  and	
  Jonsson	
  2015).	
  

	
   	
  	
  

	
  

Figure	
   3	
  :	
   Représentation	
  des	
   récepteurs	
   Fcγ 	
   chez	
   l’homme	
  et	
   la	
   souris.	
   	
  Ces	
  récepteurs	
  sont	
  des	
  
glycoprotéines	
   transmembranaires	
   de	
   type	
   I,	
   à	
   l’exception	
   du	
   récepteur	
   FcRIIIB	
   de	
   l’homme	
   qui	
  
possède	
   une	
   ancre	
   GPI.	
   On	
   distingue	
   les	
   récepteurs	
   activateurs	
   (Homme	
  :	
   FcγRI,	
   FcγIIA,	
   FcγIIIA	
  ;	
  
souris	
  :	
  FcγRI	
  FcγII	
  FcγIV)	
  qui	
  possèdent	
  un	
  domaine	
  d’activation	
   intracellulaire	
  constitué	
  d’un	
  motif	
  
ITAM	
  et	
   les	
  récepteurs	
   inhibiteurs	
  (FcγRIIB)	
   	
  qui	
  eux	
  comportent	
  un	
  motif	
   ITIM.	
  La	
  phosphorylation	
  
des	
   tyrosines	
   de	
   ces	
   motifs	
   régule	
   la	
   signalisation	
   en	
   aval	
   de	
   ces	
   récepteurs.	
   Il	
   n’existe	
   pas	
   de	
  
récepteurs	
  FcγRII	
  chez	
  la	
  souris.	
  Adapté	
  de	
  (Nimmerjahn	
  and	
  Ravetch	
  2008)	
  

 

Les	
   FcγRs	
   activateurs	
   sont	
   constitutivement	
   actifs	
   à	
   la	
   surface	
   des	
   macrophages.	
   La	
  

reconnaissance	
  et	
  liaison	
  de	
  complexes	
  immuns	
  induisent	
  le	
  regroupement	
  des	
  FcγRs	
  en	
  une	
  

plateforme	
  de	
  signalisation	
  au	
  site	
  de	
  contact	
  avec	
  la	
  particule.	
  Le	
  processus	
  de	
  phagocytose	
  

est	
   alors	
   initié.	
   Il	
   existe	
   une	
   balance	
   très	
   importante	
   entre	
   les	
   signaux	
   activateurs	
   et	
  

inhibiteurs	
   induit	
  par	
   le	
   	
   FcγRIIB.	
  En	
  effet	
   la	
  délétion	
  de	
  ce	
  dernier	
  dans	
  des	
  macrophages	
  

murins	
   immortalisés	
   entraine	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’internalisation	
   des	
   cibles	
   opsonisées	
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avec	
   des	
   IgG	
   (Streptococcus	
   pneumoniae),	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   clairance	
   bactérienne	
  

dans	
  les	
  souris	
  délétées	
  pour	
  le	
  gène	
  codant	
  pour	
  le	
  FcγRIIB	
  mais	
  une	
  réponse	
  inflammatoire	
  

excessive	
   conduisant	
   au	
   choc	
   septique	
   (Clatworthy	
   and	
   Smith	
   2004).	
   Les	
   mécanismes	
   de	
  

régulation	
  de	
  cette	
  balance	
  entre	
  signaux	
  activateurs	
  et	
  inhibiteurs	
  ne	
  sont	
  pas	
  totalement	
  

élucidés	
  mais	
  dépendent	
  de	
  la	
  régulation	
  du	
  niveau	
  d’expression	
  des	
  récepteurs.	
  	
  

ii. Les	
  récepteurs	
  aux	
  compléments	
  

Le	
  complément	
  est	
  un	
  système	
  composé	
  d’une	
  trentaine	
  de	
  protéines	
  solubles	
  du	
  sérum	
  

qui	
   circulent	
   dans	
   l’organisme	
   sous	
   forme	
   inactive.	
   La	
   présence	
   d’un	
   agent	
   infectieux	
  

déclenchera	
  une	
  cascade	
  de	
  clivages	
  enzymatiques	
  qui	
  conduiront	
  à	
  leur	
  activation.	
  Il	
  existe	
  

trois	
  voies	
  d’activation	
  du	
  complément	
  qui	
  convergent	
   toutes	
  vers	
  une	
  protéine	
  zymogène	
  

centrale	
   :	
   la	
   C3.	
   Le	
   clivage	
   de	
   cette	
   dernière	
   permet	
   la	
   production	
   de	
   molécules	
  

anaphylactiques,	
  	
  de	
  complexes	
  d’attaque	
  membranaire	
  et	
  d’opsonines.	
  	
  

Actuellement,	
  on	
  distingue	
  cinq	
  récepteurs	
  au	
  complément.	
  Ceux	
  de	
  type	
  1,	
  3,	
  4	
  et	
  Ig	
  qui	
  

sont	
  dits	
  phagocytaires	
  tandis	
  que	
  le	
  CR2	
  ne	
  l’est	
  pas.	
  Le	
  CR1	
  (CD35),	
  composé	
  d’une	
  chaîne	
  

transmembranaire,	
   lie	
   les	
   molécules	
   du	
   complément	
   C1q,	
   C4b	
   et	
   C3b	
   qui	
   opsonisent	
  les	
  

particules	
  étrangères.	
   Il	
  n’est	
  pas	
  exprimé	
  à	
   la	
  surface	
  des	
  macrophages	
  mais	
  est	
   retrouvé	
  

sur	
   les	
  érythrocytes	
  et	
   les	
  neutrophiles.	
   	
  Les	
  récepteurs	
  CR3	
  (αMβ2,	
  CD11b/CD18,	
  Mac1)	
  et	
  

CR4	
   (αXβ2,	
   CD11c/CD18	
   ou	
   gp150/95)	
   sont	
   des	
   intégrines	
   hétérodimériques	
   	
   composées	
  

d’une	
   chaîne	
   commune	
   β2	
   et	
   d’une	
   chaîne	
   distincte	
   αM	
   et	
   αX	
   	
   respectivement.	
   Ils	
  

reconnaissent	
  uniquement	
   le	
  fragment	
  C3bi	
  du	
  complément,	
   issu	
  du	
  clivage	
  de	
   la	
  protéine	
  

C3,	
   qui	
   opsonise	
   les	
   agents	
   infectieux.	
   Ces	
   récepteurs	
   sont	
   exprimés	
   à	
   la	
   surface	
   des	
  

monocytes,	
  macrophages,	
   cellules	
   dendritiques,	
   cellules	
   NK,	
   neutrophiles	
   et	
   granulocytes.	
  	
  

Les	
   récepteurs	
   CRIg	
   reconnaissent	
   eux	
   aussi	
   les	
   fragments	
   C3bi	
   et	
   font	
   partie	
   de	
   la	
  

superfamille	
  des	
  immunoglobulines.	
  Ils	
  sont	
  exprimés	
  à	
  la	
  surface	
  des	
  macrophages	
  résident	
  

des	
   tissus	
  	
   comme	
   les	
   cellules	
   de	
   Kupffer	
   et	
   les	
   macrophages	
   interstitiels	
   du	
   cœur(van	
  

Lookeren	
  Campagne,	
  Wiesmann	
  et	
  al.	
  2007).	
  

Le	
  récepteur	
  	
  CR3	
  est	
  le	
  mieux	
  caractérisé	
  de	
  la	
  famille.	
  Comme	
  toutes	
  les	
  intégrines,	
  il	
  

existe	
   sous	
   une	
   forme	
   inactive,	
   qui	
   s’active	
   par	
   changement	
   de	
   conformation	
   suite	
   à	
   un	
  

signal	
   «	
  inside-­‐out	
  ».	
   Il	
   pourra	
   alors	
   lier	
   le	
   fragment	
   C3bi	
   du	
   complément	
   qui	
   induira	
   un	
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second	
   signal	
   dit	
   «	
  outside-­‐in	
  »	
   permettant	
   la	
   transduction	
   du	
   signal.	
   La	
   pré-­‐activation	
   du	
  

CR3	
   par	
   le	
   signal	
   «	
  inside-­‐out	
  »	
   est	
   une	
   étape	
   nécessaire	
   afin	
   d’augmenter	
   son	
   niveau	
  

d’expression	
  en	
  surface,	
  son	
  affinité	
  pour	
  le	
  ligand	
  et	
  d’induire	
  la	
  phagocytose.	
  Ce	
  signal	
  est	
  

déclenché	
   par	
   des	
   cytokines	
   inflammatoires	
   comme	
   le	
   «	
  Tumor	
   Necrosis	
   Factor-­‐alpha	
  »	
  

(TNF-­‐α),	
   	
   les	
   lipopolysaccharides	
   (LPS),	
   des	
   chimiokines	
   ou	
   la	
   fibronectine	
   (Wang	
   and	
   Luo	
  

2010,	
  Ginsberg	
  2014).	
   In	
   vitro	
  des	
  esters	
  de	
  phorbol,	
   tels	
  que	
   le	
  Phorbol	
  12-­‐Myristate	
  13-­‐

Acetate	
  (PMA)	
  connu	
  pour	
  activer	
  la	
  protéine	
  kinase	
  C	
  (PKC),	
  sont	
  utilisés	
  afin	
  de	
  mimer	
  ces	
  

signaux.	
  	
  

c. Les	
  récepteurs	
  des	
  motifs	
  moléculaires	
  associés	
  aux	
  pathogènes	
  :	
  

«	
  Pattern	
  Recognition	
  Receptors	
  »	
  	
  (PRR)	
  

Bactéries,	
   champignons	
  et	
  parasites	
  exposent	
  à	
   leur	
   surface	
  de	
  nombreuses	
  molécules	
  

hautement	
  conservées,	
  qui	
  n’ont	
  jamais	
  été	
  retrouvées	
  chez	
  les	
  organismes	
  supérieurs.	
  Ces	
  

motifs	
   moléculaires	
   associés	
   aux	
   pathogènes	
   (PAMPs)	
   peuvent	
   être	
   détectés	
   par	
   des	
  

récepteurs	
   «	
  Toll	
   like	
  »	
   (TLRs)	
   qui	
   modulent	
   la	
   réponse	
   inflammatoire	
   ou	
   des	
   récepteurs	
  

phagocytaires.	
  Parmi	
  ces	
  récepteurs	
  phagocytaires	
  on	
  distingue	
  :	
  

-­‐ la	
  famille	
  	
  des	
  récepteurs	
  aux	
  lectines	
  de	
  type	
  C	
  qui	
  reconnaissent	
  	
  spécifiquement	
  les	
  

glycolipides,	
  carbohydrates	
  et	
  glycoprotéines	
  

-­‐ la	
   famille	
   des	
   récepteurs	
   «	
  Scavengers	
  »	
   qui	
   reconnaissent	
   des	
  motifs	
  moléculaires	
  

bactériens.	
  

i. Les	
  récepteurs	
  de	
  lectines	
  de	
  type	
  C	
  :	
  exemple	
  dectine-­‐1	
  

Dectine-­‐1	
   est	
   un	
   récepteur	
   transmembranaire	
   de	
   type	
   II	
   qui	
   est	
   indépendant	
   du	
  

calcium	
   et	
   lie	
   spécifiquement	
   les	
   β-­‐glucanes.	
   Il	
   est	
   exprimé	
   à	
   la	
   surface	
   des	
   cellules	
  

dendritiques	
   myéloides,	
   des	
   monocytes,	
   des	
   macrophages	
   et	
   des	
   neutrophiles.	
   Il	
   permet	
  

l’internalisation	
   d’agents	
   pathogènes	
   fongiques	
   tels	
   que	
   S.	
   cerevisiae	
   ou	
   C.	
   albicans	
  

sphérique.	
   Sa	
   structure	
   contient	
   un	
   seul	
   domaine	
   extracellulaire	
   de	
   reconnaissance	
   des	
  

carbohydrates	
   CTLD	
   («	
  C-­‐type	
   lectin	
   like	
   domain	
  »)	
   et	
   un	
   domaine	
   cytoplasmique	
   «	
  ITAM-­‐

like	
  »	
   nécessaire	
   à	
   la	
   transduction	
   du	
   signal	
   (Hoving,	
   Wilson	
   et	
   al.	
   2014).	
   La	
   cascade	
   de	
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signalisation	
   en	
   aval	
   de	
   dectine-­‐1	
   présente	
   de	
   nombreuses	
   similitudes	
   avec	
   la	
   voie	
   de	
  

signalisation	
   en	
   aval	
   des	
   récepteurs	
   Fcγ	
   (Nimmerjahn	
   and	
   Ravetch	
   2008)	
   .	
   La	
   liaison	
  

récepteur-­‐ligand	
   induit	
   la	
  phosphorylation	
  des	
  tyrosines	
  du	
  domaine	
  «	
  ITAM-­‐Like	
  »	
  par	
  des	
  

kinases	
   de	
   la	
   famille	
   Src.	
   Dans	
   les	
   cellules	
   dendritiques	
   la	
   protéine	
   kinase	
   Syk	
   («	
  Spleen	
  

tyrosine	
  kinase	
  »)	
  est	
  recrutée	
  au	
  niveau	
  des	
  tyrosines	
  phosphorylées	
  du	
  domaine	
  «	
  ITAM-­‐

like	
  ».	
   De	
   façon	
   surprenante,	
   dans	
   les	
   macrophages,	
   elle	
   n’est	
   pas	
   impliquée	
   comme	
   le	
  

démontrent	
  des	
  expériences	
  d’inhibition	
  spécifique	
  de	
  la	
  kinase	
  par	
  le	
  piceatannol	
  dans	
  les	
  

macrophages	
  murins	
   RAW264.7	
  mis	
   au	
   contact	
   de	
   zymosan	
   (Herre,	
  Marshall	
   et	
   al.	
   2004).	
  

Cette	
  même	
  étude	
  a	
  pu	
  mettre	
  en	
  évidence	
   l’implication	
  des	
  enzymes	
  phosphoinositide	
  3-­‐

kinase	
   (PI3K),	
   protéine	
   kinase	
   C	
   (PKC)	
   	
   et	
   des	
   GTPases	
   Rac	
   et	
   Cdc42	
   	
   conduisant	
   au	
  

remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  nécessaire	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  pseudopodes	
  autour	
  de	
  

la	
  particule	
  à	
  internaliser.	
  

ii. Les	
  récepteurs	
  «	
  Scavengers	
  »	
  :	
  exemple	
  des	
  SR-­‐A	
  

Les	
   récepteurs	
   scavenger	
   (SRs)	
   forment	
   une	
   super	
   famille	
   qui	
   lie	
   une	
   variété	
   de	
  

ligands	
   allant	
   des	
   lipoprotéines	
   modifiées	
   aux	
   pathogènes.	
   Ils	
   se	
   classent	
   en	
   10	
   familles	
  

définies	
  de	
  A	
  à	
  J,	
  selon	
  leur	
  degré	
  de	
  similitudes	
  en	
  séquence	
  primaire	
  (Prabhudas,	
  Bowdish	
  

et	
  al.	
  2014,	
  Zani,	
  Stephen	
  et	
  al.	
  2015).	
  	
  	
  

La	
   classe	
  A	
   regroupe	
  des	
   récepteurs	
  membranaires	
  de	
   type	
   II	
   composés	
  d’un	
  court	
  

domaine	
   cytoplasmique	
   suivi	
   d’un	
   domaine	
   transmembranaire	
   et	
   d’un	
   large	
   domaine	
  

extracellulaire	
  reconnaissant	
  divers	
  ligands.	
  Les	
  membres	
  de	
  cette	
  classe	
  (SR-­‐A1,	
  SR-­‐A3,	
  SR-­‐

A4,	
  SR-­‐A5,	
  SR-­‐A6)	
  possèdent	
  tous	
  un	
  domaine	
  «	
  collagen-­‐like	
  ».	
  Dans	
  les	
  macrophages	
  sont	
  

exprimés	
  uniquement	
   le	
  SR-­‐A1	
  et	
   le	
  SR-­‐A6	
  (MARCO).	
   	
  Ceux-­‐ci	
   lient	
   le	
   lipopolysaccharide	
  et	
  

l’acide	
  lipoteichoique	
  à	
  la	
  surface	
  de	
  bactéries.	
  Une	
  étude	
  a	
  démontré	
  le	
  rôle	
  phagocytaire	
  

de	
  SR-­‐A1	
  lors	
  de	
  l’internalisation	
  de	
  bactéries	
  telles	
  que	
  E.coli.	
  De	
  plus	
  la	
  déplétion	
  du	
  gène	
  

codant	
  pour	
  l’expression	
  de	
  ce	
  récepteur	
  chez	
  des	
  souris	
  induit	
  une	
  susceptibilité	
  accrue	
  au	
  

choc	
   endotoxinique	
   et	
   à	
   l’infection	
   à	
   Listeria	
   monocytogenes.	
   Ceci	
   est	
   probablement	
  

significatif	
  du	
  défaut	
  de	
  clairance	
  bactérienne	
  résultant	
  de	
  la	
  perturbation	
  de	
  la	
  phagocytose	
  

(Peiser,	
  Gough	
  et	
  al.	
  2000,	
  Canton,	
  Neculai	
  et	
  al.	
  2013).	
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2. Signalisation	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  aux	
  opsonines	
  :	
  FcRs	
  et	
  CR3	
  

Lors	
  de	
   la	
  reconnaissance	
  d’une	
  particule	
  opsonisée	
  par	
  un	
  récepteur	
  phagocytaire,	
   les	
  

cascades	
  de	
  signalisation	
  qui	
  diffèrent	
  selon	
  le	
  type	
  de	
  récepteur	
  engagé,	
  sont	
  déclenchées.	
  

Dans	
  cette	
  partie	
  nous	
  nous	
  focaliserons	
  sur	
  la	
  signalisation	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  Fcγ et	
  des	
  

récepteurs	
   au	
   complément	
   CR3	
   qui	
   sont	
   les	
   mieux	
   caractérisés	
   de	
   la	
   littérature.	
  

L’internalisation	
   est	
   une	
   étape	
   précoce	
   de	
   la	
   phagocytose	
   qui	
   se	
   définit	
   par	
   la	
   formation	
  

d’une	
   coupe	
   phagocytaire	
   c’est	
   à	
   dire	
   la	
   formation	
   d’extensions	
   membranaires	
   appelées	
  

pseudopodes	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  à	
  internaliser.	
  La	
  génération	
  de	
  ces	
  protrusions	
  dépend	
  

principalement	
   de	
   deux	
   mécanismes	
  :	
   la	
   polymérisation	
   locale	
   d’actine	
   et	
   l’exocytose	
  

focalisée	
   de	
   vésicules	
   issues	
   des	
   compartiments	
   intracellulaires.	
   La	
   régulation	
   fine	
   de	
   ces	
  

deux	
  mécanismes	
  dans	
  l’espace	
  et	
  le	
  temps	
  est	
  due	
  à	
  la	
  coordination	
  de	
  multiples	
  protéines	
  

et	
   phosphoinositides	
   (Braun	
   and	
   Niedergang	
   2006,	
   Deschamps,	
   Echard	
   et	
   al.	
   2013,	
  

Niedergang	
  2016)	
  

a. Récepteurs	
  Fcγ	
  et	
  signalisation	
  

i. Phosphorylation	
  des	
  récepteurs	
  

Les	
  récepteurs	
  Fcγ	
  lient	
  la	
  portion	
  Fc	
  des	
  immunoglobulines	
  avec	
  une	
  stoechiométrie	
  

1	
  :	
  1.	
  	
  La	
  reconnaissance	
  de	
  complexes	
  immuns	
  par	
  ces	
  récepteurs	
  induit	
  leur	
  regroupement	
  

et	
   la	
   phosphorylation	
   des	
   tyrosines	
   présentes	
   sur	
   les	
   motifs	
   ITAMs	
   de	
   leur	
   domaine	
  

intracellulaire	
   (Lin,	
   Kurilova	
   et	
   al.	
   2016).	
   Cette	
   étape	
   requiert	
   l’activité	
   des	
   kinases	
   de	
   la	
  

famille	
  Src	
  car	
  les	
  récepteurs	
  Fcγ	
  ne	
  possédent	
  pas	
  d’activité	
  kinase	
  intrinsèque	
  (Figure	
  4).	
  	
  

• Les	
  kinases	
  Src	
  dans	
  les	
  macrophages	
  

Cette	
   famille	
  est	
   composée	
  de	
  9	
  membres	
  dont	
   trois	
  3	
   sont	
  majoritairement	
  exprimés	
  

dans	
  les	
  macrophages	
  :	
  Lyn,	
  Hck,	
  Fgr.	
  	
  Ces	
  kinases	
  ont	
  une	
  structure	
  similaire	
  comprenant	
  :	
  

(i)	
  une	
  région	
  N-­‐terminale	
  myristylée	
  et	
  palmitylée	
  qui	
  détermine	
  leur	
  localisation	
  cellulaire,	
  

(ii)	
  un	
  domaine	
  SH3	
  («	
  Src	
  homology	
  3	
  »)	
  qui	
  lie	
  les	
  régions	
  riches	
  en	
  proline,	
  (iii)	
  un	
  domaine	
  

SH2	
  qui	
  reconnait	
  les	
  phospho-­‐tyrosines	
  (iv)	
  un	
  domaine	
  kinase	
  C-­‐terminal	
  (SH1)	
  (Byeon,	
  Yi	
  

et	
  al.	
  2012).	
  Leur	
  rôle	
  dans	
  la	
  transduction	
  du	
  signal	
  en	
  aval	
  des	
  FcγRs	
  dans	
  les	
  macrophages	
  



	
   	
   	
   Introduction	
  

	
  

 21 

a	
  été	
  révélé	
  par	
  une	
  étude	
  menée	
  sur	
  des	
  souris	
  dépourvues	
  des	
  gènes	
  codant	
  pour	
  Hck,	
  Lyn	
  

et	
  Fgr.	
  	
  Leurs	
  macrophages	
  mis	
  au	
  contact	
  d’érythrocytes	
  opsonisés	
  avec	
  des	
  IgG	
  présentent	
  

une	
   réduction	
   d’internalisation	
   de	
   60%,	
   un	
   défaut	
   de	
   phosphorylation	
   de	
   la	
   chaîne	
   γ des	
  

récepteurs	
   Fc	
   et	
   une	
   diminution	
   significative	
   de	
   la	
   phosphorylation	
   et	
   de	
   l’activité	
   de	
   la	
  

kinase	
   Syk	
   connue	
   pour	
   être	
   en	
   aval	
   de	
   la	
   cascade	
   de	
   signalisation.	
   De	
   plus	
   dans	
   les	
  

macrophages	
   lyn-­‐/-­‐,	
   fgr-­‐/-­‐,	
   hck-­‐/-­‐	
   la	
   polymérisation	
   d’actine	
   au	
   site	
   de	
   phagocytose	
   est	
  

clairement	
  retardée	
  (Fitzer-­‐Attas,	
  Lowry	
  et	
  al.	
  2000)	
  (Figure	
  4).	
  	
  Une	
  autre	
  analyse	
  complète	
  

la	
   précédente	
   en	
   soulignant	
   que	
   le	
   défaut	
   de	
   phagocytose	
   observé	
   dans	
   les	
  macrophages	
  

lyn-­‐/-­‐,	
   fgr-­‐/-­‐,	
   hck-­‐/-­‐	
   est	
   un	
   retard	
   et	
   non	
   une	
   complète	
   inhibition	
   due	
   à	
   l’activité	
  

compensatoire	
  d’autres	
  membres	
  de	
   la	
   famille	
  Src	
  à	
  savoir	
  Fyn,	
  Src	
  et	
  Yes.	
   	
  De	
  plus	
   ils	
  ont	
  

démontré	
   que	
   ces	
   kinases	
   sont	
   recrutées	
   avec	
   Syk	
   au	
   site	
   de	
  phagocytose	
   à	
   proximité	
   de	
  

l’actine,	
  mais	
  aussi	
  sur	
  les	
  phagosomes	
  fermés	
  ce	
  qui	
  suggère	
  un	
  rôle	
  au	
  cours	
  de	
  l’étape	
  de	
  

maturation	
  (Majeed,	
  Caveggion	
  et	
  al.	
  2001).	
  

Il	
   existe	
   dans	
   les	
   macrophages	
   deux	
   isoformes	
   de	
   la	
   protéine	
   Hck	
   exprimées	
   en	
  

quantités	
   égales	
  :	
   p59Hck	
   et	
   p61Hck.	
   Elles	
   diffèrent	
   par	
   la	
   présence	
   d’un	
   groupement	
  

palmitate	
  réversible	
  et	
  d’un	
  groupement	
  myristate	
  permanent	
  sur	
  p59Hck,	
  	
  contrairement	
  à	
  

p61Hck	
  qui	
   ne	
   comporte	
   qu’un	
   groupement	
  myristate	
   dans	
   sa	
   région	
  N-­‐terminale	
   (N-­‐ter).	
  

Ces	
   domaines	
   acylés	
   gouvernent	
   leur	
   localisation	
   subcellulaire.	
   Ainsi	
   p59Hck	
   palmitoylée	
  

sera	
   retrouvée	
   ancrée	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   tandis	
   que	
   	
   p61Hck	
   et	
   la	
   forme	
   non-­‐

palmitoylée	
   de	
   p59Hck	
   seront	
   associées	
   à	
   la	
   membrane	
   lysosomale.	
   En	
   raison	
   de	
   leur	
  

localisation	
   différente	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   p59Hck	
   régule	
   la	
   plasticité	
   du	
   cytosquelette	
  

d’actine	
  en	
  aval	
  des	
   récepteurs	
  FcγRs	
  dans	
   les	
  macrophages	
  murins	
   (Carreno,	
  Gouze	
  et	
  al.	
  

2000,	
  Carreno,	
  Caron	
  et	
  al.	
  2002).	
  

Les	
  kinases	
  de	
  la	
  famille	
  Src	
  sont	
  donc	
  des	
  facteurs	
  clés	
  dans	
  la	
  transduction	
  du	
  signal	
  en	
  aval	
  

des	
   	
   FcγRs.	
   Elles	
  permettent	
   la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
   tyrosines	
  phosphorylées	
  qui	
   forment	
  de	
  

véritables	
   plateformes	
   de	
   recrutement	
   d’autres	
   kinases	
   telles	
   que	
   Syk	
   et	
   de	
   protéines	
  

adaptatrices	
  nécessaires	
  à	
  la	
  transduction	
  du	
  signal.	
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• La	
  protéine	
  kinase	
  Syk	
  

Initialement,	
  la	
  protéine	
  kinase	
  Syk	
  a	
  été	
  identifiée	
  comme	
  interagissant	
  via	
  son	
  domaine	
  

SH2	
   avec	
   des	
   tyrosines	
   phosphorylées	
   présentes	
   sur	
   les	
  motifs	
   ITAMs	
   des	
   récepteurs	
   des	
  

lymphocytes	
  B	
  (BCR)	
  activés	
  (Johnson,	
  Pleiman	
  et	
  al.	
  1995).	
  	
  Peu	
  de	
  temps	
  après,	
  une	
  étude	
  

dans	
  les	
  lymphocytes	
  T,	
  basée	
  sur	
  l’expression	
  de	
  protéines	
  de	
  fusion	
  a	
  permis	
  de	
  démontrer	
  

que	
   la	
   protéine	
   kinase	
   Syk	
   est	
   requise	
   pour	
   l’assemblage	
  de	
   l’actine	
   et	
   la	
   phagocytose	
   en	
  

aval	
   des	
   récepteurs	
   Fcγ	
   (Cox,	
   Chang	
   et	
   al.	
   1996).	
   Les	
   auteurs	
   ont	
   utilisé	
   une	
   lignée	
   de	
  

lymphocytes	
   T	
   qui	
   expriment	
   le	
   domaine	
   extracellulaire	
   de	
   FcγRIIIA	
   (CD16)	
   fusionné	
   à	
   la	
  

chaîne	
   γ	
  mutée	
   incapable	
   de	
   lier	
   Syk.	
   Suite	
   à	
   la	
  mise	
   au	
   contact	
   de	
   ces	
   cellules	
   avec	
   des	
  

érythrocytes	
   opsonisés	
   avec	
   des	
   IgG,	
   aucune	
   	
   accumulation	
   d’actine	
   dans	
   la	
   région	
   de	
  

contact	
   avec	
   la	
   particule	
   n’est	
   observable,	
   contrairement	
   à	
   l’accumulation	
   visible	
   dans	
   les	
  

cellules	
   témoins.	
   Par	
   la	
   suite,	
   ces	
   observations	
   ont	
   été	
   confirmées	
   dans	
   les	
  macrophages	
  

humains.	
   Effectivement,	
   une	
   fois	
   les	
   domaines	
   ITAMs	
   phosphorylés,	
   Syk	
   est	
   recrutée	
   et	
  

activée	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  à	
  proximité	
  de	
  l’actine	
  polymérisée.	
  Dans	
  des	
  macrophages	
  

dérivés	
  de	
  moelle	
  osseuses	
  de	
   souris	
   invalidées	
  pour	
   le	
  gène	
  codant	
  pour	
   la	
  protéine	
  Syk,	
  

l’internalisation	
   d’érythrocytes	
   opsonisés	
   par	
   des	
   IgG	
   est	
   inhibée	
   (Crowley,	
   Costello	
   et	
   al.	
  

1997,	
   Kiefer,	
   Brumell	
   et	
   al.	
   1998).	
   Enfin,	
   récemment,	
   Valentin	
   Jaumouillé	
   et	
   al	
   ont	
   pu	
  

montrer	
  l’implication	
  de	
  Syk	
  dans	
  la	
  mobilité	
  des	
  récepteurs	
  Fcγ	
  et	
  l’assemblage	
  de	
  l’actine.	
  

En	
  effet,	
  dans	
  des	
   cellules	
  quiescentes,	
   les	
  FcγRs	
  possèdent	
   	
  deux	
  modes	
  de	
  diffusion	
  à	
   la	
  

membrane	
  :	
   rapide	
  et	
   lente.	
   L’inhibition	
  de	
   l’activité	
  de	
   Syk	
  augmente	
   le	
   confinement	
  des	
  

récepteurs.	
   Au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose,	
   les	
   récepteurs	
   deviennent	
   très	
   mobiles	
   ce	
   qui	
  

favorise	
  leur	
  regroupement	
  et	
  activation	
  à	
  l’extrémité	
  de	
  la	
  zone	
  d’adhésion	
  dans	
  un	
  modèle	
  

de	
   phagocytose	
   frustée.	
   Parallèlement,	
   ils	
   sont	
   exclus	
   de	
   la	
   région	
   de	
   polymérisation	
  

d’actine.	
  L’inhibition	
  de	
  l’activité	
  kinase	
  de	
  Syk	
  empêche	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  au	
  site	
  de	
  

contact	
   entre	
   la	
   particule	
   et	
   le	
   macrophage	
   et	
   induit	
   un	
   défaut	
   d’extension	
   des	
  

pseudopodes.	
  De	
  plus,	
  l’inhibition	
  de	
  Syk	
  sur	
  des	
  macrophages	
  primaires	
  humains	
  au	
  repos	
  

induit	
   une	
   redistribution	
   de	
   l’actine	
   corticale	
   avec	
   une	
   diminution	
   de	
   l’actine-­‐F	
   et	
   des	
  

podosomes	
  sur	
  la	
  face	
  ventrale	
  des	
  macrophages	
  et	
  une	
  agmentation	
  de	
  l’actine-­‐F	
  sur	
  leur	
  

face	
   dorsale	
   (Jaumouille,	
   Farkash	
   et	
   al.	
   2014).	
   L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   montre	
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l’implication	
  de	
  Syk	
  dans	
  le	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  qui	
  module	
  la	
  mobilité	
  des	
  

récepteurs.	
  

	
  

Figure	
  4	
  :	
  Activation	
  des	
  tyrosines	
  kinase	
  en	
  aval	
  des	
  FcγRs.	
  La	
  liaison	
  IgG-­‐	
  FcγR	
  induit	
  l’agrégation	
  
des	
  récepteurs	
  Fcγ	
  et	
  la	
  phosphorylation	
  des	
  domaines	
  ITAMs,	
  par	
  les	
  kinases	
  de	
  la	
  famille	
  Src	
  (SFK).	
  
Les	
  tyrosines	
  phosphorylées	
  permettent	
   le	
  recrutement	
  de	
   la	
  kinase	
  Syk	
  qui,	
  à	
  son	
  tour	
  est	
  activée	
  
par	
  phosphorylation.	
  Une	
  fois	
  activée,	
  Syk	
  phosphoryle	
  les	
  motifs	
  ITAMs	
  des	
  récepteurs	
  voisins	
  qui	
  se	
  
regroupent	
  sous	
  la	
  particule.	
  Adapté	
  de	
  (Flannagan,	
  Jaumouillé	
  et	
  al.	
  2012)	
  

 

En	
   résumé,	
   suite	
   à	
   la	
   phosphorylation	
   des	
   domaines	
   ITAMs	
   des	
   FcγRs,	
   Syk	
   est	
  

recrutée	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   par	
   le	
   biais	
   de	
   son	
   domaine	
   SH2.	
   Elle	
   est	
   alors	
  

phosphorylée	
  à	
  son	
  tour	
  et	
  participe	
  à	
  la	
  phosphorylation	
  des	
  motifs	
  ITAMs.	
  Ceci	
  favorise	
  la	
  

mobilité	
   des	
   récepteurs	
   voisins	
   conduisant	
   à	
   une	
   amplification	
   du	
   signal.	
   De	
   nombreuses	
  

protéines	
   adaptatrices	
   sont	
   ensuite	
   recrutées	
   et	
   ancrées	
   pour	
   amener	
   au	
   site	
   de	
  

l’internalisation	
  des	
  enzymes	
  modifiant	
  les	
  phosphoinositides	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique.	
  	
  

ii. Les	
  phosphoinositides	
  	
  

Les	
   phosphoinositides	
   ne	
   sont	
   pas	
   de	
   simples	
   éléments	
   structuraux	
   de	
   la	
   membrane	
  

plasmique.	
  Ils	
  permettent	
  la	
  régulation	
  fine	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation,	
  aident	
  à	
  la	
  définition	
  

des	
  compartiments	
  cellulaires	
  et	
  dirigent	
  le	
  trafic	
  membranaire.	
  Au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  

induite	
  par	
  les	
  FcγRs,	
  les	
  phosphoinositides	
  jouent	
  donc	
  un	
  rôle	
  crucial	
  lors	
  de	
  la	
  formation	
  

et	
  la	
  maturation	
  des	
  phagosomes.	
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• Phosphatidylinositol	
  4,5-­‐biphosphate	
  (PI(4,5)P2)	
  	
  

Dans	
  les	
  cellules	
  phagocytaires	
  quiescentes,	
  le	
  PI(4,5)P2	
  est	
  localisé	
  majoritairement	
  dans	
  

le	
  feuillet	
   interne	
  de	
   la	
  membrane	
  plasmique.	
  Une	
  petite	
  fraction	
  est	
  également	
  retrouvée	
  

au	
  niveau	
  de	
  l’appareil	
  de	
  Golgi.	
  	
  Au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  déclenchée	
  par	
  les	
  récepteurs	
  

FcγRs,	
   le	
   PI(4,5)P2	
   et	
   ses	
   métabolites	
   contrôlent	
   un	
   nombre	
   remarquable	
   d’évènements	
  

notamment	
  le	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine,	
  la	
  mobilité	
  des	
  récepteurs,	
  et	
  le	
  trafic	
  

membranaire.	
  	
  

Suite	
  à	
   l’activation	
  des	
  FcγRs,	
   le	
  niveau	
  de	
  PI(4,5)P2	
   change	
  au	
   site	
  de	
  contact	
  entre	
   la	
  

particule	
   et	
   la	
   cellule	
   phagocytaire.	
   L’utilisation	
   de	
   sondes	
   fluorescentes	
   reconnaissant	
  

spécifiquement	
  le	
  PI(4,5)P2	
   	
  (	
   le	
  domaine«	
  pleckstrin	
  homology	
  »	
  de	
  la	
  phospholipase	
  Cδ)	
  a	
  

révélé	
  l’accumulation	
  précoce	
  de	
  PI(4,5)P2	
  	
  dans	
  les	
  pseudopodes	
  en	
  extension,	
  suivie	
  de	
  sa	
  

diminution	
   rapide	
   à	
   la	
   base	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire.	
   Au	
  moment	
   de	
   la	
   fermeture	
   et	
   de	
  

l’internalisation	
  complète	
  du	
  phagosome,	
  le	
  PI(4,5)P2	
  n’est	
  plus	
  détectable	
  (Botelho,	
  Teruel	
  

et	
  al.	
  2000).	
  	
  Cette	
  accumulation	
  transitoire	
  de	
  PI(4,5)P2	
  est,	
  en	
  partie,	
  due	
  à	
  l’activité	
  de	
  la	
  

phosphatidylinositol	
   5-­‐phosphate	
   kinase	
   de	
   type	
   1	
   (PIP5K)	
   qui	
   phosphoryle	
   le	
  

phosphatidylinositol	
   4-­‐phosphate	
   (PI(4)P)	
  présent	
  à	
   la	
  membrane	
  plasmique.	
   Il	
   existe	
   trois	
  

isoformes	
  de	
  la	
  PI5K	
  (α,	
  β,	
  et	
  γ)	
  qui	
  sont	
  recrutées	
  au	
  cours	
  de	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes	
  

grâce	
   à	
   des	
   interactions	
   électrostatiques	
   (Fairn,	
   Ogata	
   et	
   al.	
   2009).	
   Leur	
   activité	
   est	
  	
  

positivement	
   régulée	
   par	
   les	
   GTPases	
   Rho	
   et	
   ARF6	
   («	
  ADP	
   ribosylation	
   factor	
   6	
  »)	
   (Levin,	
  

Grinstein	
   et	
   al.	
   2015).	
   Ces	
   dernières	
   sont	
   impliquées	
   dans	
   le	
   déclenchement	
   de	
   la	
  	
  

polymérisation	
  d’actine	
  que	
  je	
  détaillerai	
  par	
  la	
  suite.	
  

La	
   diminution	
   rapide	
   de	
   PI(4,5)P2	
   à	
   la	
   base	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
   est	
   induite	
   par	
   la	
  

combinaison	
  de	
  l’activité	
  de	
  plusieurs	
  kinases,	
  phosphatases	
  et	
  lipases.	
  Tout	
  d’abord,	
  il	
  y	
  a	
  la	
  

conversion	
   du	
   PI(4,5)P2	
   en	
   phosphatidylinositol	
   3,4,5-­‐triphosphate	
   (PI(3,4,5)P3)	
   par	
   la	
  

phosphatidylinositol	
   3-­‐phosphate	
   kinase	
   (PI3K).	
   Ceci	
   induit	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
  

phospholipase	
  Cγ	
  (PLC	
  γ)	
  qui	
  sera	
  responsable	
  de	
  la	
  conversion	
  du	
  PI(4,5)P2	
  en	
  diacylglycérol	
  

(DAG)	
   et	
   inositol(1,4,5)	
   triphosphate	
   (IP3).	
   Enfin	
   les	
   phosphatases	
   «	
  Oculocerebrorenal	
  

syndrome	
   of	
   lowe	
  »	
   (OCRL)	
   et	
   «	
  inositol	
   polyphosphate-­‐5-­‐phosphatase	
   B	
  »	
   (INPP5B)	
  

déphosphorylent	
  le	
  PI(4,5)P2.	
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Ce	
   changement	
   biphasique	
   de	
   la	
   concentration	
   en	
   PI(4,5)P2	
   à	
   la	
  membrane	
   plasmique	
   au	
  

cours	
   de	
   la	
   formation	
   du	
   phagosome	
   est	
   absolument	
   nécessaire	
   à	
   une	
   internalisation	
  

complète.	
  En	
  effet	
  une	
  étude	
  chez	
  Dictyostelium	
  a	
  rapporté	
  que	
  l’inactivation	
  de	
  la	
  protéine	
  

homologue	
  d’OCRL,	
  Dd5P4,	
  conduisait	
  à	
  une	
  inhibition	
  de	
  la	
  phagocytose	
  (Loovers,	
  Kortholt	
  

et	
  al.	
  2007).	
  De	
  plus,	
  une	
  étude	
  a	
  mis	
  en	
  évidence	
  l’existence	
  d’un	
  trafic	
  vésiculaire	
  d’OCRL	
  

dépendant	
  de	
  Bcl10	
  et	
  AP-­‐1.	
   La	
  déplétion	
  de	
  Bcl10	
  dans	
  des	
  macrophages	
  mis	
   au	
   contact	
  

d’érythrocytes	
  opsonisés	
  par	
  des	
  IgG	
  conduit	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  coupe	
  phagocytaire	
  abortive	
  

riche	
  en	
  PI(4,5)P2	
  et	
  F-­‐actin	
  (Marion,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2012).	
  

	
  

• Phosphatidylinositol	
  3,4,5-­‐triphosphate	
  (PI(3,4,5)P3)	
  

Dans	
  les	
  cellules	
  quiescentes,	
  le	
  PI(3,4,5)P3	
  est	
  rare.	
  Cependant,	
  suite	
  à	
  l’engagement	
  des	
  

FcγRs,	
   il	
   est	
   rapidement	
   généré	
   via	
   la	
   phosphorylation	
   du	
   PI(4,5)P2	
   par	
   la	
   kinase	
   PI3K	
   de	
  

classe	
  I.	
  Cette	
  dernière	
  est	
  recrutée	
  et	
  activée	
  au	
  site	
  de	
  phagocytose	
  (Marshall,	
  Booth	
  et	
  al.	
  

2001).	
  

	
  

Figure	
   5	
  :	
   Changements	
   de	
   la	
   composition	
   en	
   phosphoinositides	
   de	
   la	
   membrane	
   au	
   site	
   de	
  
formation	
   du	
   phagosome.	
   Suite	
   au	
   contact	
   entre	
   une	
   particule	
   opsonisée	
   et	
   son	
   récepteur,	
   le	
  
phosphatidylinositol-­‐4,5-­‐biphosphate	
   (PI(4,5)P2),	
   générée	
   par	
   la	
   PIP5K,	
   s’accumule	
   transitoirement,	
  
puis	
  disparaît	
  à	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire.	
  Sous	
  l’action	
  de	
  la	
  PI3K,	
  le	
  PI(4,5)P2	
  est	
  transformé	
  
en	
  phosphatidylinositol-­‐3,4,5-­‐triphosphate	
  (PI(3,4,5)P3).	
  Ce	
  dernier	
  s’accumule	
  et	
  persiste	
  jusqu’à	
  la	
  
fermeture	
   du	
   phagosome.	
   Une	
   fois	
   internalisée,	
   la	
   membrane	
   du	
   phagosome	
   s’enrichit	
   en	
  
phosphatidylinositol-­‐3-­‐phosphate.	
  D’après	
  (Flannagan,	
  Jaumouillé	
  et	
  al.	
  2012)	
  

 

Son	
   recrutement	
   transitoire	
   coïncide	
  avec	
   la	
  disparition	
  du	
  PI(4,5)P2	
  à	
   la	
  base	
  de	
   la	
   coupe	
  

phagocytaire.	
   L’inhibition	
   de	
   son	
   activité	
   par	
   des	
   drogues	
   telles	
   que	
   LY294002	
   ou	
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wortmannine	
   empêche	
   uniquement	
   l’internalisation	
   de	
   larges	
   particules	
   cependant	
   la	
  

polymérisation	
  d’actine	
  persiste	
  à	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  (Cox,	
  Tseng	
  et	
  al.	
  1999).	
  

Par	
  conséquent	
   la	
  PI3K	
  de	
  classe	
   I	
  n’est	
  pas	
  nécessaire	
  aux	
  étapes	
   initiales	
  conduisant	
  à	
   la	
  

polymérisation	
   d’actine,	
   mais	
   est	
   requise	
   pour	
   la	
   progression	
   de	
   l’extension	
   des	
  

pseudopodes.	
  Le	
  PI(3,4,5)P3	
  recrute	
  de	
  nombreux	
  effecteurs	
  qui	
  possèdent	
  un	
  domaine	
  PH	
  	
  

(«	
  pleckstrin	
  homology	
  »).	
  	
  Parmi	
  eux,	
  une	
  myosine	
  non	
  conventionnelle	
  :	
  la	
  myosine	
  X	
  (Cox,	
  

Berg	
  et	
  al.	
  2002)	
  que	
  je	
  vous	
  présenterai	
  dans	
  la	
  section	
  5	
  de	
  ce	
  chapitre	
  .	
  

iii. Les	
  Rho	
  GTPases	
  

Les	
  petites	
  protéines	
  G	
  de	
  la	
  famille	
  Rho	
  sont	
  des	
  facteurs	
  clés	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  

la	
   dynamique	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine.	
   Elles	
   font	
   partie	
   de	
   la	
   superfamille	
   des	
   petites	
  

protéines	
  G	
  Ras	
  et	
  possèdent	
  un	
  domaine	
  GPTase	
  très	
  conservé.	
  Elles	
  divergent	
  au	
  niveau	
  de	
  

leurs	
  extrémités	
  C-­‐	
  et	
  N-­‐	
  terminales	
  qui	
  contiennent	
  une	
  région	
  «	
  CAAX	
  »	
  qui	
  peut	
  subir	
  des	
  

modifications	
   post-­‐traductionnelles	
   et	
   ainsi	
   les	
   adresser	
   à	
   différents	
   compartiments	
  

intracellulaires.	
   Les	
   GTPases	
   existent	
   sous	
   une	
   forme	
   inactive	
   cytosolique	
   liée	
   au	
   GDP	
  

(Guanosine	
   diphosphate)	
   et	
   une	
   forme	
   active	
   membranaire	
   liée	
   au	
   GTP	
   (Guanosine	
  

triphosphate).	
   L’activation	
   des	
   GTPases	
   est	
   soumise	
   au	
   contrôle	
   de	
   trois	
   catégories	
   de	
  

protéines	
  :	
   (i)	
  Les	
   facteurs	
  d’échange	
  du	
  GTP	
  appelés	
  GEFs	
  («	
  guanine	
  nucleotide	
  exchange	
  

factors	
  »)	
  qui	
  favorisent	
  le	
  chargement	
  du	
  GTP,	
  (ii)	
  les	
  facteurs	
  d’inhibition	
  de	
  la	
  dissociation	
  

du	
  GDP	
  nommés	
  RhoGDI	
  qui	
   séquestrent	
  et	
   stabilisent	
   la	
   forme	
   inactive	
  Rho-­‐GDP,	
   (iii)	
   les	
  

protéines	
   d’activation	
   de	
   l’activité	
   GTPase	
   ou	
   GAP	
   qui	
   accélèrent	
   l’hydrolyse	
   du	
   GTP.	
   Les	
  

protéines	
   RhoA,	
   Rac1	
   et	
   Cdc42	
   impliquées	
   dans	
   le	
   remodelage	
   de	
   l’actine	
   filamenteuse	
  

(actine-­‐F)	
  sont	
  les	
  mieux	
  caractérisées.	
  Leur	
  expression	
  est	
  ubiquitaire	
  (Mao	
  and	
  Finnemann	
  

2015).	
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Figure	
  6	
  :	
  Le	
  cycle	
  des	
  Rho	
  GTPases.	
  Les	
  GTPases	
  Rho	
  alternent	
  entre	
  une	
  forme	
  soluble	
  inactive	
  liée	
  
au	
  GDP	
  et	
  une	
  forme	
  active	
  membranaire	
   llée	
  au	
  GTP.	
   	
  Les	
  GAPs	
  et	
   les	
  GEFs	
  contrôlent	
   le	
  passage	
  
d’une	
  forme	
  à	
   l’autre.	
  Les	
  GEFs	
  favorisent	
   l’échange	
  du	
  GDP	
  en	
  GTP	
  tandis	
  que	
  les	
  GAPs	
  catalysent	
  
l’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  en	
  GDP	
  +	
  Pi.	
  Sous	
  sa	
  forme	
  inactive	
  Rho-­‐GDP	
  est	
  retenu	
  dans	
  le	
  cytosol	
  associé	
  au	
  
facteur	
   GDI.	
   Une	
   fois	
   activée,	
   Rho-­‐GTP	
   interagit	
   avec	
   ses	
   effecteurs	
   et	
   permet	
   la	
   propagation	
   du	
  
signal.	
  

 

Au	
  cours	
  de	
   la	
  phagocytose	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  FcγRs,	
  Rac1,	
  Rac2	
  et	
  Cdc42	
  sont	
  

activées	
   et	
   recrutées	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   Des	
   études	
   séminales	
   menées	
   par	
  

Emmanuelle	
   Caron	
   avec	
   Allan	
   Hall,	
   basées	
   sur	
   l’utilisation	
   de	
   fibroblastes	
   exprimant	
   le	
  

FcγRIIA	
   ou	
   des	
   macrophages	
   murins	
   transfectés	
   ont	
   révélé	
   que	
   l’expression	
   de	
   mutants	
  

dominants	
   négatifs	
   de	
   Rac1	
   (Rac1N17)	
   et	
   Cdc42	
   (Cdcd42N17)	
   induisent	
   une	
   inhibition	
   de	
  

l’internalisation	
   des	
   globules	
   rouges	
   opsonisés	
   avec	
   des	
   IgGs.	
   Un	
   défaut	
   d’extensions	
   des	
  

pseudopodes	
  dû	
  à	
  une	
  diminution	
  de	
   la	
  polymérisation	
  d’actine	
  au	
  site	
  de	
   la	
  phagocytose	
  

est	
   également	
   observé	
   (Cox,	
   Chang	
   et	
   al.	
   1997,	
   Caron	
   and	
   Hall	
   1998).	
   La	
   cinétique	
  

d’activation	
  et	
  de	
  recrutement	
  de	
  ces	
  GTPases	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  a	
  pu	
  être	
  mise	
  en	
  

évidence	
  par	
  des	
  expériences	
  de	
  précipitation	
  par	
  «	
  GST	
  »	
  ou	
  de	
  vidéomicroscopie.	
  Rac1	
  est	
  

activée	
  précocement	
   (1min)	
  après	
   le	
  déclenchement	
  de	
   la	
  phagocytose	
   induite	
  par	
   le	
  FcγR	
  

tandis	
   que	
   l’activation	
   de	
   Cdc42	
   débute	
   à	
   1min	
   et	
   atteint	
   son	
   maximum	
   à	
   10min	
  

(Niedergang,	
   Colucci-­‐Guyon	
   et	
   al.	
   2003).	
   Hoppe	
   et	
   Swanson	
   ont	
   suivi,	
   en	
   temps	
   réel,	
   la	
  

localisation	
  et	
  l’activation	
  de	
  Rac1,	
  Rac2	
  et	
  Cdc42	
  en	
  utilisant	
  la	
  technique	
  d’imagerie	
  basée	
  

sur	
  le	
  transfert	
  d’énergie	
  de	
  fluorescence	
  par	
  résonance	
  (FRET)	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  

dépendante	
  du	
  FcγRs	
  des	
  macrophages	
  murins.	
  Leurs	
  résultats	
  confirment	
   la	
   relocalisation	
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précoce	
  de	
  Rac1,	
  Rac2	
  et	
  Cdc42.	
  Rac1	
  actif	
  s’accumule	
  dans	
   les	
  pseudopodes	
  en	
  extension	
  

alors	
   que	
   Rac2	
   est	
   concentrée	
   à	
   la	
   base	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire.	
   Cdc42	
   co-­‐localise	
  

complètement	
  avec	
  l’actine-­‐F	
  à	
  l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  (Swanson	
  and	
  Hoppe	
  2004).	
  	
  

Une	
  étude	
  a	
   identifié	
   le	
   recrutement	
  de	
   la	
  GEF	
  activatrice	
  DOCK180	
   («	
  dedicator	
  of	
  

cytokinesis	
   180	
  »)	
   de	
  Rac	
   suite	
   à	
   l’activation	
  des	
   récepteurs	
   FcRs.	
   Cette	
  GEF	
   s’associe	
   à	
   la	
  

protéine	
   adaptatrice	
   CrkII	
   qui	
   contrôle	
   son	
   recrutement	
   au	
   site	
   de	
   phosphorylation	
   des	
  

motifs	
   ITAMs.	
   L’inhibition	
   de	
   l’expression	
   de	
   ces	
   deux	
   protéines	
   dans	
   des	
   macrophages	
  

murins	
   par	
   ARN	
   interférence	
   bloque	
   la	
   phagocytose.	
   L’expression	
   de	
   mutants	
   dominants	
  

négatifs	
  de	
  CrkII	
  empêche	
  le	
  recrutement	
  de	
  DOCK180	
  et	
  Rac	
  aux	
  pseudopodes	
  (Lee,	
  Cosio	
  

et	
   al.	
   2007).	
   En	
   conclusion,	
   Rac	
   semble	
   donc	
   être	
   une	
   GTPase	
   clé	
   nécessaire	
   à	
   l’étape	
  

d’internalisation	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  

	
  

Figure	
  7	
  :	
  Schéma	
  simplifié	
  d’activation	
  des	
  RhoGTPases	
  et	
  kinases	
  des	
  phosphoinoisitides	
  en	
  aval	
  
des	
   FcγRs.	
   Le	
   regroupement	
   des	
   récepteurs	
   induit	
   l’activation	
   des	
   kinases	
   Src	
   (SFK)	
   et	
   Syk	
   qui	
  
assurent	
   à	
   leur	
   tour	
   le	
   recrutement	
   de	
   protéines	
   adaptatrices	
   (CrkII)	
   et	
   des	
   kinases	
   des	
  
phosphoinositides	
   (PIP5K,	
   PI3K).	
   La	
   plateforme	
   de	
   signalisation	
   va	
   permettre	
   l’activation	
   de	
   GEFs	
  
(DOCK180)	
   des	
   Rho-­‐GTPases	
   (Rac,	
   Cdc42,	
   RhoG).	
   Les	
   Rho-­‐GTPases	
   activées	
   induisent	
   la	
  
polymérisation	
  d’actine.	
  Inspiré	
  de	
  (Flannagan,	
  Jaumouillé	
  et	
  al.	
  2012).	
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De	
   façon	
   surprenante,	
   une	
  étude	
  menée	
  par	
   le	
   groupe	
  d’Emmanuelle	
  Caron	
  basée	
  

sur	
  le	
  criblage	
  par	
  ARN	
  interférence	
  de	
  20	
  protéines	
  Rho	
  GTPase	
  a	
  remis	
  en	
  question	
  le	
  rôle	
  

dit	
  essentiel	
  de	
  Rac1	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  dépendante	
  du	
  FcγR.	
  En	
  effet	
  la	
  déplétion	
  

de	
   Rac1	
   n’affecte	
   par	
   l’internalisation	
   des	
   particules	
   tandis	
   que	
   Rac2	
   l’inhibe	
  

significativement.	
  De	
  plus	
   ils	
  ont	
  mis	
  en	
  évidence	
   l’activation	
  et	
   le	
   recrutement	
   spécifique	
  

d’une	
   autre	
   GTPase,	
   RhoG,	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   Le	
   signal	
   d’actine-­‐F	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  dans	
  des	
  macrophages	
  dépourvus	
  de	
  RhoG	
  est	
  équivalent	
  au	
   signal	
  quantifié	
  

autour	
   des	
   globules	
   rouges	
   dans	
   des	
   macrophages	
   traités	
   avec	
   la	
   cytochalasine	
   D,	
   un	
  

inhibiteur	
   de	
   la	
   polymérisation	
   d’actine.	
   Par	
   conséquent	
   RhoG	
   régule	
   la	
   polymérisation	
  

d’actine	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose	
   FcγR	
   (Tzircotis,	
   Braga	
   et	
   al.	
   2011).	
   Cependant,	
   des	
  

études	
  complémentaires	
  restent	
  à	
  réaliser	
  afin	
  de	
  mieux	
  disséquer	
  son	
  mécanisme	
  d’action.	
  

b. Récepteurs	
  au	
  complément	
  et	
  signalisation	
  

i. Pré-­‐activation	
  des	
  intégrines	
  CR3	
  :	
  signal	
  «	
  inside	
  out	
  »	
  

Le	
   	
  CR3	
  est	
  un	
   récepteur	
  phagocytaire	
  qui	
   fait	
  partie	
  de	
   la	
   famille	
  des	
   intégrines.	
   Il	
  

partage	
   donc,	
   de	
   nombreux	
   caractères	
   communs	
   avec	
   celles-­‐ci	
   qui	
   sont	
   impliquées	
   dans	
  

l’adhésion	
  à	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  (MEC).	
  	
  Ces	
  récepteurs	
  sont	
  un	
  lien	
  physique	
  entre	
  la	
  

MEC	
  et	
  le	
  cytosquelette	
  d’actine.	
  Comme	
  décrit	
  précédemment,	
  le	
  CR3	
  est	
  constitué	
  d’une	
  

chaîne	
   αM	
   	
   et	
   d’une	
   chaîne	
   β2.	
   Chaque	
   sous-­‐unité	
   est	
   composée	
   d’un	
   large	
   domaine	
  

extracellulaire	
  liant	
  le	
  ligand,	
  d’un	
  unique	
  domaine	
  transmembranaire	
  (TMD)	
  et	
  d’une	
  courte	
  

queue	
   cytoplasmique	
   permettant	
   la	
   transmission	
   du	
   signal.	
   Au	
   repos,	
   les	
   intégrines	
  

présentent	
  une	
  faible	
  affinité	
  pour	
  leur	
  ligand.	
  Ceci	
  est	
  dû	
  à	
  une	
  conformation	
  coudée	
  dite	
  

«	
  fermée	
  »	
  du	
  domaine	
  extracellulaire.	
  Des	
  études	
  de	
  cristallographie	
  et	
  de	
  cryo-­‐microscopie	
  

électronique,	
  en	
  particulier	
  sur	
  les	
  intégrines	
  αIIβ3	
  et	
  αvβ3,	
  	
  ont	
  révélé	
  que	
  cette	
  conformation	
  

est	
   stabilisée	
   par	
   des	
   interactions	
   spécifiques	
   entre	
   les	
   chaînes	
   α	
   et	
   β,	
   au	
   niveau	
   de	
   leur	
  

domaine	
   transmembranaire.	
  De	
   plus	
   de	
   nombreuses	
   études	
   de	
  mutagénèse	
   au	
   niveau	
   de	
  

ces	
  domaines	
  ont	
  confirmé	
  qu’une	
  interruption	
  de	
  cette	
  interaction	
  aboutissait	
  à	
  l’activation	
  

des	
  intégrines	
  (Hughes,	
  Diaz-­‐Gonzalez	
  et	
  al.	
  1996,	
  Vinogradova,	
  Velyvis	
  et	
  al.	
  2002,	
  Zhu,	
  Luo	
  

et	
  al.	
  2008,	
  Wang	
  and	
  Luo	
  2010,	
  Ginsberg	
  2014).	
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L’interaction	
  de	
  protéines	
  cytoplasmiques	
  avec	
  la	
  queue	
  intracellulaire	
  de	
  la	
  chaîne	
  β	
  régule	
  

l’activité	
  des	
  intégrines	
  et	
  fait	
  le	
  lien	
  avec	
  le	
  cytosquelette	
  d’actine.	
  

• Taline	
  

La	
   taline	
   est	
   une	
   protéine	
   de	
   270	
   kDa	
   qui	
   existe	
   sous	
   deux	
   isoformes	
   chez	
   les	
  

mammifères.	
  Ces	
   isoformes	
  diffèrent	
  par	
   leur	
  distribution	
  dans	
   l’organisme.	
  La	
  taline	
  1	
  est	
  

ubiquitaire	
   tandis	
   que	
   la	
   taline	
  2	
   est	
   exprimée	
  dans	
   le	
   cœur	
   et	
   le	
   cerveau.	
   La	
   taline	
  1	
   est	
  

composée	
  de	
  deux	
  domaines	
  principaux.	
  Le	
  domaine	
  «	
  head	
  »	
  comprend	
  un	
  domaine	
  FERM	
  

(«	
  4.1,	
  Ezrin,	
  Radixin,	
  Moesin	
  »)	
  qui	
  inclut	
  un	
  site	
  de	
  liaison	
  de	
  haute	
  affinité	
  pour	
  la	
  queue	
  

cytoplasmique	
  de	
  la	
  chaîne	
  β	
  et	
  un	
  domaine	
  tige	
  («	
  rod	
  »)	
  qui	
  possède	
  de	
  multiples	
  sites	
  de	
  

liaison	
  à	
  l’actine	
  (Critchley	
  2009)	
  (Figure	
  8).	
  Elle	
  se	
  lie	
  à	
  proximité	
  du	
  premier	
  motif	
  conservé	
  

NPXY	
  sur	
  la	
  chaîne	
  β	
  intégrine.	
  Le	
  rôle	
  essentiel	
  de	
  la	
  taline	
  dans	
  l’activation	
  des	
  intégrines	
  a	
  

d’abord	
   été	
   observé	
   dans	
   αIIβ3	
   puis	
   démontré	
   comme	
   étant	
   une	
   propriété	
   associée	
   aux	
  

intégrines	
  β1,	
  β2	
  et	
  β3.	
  	
  Cette	
  propriété	
  a	
  été	
  bien	
  documentée	
  dans	
  des	
  systèmes	
  in	
  vitro	
  ou	
  

des	
  modèles	
  cellulaires.	
  Notamment,	
  une	
  étude	
  dans	
  les	
  plaquettes	
  a	
  permis	
  d’identifier	
  le	
  

«	
  head	
  domain	
  »	
  comme	
  site	
  de	
  liaison	
  de	
  la	
  taline	
  sur	
  la	
  chaîne	
  β.	
  	
  De	
  plus,	
  la	
  surexpression	
  

de	
   ce	
   domaine	
   sauvage	
   dans	
   des	
   cellules	
   CHO	
   («	
  chinese	
   hamster	
   ovary	
   cell	
  »)	
   induit	
   une	
  

augmentation	
  de	
  la	
  liaison	
  d’un	
  anticorps	
  mPAC	
  capable	
  de	
  reconnaître	
  la	
  forme	
  activée	
  des	
  

intégrines	
  (Calderwood,	
  Zent	
  et	
  al.	
  1999).	
  	
  Lors	
  de	
  sa	
  liaison	
  à	
  la	
  chaîne	
  β,	
  la	
  taline	
  induit	
  un	
  

réarrangement	
   allostérique	
  des	
   intégrines	
   correspondant	
   à	
  une	
  dissociation	
  des	
  domaines	
  

transmembranaires	
   des	
   chaînes	
   α	
   et	
   β.	
   Par	
   conséquent,	
   la	
   conformation	
   coudée	
   dite	
  

«	
  fermée	
  »	
  passe	
  à	
  une	
  conformation	
  «	
  ouverte	
  »	
  capable	
  de	
  lier	
  son	
  ligand	
  (Ginsberg	
  2014).	
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Figure	
  8	
  :	
  Structure	
  de	
  la	
  taline.	
  	
  La	
  région	
  N-­‐terminale	
  contient	
  un	
  domaine	
  FERM	
  qui	
  comprend	
  les	
  
sous	
  domaines	
  F0,	
  F1,	
  F2,	
  F3.	
  Le	
  domaine	
  «	
  Rod	
  »	
  est	
  constitué	
  de	
  62	
  hélices-­‐α	
  amphiphatiques.	
  Les	
  
domaines	
  de	
   liaison	
  à	
   l’actine,	
  vinculine	
  et	
   intégrine	
  sont	
   indiqués.	
  ABD,	
  «	
  actin	
  binding	
  domain	
  »	
  ;	
  
IBS,	
  «	
  Integrin	
  binding	
  site	
  ».	
  La	
  position	
  de	
  l’interaction	
  inhibitrice	
  entre	
  le	
  domaine	
  F3	
  et	
  le	
  domaine	
  
«	
  rod	
  »	
  est	
  indiquée	
  en	
  rouge.	
  Adapté	
  de	
  (Ciobanasu,	
  Faivre	
  et	
  al.	
  2013)	
  

 

• Kindline	
  

Chez	
   les	
   mammifères,	
   il	
   y	
   existe	
   trois	
   kindlines.	
   La	
   kindline-­‐1	
   est	
   principalement	
  

exprimée	
  dans	
  les	
  cellules	
  épithéliales.	
  La	
  kindline-­‐2,	
  quant	
  à	
  elle,	
  possède	
  un	
  large	
  spectre	
  

d’expression	
  mais	
  est	
  absente	
  des	
  cellules	
  sanguines.	
  Enfin	
  la	
  kindline-­‐3	
  est	
   	
  exclusivement	
  

exprimée	
  dans	
  les	
  cellules	
  hématopoiétiques	
  (Rognoni,	
  Ruppert	
  et	
  al.	
  2016).	
  	
  Cette	
  dernière	
  	
  

se	
  compose	
  d’un	
  domaine	
  FERM,	
  caractéristique	
  des	
  membres	
  de	
  cette	
  famille,	
  en	
  position	
  

N-­‐terminale.	
   Il	
   se	
   compose	
   de	
   quatre	
   sous-­‐domaines	
  dont	
   le	
   sous-­‐domaine	
   2	
   (F2)	
   qui	
  

présente	
  un	
  domaine	
  PH	
  responsable	
  de	
  sa	
  liaison	
  à	
  la	
  membrane	
  et	
  le	
  sous-­‐domaine	
  3	
  (F3)	
  

qui	
  permet	
  sa	
   liaison	
  à	
   la	
  queue	
  cytoplasmique	
  des	
  chaînes	
   	
  β1,	
  β2	
  et	
  β3.	
  Une	
  comparaison	
  

entre	
  les	
  protéines	
  contenant	
  un	
  domaine	
  FERM	
  a	
  mis	
  en	
  évidence	
  que	
  le	
  sous-­‐domaine	
  F3	
  

de	
  la	
  kindline-­‐3	
  partage	
  la	
  plus	
  grande	
  homologie	
  de	
  séquence	
  avec	
  le	
  sous	
  domaine	
  F3	
  de	
  la	
  

taline	
   (Moser,	
  Nieswandt	
  et	
  al.	
  2008).	
   	
  En	
  effet,	
   tout	
  comme	
   la	
   taline,	
   le	
  site	
  de	
   liaison	
  de	
  

kindline-­‐3	
   à	
   la	
   chaîne	
   β	
   est	
   localisé	
   au	
   niveau	
   du	
  motif	
  NPXY	
   à	
   la	
  membrane	
  distale.	
  Une	
  

étude	
  chez	
  des	
  sujets	
  atteints	
  de	
  déficience	
  d’adhésion	
  des	
  leucocytes	
  de	
  type	
  III	
  (LAD-­‐III),	
  a	
  

révélé	
   que	
   des	
  mutations	
   de	
   la	
   kindline-­‐3	
   étaient	
   responsables	
   des	
   troubles.	
   De	
   plus,	
   ces	
  

mutations	
  entrainent	
  une	
  défaut	
  d’activation	
  des	
  intégrines	
  (Svensson,	
  Howarth	
  et	
  al.	
  2009).	
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Les	
   kindlines	
   seules	
   ne	
   sont	
   pas	
   suffisantes	
   pour	
   induire	
   l’activation	
   des	
   intégrines	
   mais	
  

favorisent	
   la	
   liaison	
   de	
   la	
   taline	
   à	
   la	
   queue	
   cytoplasmique	
   de	
   la	
   chaîne	
   β.	
   En	
   effet,	
   leur	
  

surexpression	
  n’active	
  pas	
   les	
   intégrines	
  mais	
   leur	
  co-­‐expression	
  avec	
   la	
   taline	
  potentialise	
  

l’activation	
  des	
   intégrines	
   (Harburger,	
   Bouaouina	
   et	
   al.	
   2009,	
   Calderwood,	
   Campbell	
   et	
   al.	
  

2013).	
   In	
   vitro	
   ces	
   deux	
   protéines	
   forment	
   un	
   complexe	
   nécessaire	
   à	
   l’activation	
   des	
  

intégrines.	
  Cependant	
  le	
  mécanisme	
  et	
  la	
  cinétique	
  de	
  leur	
  coopération	
  restent	
  méconnus. 

• Filamine	
  et	
  Migifiline	
  

La	
  filamine	
  est	
  une	
  protéine	
  de	
  280	
  kDa	
  qui	
  existe	
  sous	
  3	
  isoformes	
  A,	
  B	
  et	
  C.	
  La	
  forme	
  la	
  

plus	
  abondante	
  et	
   largement	
  exprimée	
  est	
   la	
   filamine	
  A	
   (FLNa).	
   Les	
   isoformes	
  A	
  et	
  B	
   sont	
  

ubiquitaires	
  tandis	
  que	
  l’expression	
  de	
  la	
  filamine	
  C	
  est	
  restreinte	
  aux	
  muscles	
  squelettiques	
  

et	
  cardiaques	
  (van	
  der	
  Flier	
  and	
  Sonnenberg	
  2001).	
  La	
  filamine	
  régule	
  la	
  structure	
  cellulaire,	
  

l’adhésion	
   et	
   la	
   motilité	
   grâce	
   à	
   sa	
   capacité	
   à	
   lier	
   des	
   filaments	
   d’actine	
   permettant	
   la	
  

formation	
  d’un	
  réseau	
  branché	
  orthogonal.	
  Il	
  s’agit	
  d’un	
  homodimère	
  parallèle	
  flexible	
  dont	
  

chaque	
  sous-­‐unité	
  est	
  composée	
  d’un	
  domaine	
  de	
  liaison	
  à	
  l’actine	
  en	
  position	
  N-­‐terminale	
  

(ABD)	
   incluant	
   deux	
   domaines	
   CH	
   («	
  calponin	
   homology	
  »),	
   suivi	
   de	
   24	
  

domaines«	
  immunoglogulin-­‐like	
  »	
   (IgFLN)	
   en	
   tandem	
   et	
   de	
   domaines	
   charnières	
   flexibles	
  

entre	
   Ies	
   domaines	
   IgFLN15-­‐16	
   et	
   IgFLN23-­‐24.	
   Le	
   domaine	
   IgFLNa21	
   correspond	
   au	
   site	
  

d’interaction	
  majeur	
  avec	
  la	
  région	
  cytoplasmique	
  de	
  la	
  chaîne	
  β	
  (Figure	
  9).	
  	
  La	
  structure	
  de	
  

la	
   filamine	
   lui	
   permet	
   d’agir	
   comme	
   un	
   noeud	
   d’interaction	
   avec	
   grande	
   variété	
   de	
  

protéines.	
  Une	
  étude	
  réalisée	
  dans	
  des	
  cellules	
  CHO	
  basée	
  sur	
  des	
  expériences	
  de	
  gains	
  et	
  

pertes	
  de	
  fonction	
  (par	
  surexpression	
  du	
  domaine	
  Ig21	
  sauvage	
  ou	
  muté	
  responsable	
  de	
  la	
  

liaison	
  de	
  la	
  filamine	
  A	
  à	
  la	
  chaîne	
  β)	
  a	
  démontré	
  qu’une	
  inhibition	
  de	
  l’interaction	
  entre	
  la	
  

filamine	
   et	
   la	
   chaîne	
   β	
   conduisait	
   à	
   une	
   inhibition	
   de	
   la	
   migration	
   cellulaire	
   due	
   à	
   une	
  	
  

incapacité	
  de	
   former	
  des	
  protrusions	
  membranaires.	
  Par	
  conséquent,	
   le	
   recrutement	
  de	
   la	
  

filamine	
  au	
  niveau	
  des	
  intégrines	
  impliquées	
  dans	
  l’attachement	
  cellulaire	
  pourrait	
  conduire	
  

à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   stabilité	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine	
   et	
   une	
   restriction	
   de	
   la	
  

formation	
  de	
  protrusions.	
  Ces	
  observations	
  ont	
  plus	
   tard	
  été	
   confirmées	
  dans	
  des	
   cellules	
  

fibroblastiques	
   totalement	
  dépourvues	
  de	
   filamine	
   (Calderwood,	
  Huttenlocher	
  et	
   al.	
   2001,	
  

Baldassarre,	
   Razinia	
   et	
   al.	
   2009).	
   De	
   plus	
   une	
   étude	
   récente	
   de	
   la	
   structure	
   du	
   complexe	
  

formé	
  entre	
  la	
  filamine	
  A	
  et	
  l’intégrine	
  αIIβ3	
  	
  révèle	
  qu’en	
  plus	
  de	
  lier	
  la	
  région	
  C-­‐terminale	
  de	
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l’Intégrine	
  via	
  son	
  domaine	
  Ig21,	
  la	
  filamine	
  A	
  lie	
  la	
  région	
  C-­‐terminale	
  de	
  αII.	
  Ceci	
  conduit	
  au	
  

maintient	
  de	
  l’intégrine	
  sous	
  sa	
  forme	
  inactive	
  (Liu,	
  Das	
  et	
  al.	
  2015).	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

Figure	
  9:	
  Structure	
  de	
  la	
  filamine	
  A.	
  Inspiré	
  de	
  (Stossel,	
  Condeelis	
  et	
  al.	
  2001)	
  

 

De	
  façon	
  surprenante	
  la	
  filamine	
  et	
  la	
  taline	
  possèdent	
  le	
  même	
  site	
  d’interaction	
  sur	
  

les	
  intégrines	
  (Kiema,	
  Lad	
  et	
  al.	
  2006).	
  Une	
  étude	
  récente	
  a	
  exploré	
  la	
  compétition	
  de	
  liaison	
  

entre	
  la	
  filamine	
  et	
  la	
  taline	
  dans	
  des	
  essais	
  in	
  vitro.	
  Les	
  deux	
  protéines	
  ont	
  été	
  positionnées	
  

à	
  équidistance	
  de	
   la	
  queue	
  cytoplasmique	
  de	
   la	
  chaîne	
  β et	
  à	
  des	
  moments	
  différents	
  afin	
  

d’observer	
   les	
   intéractions.	
   Les	
   auteurs	
   montrent	
   que	
   lorsque	
   la	
   taline	
   est	
   associée	
   avec	
  

l’intégrine	
  avant	
  la	
  filamine,	
  cela	
  entraine	
  son	
  activation.	
  En	
  revanche	
  lorsque	
  la	
  filamine	
  est	
  

engagée	
  avec	
   l’intégrine	
  avant	
   la	
   taline,	
   la	
   conformation	
  «	
  fermée	
  »	
  de	
   l’intégrine	
  persiste	
  

(Truong,	
   Shams	
   et	
   al.	
   2015).	
   	
   Ainsi,	
   la	
   filamine	
   pourrait	
   jouer	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   la	
  

régulation	
  de	
  l’activation	
  des	
  intégrines	
  et	
  dans	
  l’inhibition	
  de	
  la	
  signalisation	
  «	
  outside-­‐in	
  »	
  

induite	
  par	
   la	
  taline.	
  Cependant,	
   il	
  n’existe	
  que	
  très	
  peu	
  d’évidences	
  directes	
  de	
  l’influence	
  

de	
   la	
   filamine	
   sur	
   le	
   signal	
   inside-­‐out.	
   Une	
   étude	
   de	
   Das	
  M.	
   et	
   ses	
   collègues	
  montre	
   que	
  

l’effet	
  inhibiteur	
  de	
  la	
  filamine	
  peut	
  être	
  levé	
  grâce	
  à	
  son	
  interaction	
  avec	
  la	
  migifiline	
  (Mig).	
  

Il	
  s’agit	
  d’une	
  protéine	
  capable	
  de	
  lier	
  directement	
  les	
  filamines	
  A	
  et	
  C	
  (Tu,	
  Wu	
  et	
  al.	
  2003).	
  	
  

Elle	
   se	
   compose	
   de	
   trois	
   domaines	
  :	
   un	
   domaine	
   N-­‐terminal	
   d’interaction	
   avec	
   la	
   FLN	
  

notamment,	
   un	
   domaine	
   PRD	
   («	
  prolin	
   rich	
   domain	
  »)	
   et	
   un	
   domaine	
   C-­‐terminal	
   LIM	
   qui	
  



	
   	
   	
   Introduction	
  

	
  

 34 

interagit	
  avec	
  la	
  kindlin-­‐2.	
  Des	
  expériences	
  de	
  résonance	
  magnétique	
  nucléaire	
  (NMR)	
  et	
  de	
  

cristallographie	
   indiquent	
  que	
   le	
  site	
  de	
   liaison	
  de	
   la	
  migifiline	
  sur	
   la	
  FLN	
  chevauche	
   le	
  site	
  

d’interaction	
  de	
  la	
  FLN	
  aux	
  β	
  intégrines.	
  De	
  plus	
  la	
  migifiline	
  lie	
  la	
  FLN	
  avec	
  une	
  plus	
  grande	
  

affinité	
  que	
  les	
  intégrines.	
  La	
  surexpression	
  de	
  la	
  migifiline	
  ou	
  l’inhibition	
  de	
  son	
  expression	
  

entraine	
   respectivement	
   une	
   augmentation	
   ou	
   une	
   diminution	
   de	
   l’adhésion	
   cellulaire.	
   La	
  

co-­‐expression	
  de	
  la	
  FLN	
  et	
  de	
  la	
  migifiline	
  supprime	
  l’inhibition	
  induite	
  par	
  la	
  FLN	
  seule	
  sur	
  

l’activation	
  des	
  intégrines	
  (Das,	
  Ithychanda	
  et	
  al.	
  2011).	
  

• Le	
  	
  signal	
  	
  «	
  inside-­‐out	
  »	
  dans	
  les	
  macrophages	
  

Dans	
  les	
  macrophages	
  au	
  repos,	
  la	
  taline	
  est	
  distribuée	
  de	
  façon	
  aléatoire	
  et	
  diffuse.	
  Des	
  

interactions	
  intramoléculaires	
  (Ig20-­‐Ig21)	
  inhibent	
  sa	
  liaison	
  aux	
  intégrines	
  et	
  à	
  la	
  membrane	
  

plasmique.	
   Suite	
   à	
   un	
   ensemble	
   de	
  médiateurs	
   inflammatoires	
   extracellulaires	
   tels	
   que	
   le	
  

LPS,	
  le	
  TNF-­‐α,	
  le	
  «	
  platelet	
  activating	
  factor	
  »	
  (PAF)	
  ou	
  le	
  PMA,	
  l’autoinhibtion	
  de	
  la	
  taline	
  est	
  

levée	
  (Wright	
  and	
  Griffin	
  1985,	
  Newman,	
  Mikus	
  et	
  al.	
  1991,	
  Caron,	
  Self	
  et	
  al.	
  2000).	
  Elle	
  	
  est	
  

alors	
  recrutée	
  au	
  site	
  de	
  formation	
  des	
  phagosomes	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  CR3.	
  L’extinction	
  

de	
   son	
   expression	
   par	
   ARN	
   interférence	
   (ARNi)	
   abolit	
   la	
   capture	
   et	
   l’internalisation	
   de	
  

globules	
  rouges	
  opsonisés	
  par	
  du	
  complément.	
  Lim	
  et	
  al	
  ont	
  démontré	
  l’interaction	
  directe	
  

entre	
  le	
  domaine	
  «	
  head	
  »	
  de	
  la	
  taline	
  et	
  la	
  queue	
  cytoplasmique	
  de	
  la	
  chaîne	
  β	
  du	
  CR3	
  par	
  

des	
  expériences	
  de	
  co-­‐immunoprécipitation	
  et	
  de	
  précipitation	
  par	
  GST	
  (Lim,	
  Wiedemann	
  et	
  

al.	
   2007).	
   Le	
   recrutement	
   de	
   la	
   taline	
   au	
   niveau	
   des	
   intégrines	
   requiert	
   l’activation	
   d’une	
  

GTPase	
  de	
  la	
  famille	
  Ras	
  :	
  Rap1.	
  	
  Cette	
  GTPase	
  est	
  activée	
  sous	
  l’action	
  de	
  différents	
  stimuli	
  	
  

comme	
   entre	
   autres	
   le	
   TNF-­‐α,	
   le	
   LPS	
   et	
   le	
   PDGF	
   («	
  platelet-­‐derived	
   growth	
   factor	
  »).	
   Les	
  

acteurs	
  moléculaires	
  faisant	
  le	
  lien	
  entre	
  ces	
  récepteurs	
  et	
  l’activation	
  de	
  Rap1	
  ne	
  sont	
  pas	
  

encore	
   totalement	
  élucidés.	
  Cependant,	
   ils	
   semblent	
   impliquer	
   les	
   facteurs	
  d’échange	
  GEF	
  

(Guanine	
  nucleotide	
  exchange	
  factor)	
  :	
  Epac	
  et	
  CalDAG	
  (Moon	
  and	
  Pyo	
  2007,	
  Gloerich	
  and	
  

Bos	
  2011).	
  L’expression	
  d’un	
  mutant	
  constitutivement	
  actif	
  de	
  Rap1	
  (Rap1V12)	
  est	
  suffisante	
  

à	
  la	
  pré-­‐activation	
  du	
  CR3	
  et	
  le	
  déclenchement	
  de	
  l’internalisation	
  de	
  particules	
  opsonisées	
  

par	
  le	
  fragment	
  C3bi	
  du	
  complément	
  (Caron,	
  Self	
  et	
  al.	
  2000,	
  Lim,	
  Dupuy	
  et	
  al.	
  2010).	
  Rap1	
  

activée	
  interagit	
  avec	
  la	
  protéine	
  RIAM	
  («	
  Rap1-­‐GTP-­‐interacting	
  adaptor	
  molecule	
  »).	
  Il	
  s’agit	
  

d’une	
  protéine	
  adaptatrice	
  de	
   la	
   famille	
  MRL	
   (Mig-­‐10/RIAM/Lamellipodin)	
  qui	
   se	
   compose	
  

d’un	
  domaine	
  d’association	
  Ras	
  (RA),	
  un	
  domaine	
  PH	
  et	
  d’un	
  domaine	
  riche	
  en	
  proline	
  (PRD).	
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La	
   déplétion	
   de	
   RIAM	
   dans	
   des	
   macrophages	
   primaires	
   humains	
   inhibe	
   la	
   phagocytose	
  

induite	
  par	
  le	
  CR3	
  et	
  dépendante	
  de	
  l’activation	
  de	
  Rap1.	
  De	
  plus,	
  elle	
  induit	
  une	
  réduction	
  

du	
  recrutement	
  de	
  la	
  taline	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  chaîne	
  	
  β	
  du	
  CR3,	
  démontrée	
  par	
  des	
  expériences	
  

de	
   co-­‐immunoprécipitations	
   et	
   d’immunofluorescence	
   (Medrano-­‐Fernandez,	
   Reyes	
   et	
   al.	
  

2013).	
  Un	
  autre	
   effecteur	
  de	
  Rap	
  1,	
   RGS14	
   («	
  Regulator	
  of	
  G-­‐protein	
   signalling-­‐14	
  »),	
   joue	
  

également	
   un	
   rôle	
   dans	
   le	
   signal	
   «	
  inside-­‐out	
  »	
   en	
   amont	
   de	
   la	
   taline.	
   	
   En	
   effet,	
   dans	
   des	
  

cellules	
   COS-­‐7	
   exprimant	
   les	
   chaînes	
  αMβ2,	
  mises	
   au	
   contact	
   de	
   globules	
   rouges	
   opsonisés	
  

avec	
   du	
   complément,	
   une	
   surexpression	
   du	
   facteur	
   RGS14	
   induit	
   une	
   augmentation	
   des	
  

particules	
  associées	
  aux	
  cellules	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  condition	
  témoin.	
  De	
  plus	
  la	
  surexpression	
  

du	
   facteur	
   RGS14	
   et	
   d’une	
   forme	
  mutée	
   du	
   CR3	
   dépourvue	
   du	
   domaine	
   de	
   liaison	
   de	
   la	
  

taline	
  conduit	
  à	
  un	
  défaut	
  d’association	
  des	
  particules	
  opsonisées	
  avec	
  du	
  complément	
  (Lim,	
  

Thompson	
  et	
  al.	
  2013).	
  	
  

	
   	
  	
  	
  	
   	
  

Figure	
   10	
   :	
   Modèle	
   du	
   signal	
   «	
  inside-­‐out	
  ».	
   Sous	
   forme	
   inactive,	
   la	
   queue	
   cytoplasmique	
   de	
   la	
  
chaîne	
  β	
  lie	
  la	
  filamine	
  (FLN).	
  Le	
  déplacement	
  de	
  la	
  filamine	
  suite	
  à	
  un	
  signal	
  se	
  fait	
  par	
  le	
  biais	
  de	
  son	
  
interaction	
   avec	
   la	
   migifiline	
   (Mig)	
   qui	
   est	
   recrutée	
   aux	
   environs	
   de	
   la	
   chaîne	
   β	
   par	
   la	
   kindline.	
  
Parallèlement	
   des	
   signaux	
   intracellulaires	
   induisent	
   l’activation	
   des	
   GEFs	
   Epac	
   et	
   CalDAG,	
   Rap1,	
  
RIAM,	
  RGS14	
  qui,	
  ensemble	
  contribuent	
  à	
  la	
  levée	
  de	
  l’autoinhibition	
  de	
  la	
  taline	
  (T).	
  La	
  taline	
  et	
  la	
  
kindline	
   forment	
  alors	
  un	
  complexe	
  capable	
  de	
   se	
   lier	
  au	
  motif	
  NPXY	
  de	
   la	
   chaîne	
  β.	
  Ceci	
   induit	
   la	
  
séparation	
   des	
   domaines	
   transmembranaires	
   des	
   chaînes	
   α	
   et	
   β	
   	
   conduisat	
   à	
   l’activation	
   de	
  	
  
l’intégrine.	
  Les	
  signaux	
  régulant	
   la	
  cinétique	
  de	
  ces	
  événements	
  ne	
  sont	
  pas	
  clairs.	
   Inspiré	
  de	
   (Das,	
  
Subbayya	
  Ithychanda	
  et	
  al.	
  2014,	
  Freeman	
  and	
  Grinstein	
  2014).	
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En	
   résumé,	
   la	
   taline	
   est	
   un	
   régulateur	
  majeur	
   de	
   l’activation	
   des	
   intégrines.	
   Elle	
   est	
   à	
  	
  

l’interface	
  entre	
   les	
   immunorecepteurs,	
   les	
   TLRs	
  et	
   les	
   récepteurs	
  phagocytaires	
  CR3	
  pour	
  

amorcer	
   la	
   phagocytose.	
   Cependant,	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   CR3	
   est	
   un	
   mécanisme	
  

complexe	
  dans	
  lequel	
  subsiste	
  des	
  zones	
  d’ombre	
  comme	
  le	
  lien	
  entre	
  RIAM	
  et	
  RGS14	
  dans	
  

la	
  signalisation	
  en	
  amont	
  de	
  la	
  taline	
  ou	
  encore	
  la	
  cinétique	
  d’association	
  de	
  la	
  migifiline	
  et	
  la	
  	
  

kindline	
  avec	
  la	
  taline	
  ou	
  la	
  filamine.	
  

ii. Activation	
  des	
  récepteurs	
  au	
  CR3	
  :	
  le	
  signal	
  «	
  outside-­‐in	
  »	
  

Contrairement	
  à	
   la	
  phagocytose	
  dépendante	
  des	
  FcγRs,	
   celle	
   induite	
  par	
   le	
  CR3	
  est	
  

indépendante	
  de	
  l’activation	
  des	
  Rho	
  GTPases	
  :	
  Rac	
  et	
  Cdc42.	
  En	
  revanche	
  la	
  liaison	
  du	
  CR3	
  

au	
   fragment	
  C3bi	
   couvrant	
  une	
  particule	
  déclenche	
   le	
   recrutement	
  de	
   la	
  GTPase	
  RhoA	
  au	
  

site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   dans	
   des	
   macrophages	
   murins	
   immortalisés.	
   Le	
   traitement	
   des	
  

cellules	
  par	
   la	
  toxines	
  C3	
  (Caron	
  and	
  Hall	
  1998)	
  ou	
   la	
  surexpression	
  d’un	
  mutant	
  dominant	
  

négatif	
  de	
  RhoA	
  est	
  suffisante	
  pour	
  inhiber	
  l’internalisation	
  (Wiedemann,	
  Patel	
  et	
  al.	
  2006).	
  

L’utilisation	
  de	
  drogues	
  inhibitrices	
  de	
  RhoA	
  (Y-­‐27632)	
  ou	
  l’expression	
  d’un	
  mutant	
  dominant	
  

négatif	
   de	
   la	
   Rho-­‐kinase,	
   ROCK,	
   	
   effectrice	
   de	
   RhoA,	
   induit	
   une	
   diminution	
   	
   de	
  

l’internalisation	
   des	
   particules	
   et	
   du	
   recrutement	
   de	
   l’actine-­‐F	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
  

(Olazabal,	
   Caron	
   et	
   al.	
   2002,	
   Colucci-­‐Guyon,	
   Niedergang	
   et	
   al.	
   2005).	
   Les	
   mécanismes	
  

conduisant	
  à	
  l’activation	
  de	
  RhoA	
  ne	
  sont	
  pas	
  totalement	
  compris.	
  Une	
  étude	
  a	
  rapporté	
  que	
  

le	
  recrutement	
  spécifique	
  de	
  RhoA	
  au	
  site	
  de	
   la	
  phagocytose	
  est	
   indépendant	
  de	
   la	
  chaîne	
  

αM	
  	
  et	
  de	
  son	
  activation.	
  En	
  effet	
   le	
  recrutement	
  de	
  RhoA	
  nécessite	
  trois	
  résidus	
  thréonine	
  

sur	
   la	
   queue	
   cytoplasmique	
   de	
   la	
   chaîne	
   β	
   du	
   CR3	
   (Wiedemann,	
   Patel	
   et	
   al.	
   2006).	
   La	
  

mutation	
  de	
  ces	
  motifs	
  empêche	
   le	
  recrutement	
  de	
  RhoA	
  mais	
  pas	
  son	
  activation.	
   Il	
  existe	
  

donc	
  probablement	
  un	
  intermédiaire	
  mobile	
  impliqué	
  dans	
  l’activation	
  de	
  la	
  GTPase.	
  	
  

Les	
   GEFs	
   de	
   la	
   GTPase	
   Rac,	
   Vav1	
   et	
   Vav3,	
   sont	
   requises	
   dans	
   la	
   phagocytose	
  

dépendante	
   du	
   CR3.	
   Dans	
   des	
  macrophages	
   primaires	
  murins	
   dépourvus	
   du	
   gène	
   codant	
  

pour	
   leur	
   expression,	
   la	
   phagocytose	
   est	
   inhibée	
   en	
   aval	
   des	
   récepteurs	
   CR3	
   (et	
   non	
   des	
  

récepteurs	
  FcγRs)	
  et	
  se	
  caractérise	
  par	
  une	
  défaut	
  de	
  polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  au	
  site	
  de	
  la	
  

phagocytose.	
   L’introduction	
   de	
   protéines	
   Rac	
   constitutivement	
   actives	
   dans	
   des	
  

macrophages	
  primaires	
  murins	
  déplétés	
  de	
  	
  Vav1/Vav3	
  restaure	
  la	
  phagocytose	
  dépendante	
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au	
   CR3	
   (Hall,	
   Gakidis	
   et	
   al.	
   2006).	
   Des	
   expériences	
   complémentaires	
   analysant	
  

l’interdépendance	
  de	
  Vav	
  et	
  RhoA	
  dans	
  le	
  cadre	
  de	
  la	
  phagocytose	
  pourraient	
  être	
  réalisées.	
  

Des	
   résultats	
   inverses	
   sont	
   observés	
   selon	
   le	
   modèle	
   cellulaire	
   utilisé.	
   Dans	
   une	
   lignée	
  

cellulaire	
  de	
  macrophages	
  murins,	
   la	
   phagocytose	
   induite	
  par	
   le	
  CR3	
  est	
   indépendante	
  de	
  

l’activation	
  de	
  Rac	
  tandis	
  que	
  dans	
  les	
  macrophages	
  primaires	
  murins	
  Rac	
  est	
  nécessaire.	
  Ce	
  

point	
  reste	
  à	
  éclaircir.	
  

La	
   kindline-­‐3	
   connue	
  pour	
   son	
   rôle	
  dans	
   le	
   signal	
   «	
  inside-­‐out	
  »	
   joue	
  également	
  un	
  

rôle	
  dans	
  le	
  signal	
  «	
  outside-­‐in	
  »	
  comme	
  le	
  démontre	
  une	
  étude	
  récente	
  de	
  Zhi-­‐Hong	
  Xue	
  et	
  

al.	
   En	
   utilisant	
   des	
   cellules	
   exprimant	
   la	
   kindline-­‐3	
   endogène	
   et	
   transfectées	
   avec	
   le	
   CR3	
  

constitutivement	
   actif,	
   ces	
   auteurs,	
   montrent	
   que	
   des	
   cellules	
   traitées	
   avec	
   des	
   siRNAs	
  

ciblant	
   la	
   kindline-­‐3,	
   adhèrent	
   mais	
   s’étalent	
   très	
   peu	
   sur	
   une	
   surface	
   couverte	
   de	
   C3bi	
  

comparées	
  aux	
  cellules	
  co-­‐exprimant	
  la	
  kindline-­‐3	
  et	
  le	
  CR3	
  activé.	
  Suite	
  à	
  l’activation	
  du	
  CR3	
  

par	
  un	
  anticorps	
  spécifiques	
  (KIM185),	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  kindline-­‐3	
  induit	
  une	
  diminution	
  de	
  

l’activation	
  de	
  Syk,	
  un	
  niveau	
  basal	
  de	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  GEF	
  Vav,	
  et	
  une	
  diminution	
  de	
  

l’activation	
  de	
  Rac	
  et	
  Cdc42	
  comparé	
  à	
  la	
  condition	
  témoin.	
  Tous	
  ces	
  résultats	
  suggèrent	
  que	
  

la	
   kindline-­‐3	
   joue	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   la	
   signalisation	
   «	
  outside-­‐in	
  »	
   qui	
   régule	
   le	
  

remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine.	
  Cependant,	
  au	
  cours	
  de	
  cette	
  étude,	
  les	
  auteurs	
  n’ont	
  

pas	
   réussi	
   à	
  montré	
   l’activation	
  de	
   la	
  protéine	
  RhoA	
  dans	
   leurs	
   conditions	
  expérimentales	
  

(Xue,	
  Feng	
  et	
  al.	
  2013).	
   Il	
  serait	
  donc	
  très	
   intéressant	
  de	
  réaliser	
  des	
  expériences	
  similaires	
  

en	
  utilisant	
  des	
  particules	
  opsonisées	
  avec	
  du	
  C3bi	
  pour	
  observer	
  l’activation	
  des	
  GTPases.	
  

	
  

De	
  plus,	
  une	
  autre	
  étude	
  a	
  révélé	
  le	
  rôle	
  de	
  la	
  GTPase	
  RhoG	
  en	
  amont	
  de	
  Rac.	
  Tout	
  

comme	
  dans	
  la	
  phagocytose	
  dépendante	
  du	
  FcγR,	
  RhoG	
  est	
  recrutée	
  au	
  site	
  de	
  liaison	
  de	
  la	
  

particule	
   à	
   internaliser	
   et	
   semble	
   former	
   un	
   complexe	
   avec	
  Dock180/ELMO	
  pour	
   stimuler	
  

l’activité	
   de	
   Rac	
   en	
   aval	
   du	
   CR3.	
   L’inhibition	
   de	
   son	
   expression	
   conduit	
   à	
   un	
   défaut	
   de	
  

phagocytose	
   (Tzircotis,	
   Braga	
   et	
   al.	
   2011).	
   Ceci	
   renforce	
   l’idée	
   que	
   la	
   protéine	
   Rac	
   est	
  

également	
  requise	
  en	
  aval	
  du	
  CR3.	
  

Récemment,	
   une	
   étude	
   a	
   mis	
   en	
   lumière	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
   GTPase	
   Rap1	
   dans	
   la	
  

signalisation	
   «	
  outside-­‐in	
  »	
   en	
   parallèle	
   de	
   RhoA	
   (Kim,	
  Moon	
   et	
   al.	
   2012).	
   L’analyse	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  des	
  particules	
  de	
  zymosan	
  opsonisées	
  avec	
  du	
  sérum	
  non	
  inactivé	
  a	
  révélé	
  que	
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suite	
  à	
  l’inactivation	
  de	
  RhoA	
  et	
  à	
  l’induction	
  de	
  l’activation	
  de	
  Rap1	
  (par	
  l’intermédiaire	
  de	
  

l’activation	
  de	
  sa	
  GEF	
  Epac)	
  dans	
  des	
  macrophages	
  murins,	
  l’internalisation	
  des	
  particules	
  est	
  

restaurée.	
   Cette	
   restauration	
   ne	
   se	
   fait	
   pas	
   par	
   le	
   biais	
   de	
   RhoA-­‐GTP	
   qui	
   est	
  

considérablement	
   réduite	
   	
   suite	
   à	
   l’activation	
   de	
   sa	
   GAP.	
   Les	
   auteurs	
   suggèrent	
   que	
  

l’activation	
   endogène	
   de	
   Rap1	
   par	
   du	
   zymosan	
   opsonisé	
   avec	
   du	
   sérum	
   non	
   inactivé,	
  

n’inhibe	
  pas	
  RhoA.	
  En	
  revanche,	
  l’activation	
  endogène	
  de	
  RhoA	
  et	
  Rap1	
  se	
  fait	
  séparément	
  

durant	
  la	
  phagocytose.	
   	
  Les	
  deux	
  protéines	
  régulent	
  ensemble	
  le	
  processus.	
  De	
  plus,	
  Rap1-­‐

GTP	
   permet	
   le	
   recrutement	
   d’une	
   protéine	
   de	
   liaison	
   à	
   l’actine,	
   la	
   profiline,	
   qui	
   est	
  

essentielle	
  à	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  dépendante	
  des	
  formines	
  (Romero,	
  Le	
  Clainche	
  et	
  al.	
  

2004,	
  Kim,	
  Moon	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figure	
  11:	
  Activation	
  des	
  Rho-­‐GTPases	
  en	
  aval	
  du	
  CR3.	
  	
  La	
  liaison	
  d’une	
  particule	
  opsonisées	
  avec	
  
du	
  complément	
  au	
  CR3	
  induit	
  un	
  signal	
  «	
  outside-­‐in	
  »	
  qui	
  se	
  caractérise	
  par	
  l’activation	
  des	
  Rho	
  
GTPases	
  :	
  RhoG,	
  RhoA,	
  Rac	
  qui	
  stimulent	
  	
  par	
  le	
  biais	
  d’effecteurs	
  la	
  polymérisation	
  d’actine.	
  Inspiré	
  
de	
  (Flannagan,	
  Jaumouillé	
  et	
  al.	
  2012)	
  

3. Remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  

phagosomes.	
  

L’actine,	
  avec	
   les	
  microtubules	
  et	
   les	
   filaments	
   intermédiaires,	
   fait	
  partie	
  des	
  éléments	
  

qui	
   constitue	
   le	
   cytosquelette	
   et	
   est	
   responsable	
   des	
   propriétés	
   architecturales	
   et	
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mécaniques	
  de	
  la	
  cellule.	
  Il	
  s’agit	
  d’une	
  protéine	
  globulaire	
  polarisée	
  de	
  42	
  kDa	
  capable	
  de	
  

lier	
  et	
  d’hydrolyser	
  l’adénosine	
  triphosphate	
  (ATP)	
  conduisant	
  à	
  la	
  génération	
  d’adénosine	
  

diphosphate	
   (ADP).	
   Cette	
   aptitude	
   lui	
   permet	
   de	
   réguler	
   son	
   passage	
   spontané	
   d’une	
  

forme	
  monomérique	
  globulaire	
  (actine-­‐G)	
  	
  à	
  une	
  forme	
  polymérique	
  filamenteuse	
  (actine-­‐

F).	
   Le	
   filament	
   d’actine	
   est	
   polarisé.	
   Il	
   présente	
   une	
   extrémité	
   positive	
   (+)	
   dite	
   en	
  

brosse/barbée	
  où	
   l’assemblage	
  des	
  monomères	
  actine	
  G-­‐ATP	
  est	
  rapide	
  et	
  une	
  extrémité	
  

négative	
  (-­‐)	
  dite	
  pointue	
  où	
  la	
  dissociation	
  des	
  monomères	
  actine	
  G-­‐ADP	
  se	
  produit	
  (Pollard	
  

2016).	
   La	
   polymérisation	
   d’actine	
   se	
   décompose	
   en	
   trois	
   étapes	
  :	
   (i)	
   la	
   nucléation	
   qui	
  

correspond	
  à	
  la	
  formation	
  d’un	
  noyau	
  constitué	
  d’un	
  trimère	
  d’actine	
  globulaire	
  lié	
  à	
  l’ATP.	
  

Cette	
   étape	
   est	
   catalysée	
   par	
   des	
   nucléateurs	
   de	
   l’actine	
   parmi	
   lesquels	
   on	
   distingue	
   le	
  

complexe	
   Arp2/3,	
   les	
   formines,	
   et	
   les	
   nucléateurs	
   atypiques	
   comme	
   Spire	
   (Baum	
   and	
  

Kunda	
   2005)	
  ;	
   (ii)	
   l’assemblage	
   des	
   monomères	
   d’actine-­‐ATP	
   au	
   noyau	
   formé	
   constitue	
  

l’étape	
   d’élongation	
  ;	
   (iii)	
   progressivement,	
   les	
   molécules	
   d’ATP	
   seront	
   hydrolysées	
  

favorisant	
  alors	
   le	
  désassemblage	
  des	
  monomères	
  à	
   l’extrémité	
  négative.	
   Il	
  existe	
  un	
  état	
  

d’équilibre	
  entre	
  la	
  dissociation	
  et	
  l’association	
  des	
  monomères	
  aux	
  extrémités.	
  	
  

Dans	
  la	
  cellule,	
  la	
  dynamique	
  de	
  l’actine	
  est	
  contrôlée	
  par	
  un	
  vaste	
  nombre	
  de	
  protéines	
  

régulatrices,	
   à	
   savoir	
   des	
   protéines	
   de	
   nucléation,	
   des	
   protéines	
   de	
   séquestration	
   des	
  

monomères	
   d’actine-­‐G,	
   des	
   protéines	
   de	
   coiffe	
   et	
   des	
   protéines	
   de	
   fragmentation	
   des	
  

filaments.	
   Ces	
   protéines	
   collaborent	
   lors	
   des	
   processus	
   de	
   polarisation	
   cellulaire,	
  

d’endocytose,	
  de	
  migration	
  cellulaire	
  et	
  de	
  phagocytose.	
  (Figure	
  12)	
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Figure	
  12	
  :	
  Vue	
  d’ensemble	
  des	
  protéines	
  de	
  liaison	
  à	
  l’actine.	
  CPs	
  ;	
  «	
  capping	
  proteins	
  ».	
  Adapté	
  de	
  
(Pollard	
  2016).	
  	
  

 

Comme	
  mentionné	
   précédemment,	
   la	
   phagocytose	
   est	
   un	
   processus	
   qui	
   nécessite	
   un	
  

remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine.	
  La	
  polymérisation	
  d’actine	
  constitue	
  la	
  force	
  motrice	
  

qui	
  guide	
  la	
  déformation	
  et	
  l’extension	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  à	
  

ingérer.	
   Une	
   inhibition	
   de	
   sa	
   polymérisation	
   par	
   des	
   drogues	
   inhibitrices	
   telles	
   que	
   les	
  

cytochalasines,	
   abroge	
   complètement	
   le	
   processus	
   (Zigmond	
   and	
   Hirsch	
   1972).	
   Cette	
  

polymérisation	
   conduit	
   à	
   la	
   formation	
  de	
   structures	
  membranaires	
   appelées	
  pseudopodes	
  

qui	
   s’organisent	
   sous	
   la	
   forme	
   d’une	
   coupe	
   phagocytaire.	
   Bien	
   que	
   le	
   processus	
  

d’assemblage	
  de	
   l’actine	
  au	
   cours	
  de	
   la	
  phagocytose	
   soit	
  un	
  mécanisme	
  complexe,	
   il	
   peut	
  

être	
  décomposé	
  en	
  plusieurs	
   étapes	
   théoriques	
  :	
   (i)	
   le	
   désassemblage	
  de	
   l’actine	
   corticale	
  

qui	
   favorise	
   la	
   libération	
  de	
  monomères	
  d’actine-­‐G,	
  ainsi	
  que	
   la	
  mobilité	
  des	
  récepteurs	
  et	
  

des	
   enzymes	
   nécessaires	
   au	
   processus	
  ;	
   (ii)	
   la	
   nucléation	
   d’actine	
   pour	
   initier	
   la	
  

polymérisation	
   d’actine-­‐F	
   et	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes	
  ;	
   (iii)	
   la	
   dépolymérisation	
   de	
  

l’actine-­‐F	
  à	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire.	
  	
  

Dans	
  cette	
  partie,	
   je	
  présenterai	
   les	
  acteurs	
  moléculaires	
   impliqués	
  dans	
   la	
  dynamique	
  

de	
  l’actine	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  FcγRs	
  et	
  CR3.	
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a. Facteurs	
  contrôlant	
  la	
  dynamique	
  de	
  l’actine	
  suite	
  à	
  l’activation	
  

des	
  récepteurs	
  FcγRs.	
  

i. Polymérisation	
  d’actine	
  dans	
  les	
  pseudopodes	
  

Suite	
   à	
   l’engagement	
   des	
   récepteurs	
   FcγRs,	
   l’extension	
   de	
   la	
  membrane	
   plasmique	
  

est	
  poussée	
  par	
  un	
  réseau	
  d’actine	
  branché	
  généré	
  par	
  le	
  complexe	
  Arp2/3	
  (May,	
  Caron	
  et	
  

al.	
  2000).	
   	
  Ce	
  complexe	
  est	
   composé	
  de	
   sept	
   sous-­‐unités	
   incluant	
  :	
  ARPC1,	
  ARPC2,	
  ARPC3,	
  

ARPC4,	
   ARPC5,	
   Arp2	
   et	
   Arp3.	
   Sous	
   sa	
   forme	
   inactive,	
   les	
   sous-­‐unités	
   Arp2	
   et	
   Arp3	
   du	
  

complexe	
   sont	
   maintenues	
   séparées	
   par	
   les	
   autres	
   sous-­‐unités	
   du	
   complexe	
   (Robinson,	
  

Turbedsky	
   et	
   al.	
   2001).	
   Les	
   sous-­‐unités	
   Arp2	
   et	
   Arp3	
   sont	
   apparentées	
   à	
   l’actine	
   et	
   leur	
  

liaison	
   promeut	
   l’activité	
   de	
   nucléation	
   de	
   l’actine	
   à	
   partir	
   d’un	
   filament	
   préexistant.	
   Ils	
  

constituent	
   les	
   premiers	
   éléments	
   du	
   nouveau	
   filament.	
   	
   Cependant,	
   de	
   façon	
   isolée,	
   	
   le	
  

complexe	
   Arp2/3	
   présente	
   une	
   faible	
   activité	
   nucléatrice	
   qui	
   peut	
   être	
   stimulée	
   par	
   des	
  

facteurs	
  promoteurs	
  nucléateurs	
  de	
   l’actine	
  (NPFs).	
   Ils	
   rapprochent	
   les	
  sous-­‐unités	
  Arp2	
  et	
  

Arp3	
  afin	
  de	
  favoriser	
  la	
  formation	
  du	
  noyau	
  de	
  monomères	
  d’actine	
  qui	
  sera	
  à	
  la	
  base	
  d’un	
  

filament	
  branché.	
  Il	
  existe	
  une	
  variété	
  de	
  NPFs	
  parmi	
  lesquels	
  on	
  distingue	
  les	
  membres	
  de	
  

la	
  famille	
  «	
  Wiskott-­‐Aldrich	
  syndrome	
  »	
  tels	
  que	
  WASP/	
  N-­‐WASP,	
  WAVE/Scar	
  («	
  suppressor	
  

of	
  cAMP	
  activator	
  »)	
  ;	
  et	
   la	
  cortactine.	
  Toutes	
  ces	
  protéines	
  sont	
   intrinsèquement	
   inactives	
  

car	
   leur	
   motif	
   d’interaction	
   avec	
   le	
   complexe	
   Arp2/3	
   est	
   séquestré	
   par	
   des	
   liaisons	
  

intramoléculaires.	
  	
  

L’engagement	
   des	
   récepteurs	
   FcγRs	
   avec	
   la	
   phosphorylation	
   des	
   motifs	
   ITAMs	
  

permet	
   le	
   recrutement	
   et	
   	
   l’activation	
  des	
  GTPases	
  Cdc42	
  et	
   Rac,	
  mais	
   aussi	
   de	
  protéines	
  

adaptatrices,	
  comme	
  Nck	
  et	
  Gab2/Grb2	
  (Gu,	
  Botelho	
  et	
  al.	
  2003,	
  Dart,	
  Donnelly	
  et	
  al.	
  2012)	
  

(Figure	
   13).	
   Nck	
   possède	
   un	
   domaine	
   SH2	
   responsable	
   de	
   sa	
   liaison	
   aux	
   tyrosines	
  

phosphorylées,	
  et	
  des	
  domaines	
  SH3	
  capables	
  de	
   reconnaître	
   les	
   régions	
   riches	
  en	
  proline	
  

des	
  protéines	
  WASP/N-­‐WASP.	
  L’inhibition	
  de	
  son	
  expression	
  par	
  ARN	
  interférence	
  dans	
  des	
  

macrophages	
  murins	
  immortalisés	
  induit	
  un	
  défaut	
  de	
  la	
  phagocytose	
  et	
  de	
  recrutement	
  de	
  

Cdc42	
  et	
  WASP	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire.	
  L’activation	
  de	
  Cdc42,	
  l’accumulation	
  transitoire	
  de	
  

PI(4,5)P2	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  ainsi	
  que	
  le	
  recrutement	
  des	
  protéines	
  adaptatrices	
  Nck	
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et	
  Gab2,	
  permettent	
  le	
  recrutement	
  des	
  protéines	
  WASP/N-­‐WASP.	
  L’interaction	
  de	
  WASP/N-­‐

WASP	
   avec	
   chacune	
   de	
   ses	
   protéines	
   entraine	
   un	
   changement	
   de	
   sa	
   conformation	
  

conduisant	
   à	
   l’exposition	
   du	
   domaine	
   «	
  verprolin	
   homology,	
   cofilin	
   homology	
   and	
   acidic	
  »	
  

(VCA)	
  qui	
  lie	
  et	
  active	
  les	
  sous	
  unités	
  Arp2/3	
  (Rohatgi,	
  Ho	
  et	
  al.	
  2000).	
  La	
  phosphorylation	
  de	
  

WASP	
  par	
  les	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  Src	
  notamment	
  Hck	
  contribuent	
  aussi	
  à	
  son	
  activation	
  

(Tsuboi	
   and	
   Meerloo	
   2007).	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   chez	
   des	
   patients	
   atteints	
   du	
   syndrome	
   de	
  

Wiskott-­‐Aldrich	
   caractérisé	
   par	
   l’absence	
   de	
   la	
   protéine	
   WASP,	
   que	
   la	
   polymérisation	
  

d’actine	
   et	
   l’internalisation	
   des	
   particules	
   opsonisées	
   avec	
   des	
   IgG	
   sont	
   altérées	
   (Lorenzi,	
  

Brickell	
  et	
  al.	
  2000).	
  	
  

	
  

Figure	
  13	
  :	
  Voie	
  de	
  signalisation	
  aboutissant	
  au	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  en	
  aval	
  du	
  
FcγR.	
  Suite	
  à	
  l’engagement	
  des	
  récepteurs	
  Fcγ,	
  les	
  protéines	
  adaptatrices	
  Nck,	
  Gab2	
  et	
  Grb2	
  lient	
  les	
  
motifs	
   ITAMs	
   phosphorylés	
   ou	
   Syk	
   pour	
   recruter	
   N-­‐WASPp/	
  WASPp.	
   WASp	
   est	
   activé	
   par	
   Cdc42,	
  
PI(4,5)	
   P2	
  et	
   par	
  phosphorylation	
  par	
  Hck.	
   Les	
  membres	
  de	
   la	
   famille	
   Ena/VASP	
   interagissent	
   avec	
  
WASP	
  et	
   lient	
   la	
  profiline	
  qui	
  participe	
  à	
   la	
   croissance	
  des	
   filaments	
  d’actine.	
  Adapté	
  de	
   (Freeman	
  
and	
  Grinstein	
  2014)	
  

 

Parallèlement	
   à	
   l’activation	
   de	
   Cdc42,	
   Rac	
   est	
   activée.	
   Cependant,	
   dans	
   les	
  

macrophages,	
  le	
  complexe	
  WAVE2,	
  connu	
  pour	
  être	
  un	
  effecteur	
  de	
  Rac,	
  ne	
  semble	
  pas	
  être	
  

un	
  régulateur	
  du	
  complexe	
  Arp2/3	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  via	
  les	
  FcγR.	
  En	
  effet,	
  dans	
  les	
  

macrophages	
   murins	
   RAW264.7,	
   l’expression	
   d’un	
   mutant	
   dominant	
   négatif	
   de	
   WAVE	
  

dépourvu	
  de	
  son	
  domaine	
  VCA	
  n’affecte	
  pas	
  l’internalisation	
  de	
  particules	
  (Kheir,	
  Gevrey	
  et	
  

al.	
  2005).	
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Le	
  rôle	
  de	
  la	
  protéine	
  HS-­‐1	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  dépendante	
  du	
  FcγR	
  n’a	
  pas	
  

encore	
   été	
   démontré	
   dans	
   les	
   macrophages.	
   Cette	
   protéine	
   homologue	
   de	
   la	
   cortactine	
  

exprimée	
  uniquement	
  dans	
  les	
  cellules	
  hématopoiétiques	
  est	
  impliquée	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  

la	
  présentation	
  des	
  antigènes	
  par	
  les	
  cellules	
  dendritiques	
  (DC)	
  ou	
  	
  encore	
  dans	
  l’activation	
  

du	
  complexe	
  Arp2/3	
  et	
  Rac	
  dans	
   les	
  neutrophiles	
  en	
  réponse	
  à	
  un	
  signal	
  chimio-­‐attractant	
  

(Huang,	
   Biswas	
   et	
   al.	
   2011,	
   Cavnar,	
   Mogen	
   et	
   al.	
   2012).	
   Elle	
   possède	
   un	
   domaine	
  

d’interaction	
  avec	
   le	
  complexe	
  Arp2/3	
  et	
  une	
  région	
  acidique	
  qui	
   lie	
   l’actine-­‐F.	
   	
  HS-­‐1	
  serait	
  

donc	
  un	
  bon	
  candidat	
  impliqué	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  dépendante	
  

de	
   l’activation	
   de	
   Rac	
   et	
   du	
   complexe	
   Arp2	
  /3	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose	
   FcγR.	
   Il	
   a	
   été	
  

montré	
   que	
   dans	
   les	
   lymphocytes	
   T	
   issus	
   de	
   cellules	
   déplétées	
   pour	
   HS-­‐1,	
   suite	
   à	
  

l’engagement	
  du	
  TCR,	
  un	
  défaut	
  d’accumulation	
  d’actine-­‐F	
  à	
  la	
  synapse	
  immune	
  entraine	
  sa	
  

déstabilisation	
  (Gomez,	
  McCarney	
  et	
  al.	
  2006).	
  De	
  nombreuses	
  similitudes	
  existent	
  entre	
  la	
  

synapse	
  immune	
  et	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  (Niedergang,	
  Di	
  Bartolo	
  et	
  al.	
  2016).	
  De	
  plus,	
  HS-­‐1	
  

est	
   un	
   substrat	
   des	
   kinases	
   de	
   la	
   famille	
   Src	
   et	
   Syk,	
   et	
   sous	
   sa	
   forme	
   phosphorylée,	
   elle	
  

génère	
  des	
  sites	
  de	
  liaison	
  de	
  haute	
  affinité	
  pour	
  les	
  protéines	
  contenant	
  des	
  domaines	
  SH2.	
  

Elle	
  possède	
  aussi	
  un	
  domaine	
  SH3	
   important	
  pour	
   la	
   liaison	
  de	
  Vav1,	
   la	
  GEF	
  de	
  Rac.	
   	
  Une	
  

étude	
  a	
  démontré	
  qu’elle	
  n’est	
  pas	
  impliquée	
  dans	
  la	
  phagocytose	
  du	
  zymosan	
  car	
  dans	
  les	
  

cellules	
  dendritiques	
  différenciées	
  issues	
  de	
  souris	
  	
  dépourvues	
  de	
  protéine	
  HS-­‐1,	
  l’efficacité	
  

de	
   phagocytose	
   n’est	
   pas	
   modifiée	
   comparée	
   aux	
   cellules	
   témoins	
   (Huang,	
   Biswas	
   et	
   al.	
  

2011).	
  	
  Il	
  serait	
  tout	
  de	
  même	
  très	
  intéressant	
  d’investiguer	
  le	
  rôle	
  de	
  cette	
  protéine	
  dans	
  les	
  

macrophages	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  FcγR.	
  

D’autres	
  protéines	
  régulent	
  la	
  dynamique	
  de	
  l’actine.	
  En	
  effet,	
  le	
  maintien	
  d’un	
  pool	
  

d’actine	
  G-­‐ATP	
  disponible	
  dans	
  la	
  cellule	
  ainsi	
  que	
  le	
  maintien	
  des	
  extrémités	
  positives	
  libres	
  

des	
  filaments	
  d’actine	
  permettant	
   l’incorporation	
  de	
  nouveaux	
  monomères,	
  sont	
  contrôlés	
  

par	
  des	
  protéines	
  de	
  liaison	
  des	
  monomères	
  d’actine-­‐G,	
  notamment	
  la	
  profiline	
  (Figure	
  12).	
  

Elle	
  est	
  capable	
  de	
  lier	
  l’actine	
  G-­‐ATP	
  à	
  l’extrémité	
  positive	
  des	
  filaments.	
  Elle	
  favorise	
  ainsi	
  

leur	
   croissance	
  dans	
  des	
   conditions	
  où	
   la	
   concentration	
  en	
  actine-­‐G-­‐ATP	
  est	
   faible	
  dans	
   la	
  

cellule.	
   Le	
   recrutement	
   de	
   la	
   profiline	
   à	
   l’extrémité	
   positive	
   des	
   filaments	
   est	
   dû	
   à	
   son	
  

interaction	
   avec	
   les	
   protéines	
   de	
   la	
   famille	
   Ena/VASP	
   (Mena,	
   VASP,	
   Evl).	
   Ces	
   dernières	
  

s’associent	
  à	
  l’extrémité	
  barbée	
  et	
  empêchent	
  le	
  positionnement	
  des	
  protéines	
  de	
  coiffe	
  qui	
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inhibent	
   la	
  polymérisation	
  d’actine.	
   Il	
   a	
  été	
  montré	
  que	
   suite	
  à	
   l’activation	
  des	
   récepteurs	
  

FcγRs,	
   les	
   protéines	
   	
   Ena/Vasp	
   interagissent	
   avec	
   WASP	
   et	
   	
   sont	
   recrutées	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose	
   (Figure	
   13).	
   	
   Son	
   inhibition	
   par	
   l’expression	
   de	
   la	
   protéine	
   ActA	
   de	
   Listeria	
  

monocytogenes,	
   connue	
  pour	
  déplacer	
   ces	
  protéines	
  de	
   leurs	
   ligands	
  endogènes,	
   entraine	
  

une	
  diminution	
  de	
  l’efficacité	
  d’internalisation	
  des	
  particules	
  opsonisées	
  avec	
  IgG,	
  dans	
  des	
  

macrophages	
  murins	
  immortalisés	
  (Coppolino,	
  Krause	
  et	
  al.	
  2001).	
  

Ensemble,	
   tous	
   ces	
   acteurs	
   moléculaires	
   jouent	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   la	
  

polymérisation	
  de	
  l’actine	
  permettant	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes.	
  	
  

ii. Désassemblage	
  de	
  l’actine-­‐F	
  à	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  

phagocytaire.	
  

Un	
   autre	
   mécanisme	
   est	
   essentiel	
   à	
   l’internalisation	
   efficace	
   d’une	
   particule	
  :	
   le	
  

désassemblage	
   de	
   l’actine	
   corticale	
   à	
   la	
   base	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire.	
   Cette	
  

dépolymérisation	
  peut	
  être	
  due	
  à	
  deux	
  mécanismes	
  :	
   (i)	
   le	
  débranchement;	
   (ii)	
   la	
   coupure	
  

des	
  filaments	
  d’actine	
  par	
  des	
  protéines	
  de	
  liaison	
  à	
  l’actine.	
  

	
  

• Rôle	
  des	
  protéines	
  de	
  liaison	
  à	
  l’actine	
  

La	
   principale	
   protéine	
   de	
   débranchement	
   de	
   l’actine-­‐F	
   identifiée	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  

phagocytose	
   est	
   la	
   coronine.	
   Cette	
   protéine	
   interagit	
   avec	
   le	
   complexe	
   Arp2/3	
   et	
   le	
  

déstabilise	
  à	
  la	
  jonction	
  entre	
  les	
  filaments	
  d’actine.	
  La	
  famille	
  des	
  coronines	
  est	
  composée	
  

de	
  7	
  membres,	
  parmi	
   lesquels	
   la	
  coronine	
  1,	
  qui	
  est	
  recrutée	
  au	
  site	
  de	
   la	
  phagocytose	
  de	
  

façon	
   précoce	
   et	
   temporaire	
   dans	
   les	
   macrophages.	
   Son	
   recrutement	
   coïncide	
   avec	
  

l’accumulation	
  d’actine	
  dans	
   les	
  pseudopodes.	
   L’expression	
  d’un	
  mutant	
  dominant	
  négatif	
  

de	
  la	
  coronine	
  1	
  affecte	
  l’adhésion	
  des	
  particules	
  aux	
  macrophages	
  et	
  par	
  conséquent	
  inhibe	
  

leur	
  internalisation	
  (Yan,	
  Collins	
  et	
  al.	
  2005).	
  Cependant	
  des	
  expériences	
  de	
  déplétion	
  de	
  la	
  

coronine	
  1	
  par	
  ARN	
  interférence	
  contredisent	
  son	
  rôle	
  supposé.	
  En	
  effet	
  aucun	
  impact	
  n’est	
  

observé	
   sur	
   l’efficacité	
   de	
   phagocytose	
   dans	
   des	
   macrophages	
   murins	
   immortalisés	
  

(Jayachandran,	
   Gatfield	
   et	
   al.	
   2008).	
   Ce	
   résultat	
   est	
   probablement	
   du	
   à	
   une	
   activité	
  

redondante	
  exercée	
  par	
  d’autres	
  protéines	
  de	
  débranchement.	
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Outre	
   cette	
   protéine	
   de	
   débranchement,	
   des	
   protéines	
   de	
   cassure	
   des	
   filaments	
  

d’actine,	
  telles	
  que	
  la	
  gelsoline	
  ou	
  la	
  cofiline,	
  assurent	
  le	
  remodelage	
  du	
  réseau	
  d’actine.	
  Ces	
  

protéines	
  génèrent	
  des	
  fragments	
  de	
  filaments,	
  libérant	
  ainsi	
  les	
  extrémités	
  barbées	
  qui	
  sont	
  

les	
  sites	
  de	
  nucléation	
  du	
  complexe	
  Arp2/3.	
  L’activité	
  de	
  la	
  cofiline	
  est	
  régulée	
  négativement	
  

par	
  sa	
  liaison	
  au	
  PI(4,5)P2	
  ou	
  sa	
  phosphorylation	
  par	
  la	
  kinase	
  LIM	
  (Pollard	
  2016).	
  La	
  gelsoline	
  

est	
  à	
  la	
  fois	
  une	
  protéine	
  de	
  coupure	
  et	
  une	
  protéine	
  de	
  coiffe	
  c’est-­‐à-­‐dire	
  capable	
  d’inhiber	
  

l’élongation	
  du	
  filament	
  d’actine	
  à	
  l’extrémité	
  barbée.	
  Le	
  rôle	
  de	
  ces	
  protéines	
  au	
  cours	
  du	
  

processus	
  de	
  phagocytose	
  n’est	
  pas	
  encore	
  bien	
  compris.	
  	
  

	
  

• Rôle	
  des	
  phosphoinositides	
  et	
  phosphatases	
  

Le	
   rôle	
   du	
   métabolisme	
   des	
   phosphoinositides	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
  

dépolymérisation	
  de	
  l’actine	
  a	
  été	
  mis	
  en	
  évidence.	
  Une	
  étude	
  de	
  Scott	
  et	
  al.	
  rapporte	
  que	
  la	
  

dépolymérisation	
  d’actine	
  observée	
  n’est	
  pas	
  due	
  en	
  premier	
  lieu	
  à	
  une	
  inactivation	
  des	
  Rho	
  

GTPases	
  Rac	
  et	
  Cdc42,	
  mais	
  plutôt	
  à	
  une	
  hydrolyse	
  du	
  PI(4,5)P2.	
  En	
  effet,	
  l’expression	
  de	
  la	
  

protéine	
   Rac1	
   constitutivement	
   active	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   n’empêche	
   pas	
   la	
  

dissociation	
  de	
  l’actine	
  des	
  phagosomes.	
  De	
  plus,	
  le	
  suivi	
  de	
  la	
  	
  cinétique	
  de	
  recrutement	
  de	
  

l’actine-­‐F	
  et	
  de	
  l’hydrolyse	
  du	
  PI(4,5)P2,	
  a	
  montré	
  que	
  l’hydrolyse	
  de	
  PI(4,5)P2	
  coïncide	
  avec	
  

la	
  disparition	
  de	
  l’actine-­‐F	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  L’utilisation	
  de	
  drogues	
  inhibitrices	
  de	
  

la	
  phospholipase	
  C	
  ou	
  la	
  surexpression	
  des	
  kinases	
  responsables	
  de	
  la	
  synthèse	
  de	
  PI(4,5)P2	
  

induit	
  une	
  persistance	
  de	
  l’actine-­‐F	
  et	
  une	
  inhibition	
  de	
  l’internalisation	
  (Scott,	
  Dobson	
  et	
  al.	
  

2005).	
  Par	
  conséquent,	
  l’inactivation	
  des	
  Rho	
  GTPases	
  et	
  la	
  disparition	
  de	
  l’actine	
  à	
  la	
  base	
  

des	
  coupes	
  phagocytaires	
  peut	
  être	
  directement	
  corrélée	
  avec	
  l’hydrolyse	
  du	
  PI(4,5)P2.	
  	
  

Plusieurs	
   voies	
   contribuent	
   à	
   la	
   disparition	
   du	
   PI(4,5)P2	
   lors	
   de	
   la	
   formation	
   des	
  

phagosomes	
   notamment	
   l’hydrolyse	
   par	
   la	
   phospholipase	
   Cγ	
   (PLCγ),	
   la	
   synthèse	
   de	
  

PI(3,4,5)P3	
   par	
   la	
   PI3K,	
   ou	
   encore	
   par	
   l’hydrolyse	
   réalisée	
   par	
   les	
   phosphatases	
   5-­‐

phosphoinositide	
  (OCRL	
  et/ou	
  Inpp5)	
  (Bohdanowicz,	
  Balkin	
  et	
  al.	
  2012,	
  Levin,	
  Grinstein	
  et	
  al.	
  

2015)	
  (Figure	
  14)	
  .	
  En	
  effet,	
  la	
  production	
  de	
  PI(3,4,5)P3	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  permet	
  le	
  

recrutement	
   de	
  Rho	
  GAPs	
   (ARHGAP12,	
  ARHGAP25	
   et	
   SH3BP1)	
   	
   qui	
   inactivent	
   les	
  GTPases	
  

Rac	
   et	
   Cdc42	
   (Schlam,	
   Bagshaw	
   et	
   al.	
   2015).	
   Une	
   autre	
   étude	
   originale	
   basée	
   sur	
  

l’observation	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  phagosomes	
  dans	
  des	
  cellules	
  vivantes	
  par	
  microscopie	
  à	
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ondes	
  évanescente	
   	
  a	
  révélé	
  que	
   le	
  recrutement	
  d’OCRL	
  au	
  site	
  de	
   la	
  phagocytose	
  en	
  aval	
  

des	
  récepteurs	
  FcγRs	
  est	
  étonnamment	
  dépendant	
  du	
  trafic	
  vésiculaire	
  régulé	
  par	
  Bcl10,	
  une	
  

protéine	
   appartenant	
   au	
   complexe	
   CBM	
   (CARD9/Bcl10/Malt1)	
   impliqué	
   dans	
   la	
   voie	
  

d’activation	
   pro-­‐inflammatoire	
   de	
   NFκB	
   (Marion,	
   Mazzolini	
   et	
   al.	
   2012).	
   L’inhibition	
   de	
  

l’expression	
  de	
  Bcl10	
  par	
  ARN	
  interférence	
  induit	
  un	
  défaut	
  d’extension	
  des	
  pseudopodes.	
  

	
  

	
  

Figure	
  14:	
   La	
   disparition	
   de	
   PI(4,5)P2	
   de	
   la	
   base	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   conduit	
   à	
   la	
  
dépolymérisation	
   de	
   l’actine-­‐F.	
   PI(4,5)P2	
   est	
   converti	
   par	
   des	
   kinases	
   (PI3K),	
   des	
   phosphatases	
  
(OCRL),	
   et	
   des	
   phospholipases	
   (PLCγ). La	
   disparition	
   de	
   la	
   barrière	
   d’actine	
   filamenteuse	
   facilite	
   la	
  
livraison	
  de	
  vésicules	
  issues	
  des	
  endosomes	
  et	
   lysosomes	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  D’après	
  (Levin,	
  
Grinstein	
  et	
  al.	
  2015)	
  

 

En	
   résumé,	
   la	
   formation	
   des	
   phagosomes	
   en	
   aval	
   des	
   FcγRs	
   nécessite	
   à	
   la	
   fois	
   la	
  

polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  dans	
  les	
  pseudopodes	
  et	
  sa	
  dépolymérisation	
  à	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  

phagocytaire.	
   Tout	
   ceci	
   s’opère	
   grâce	
   à	
   de	
   nombreux	
   acteurs	
   moléculaires	
   régulés	
   dans	
  

l’espace	
  et	
  le	
  temps	
  de	
  façon	
  précise.	
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b. Facteurs	
  contrôlant	
  la	
  polymérisation	
  de	
  l’actine	
  suite	
  à	
  

l’activation	
  des	
  récepteurs	
  CR3.	
  

La	
  polymérisation	
  d’actine	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  au	
  complément	
  CR3	
  fait	
  intervenir	
  

deux	
  types	
  de	
  nucléateurs	
  sous	
  le	
  contôle	
  de	
  la	
  GTPase	
  RhoA.	
  	
  

Premièrement,	
   comme	
   dans	
   la	
   phagocytose	
   dépendante	
   des	
   FcγRs,	
   le	
   complexe	
  

Arp2/3	
  est	
  impliqué	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  initiée	
  par	
  le	
  CR3	
  (May,	
  Caron	
  et	
  al.	
  2000).	
  	
  

RhoA	
   active	
   son	
   effecteur	
   la	
   Rho-­‐kinase	
   (ROCK)	
   qui	
   a	
   pour	
   cible	
   	
   la	
   chaîne	
   légère	
   de	
   la	
  

myosine	
   II.	
   L’utilisation	
   de	
   drogues	
   inhibitrices	
   de	
   ROCK	
   (Y27632)	
   induit	
   une	
   altération	
  

l’enrichissement	
   du	
   complexe	
   Arp2/3	
   et	
   de	
   l’actine-­‐F	
   dans	
   les	
   coupes	
   phagocytaires	
   en	
  

formation	
  suite	
  à	
  l’activation	
  du	
  CR3.	
  Le	
  même	
  phénotype	
  est	
  observé	
  avec	
  des	
  inhibiteurs	
  

de	
   la	
  myosine	
   II	
   (ML7	
  et	
   2,	
  3-­‐butanedione	
  monoxime)	
   (Olazabal,	
   Caron	
  et	
   al.	
   2002).	
   Cette	
  

dernière,	
   impliquée	
   dans	
   la	
   contractilité	
   cellulaire,	
   se	
   compose	
   de	
   deux	
   chaînes	
   lourdes	
  

similaires	
  auxquelles	
   sont	
  associées	
  quatre	
  chaînes	
   légères.	
   	
   Les	
   têtes	
  globulaires	
  motrices	
  

présentes	
  sur	
   les	
  chaînes	
  lourdes	
  sont	
  capables	
  d’hydrolyser	
   l’ATP	
  et	
  de	
  se	
  lier	
  à	
   l’actine-­‐F.	
  	
  

Les	
   chaînes	
   légères	
   dites	
   régulatrices	
   sont	
   phosphorylées	
   par	
   ROCK,	
   ce	
   qui	
   favorise	
   par	
   la	
  

suite	
  la	
  contractilité	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  à	
  internaliser	
  (Figure	
  15).	
  

	
  

Figure	
  15	
  :	
  Voie	
  de	
  signalisation	
  aboutissant	
  au	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  en	
  aval	
  du	
  
CR3.	
  	
  L’engagement	
  du	
  CR3	
  induit	
  l’activation	
  de	
  la	
  GTPase	
  RhoA	
  qui	
  active	
  la	
  kinase	
  effectrice	
  ROCK	
  
et	
   la	
   formine	
   mDia1.	
   Cette	
   dernière	
   intéragit	
   avec	
   CLIP170	
   et	
   la	
   profiline	
   pour	
   stimuler	
   la	
  
polymérisation	
   d’actine-­‐F	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   	
   Les	
   activités	
   du	
   complexe	
   Arp2/3	
   et	
   de	
   la	
  
myosine	
  II	
  sont	
  dépendantes	
  de	
  la	
  kinase	
  ROCK.	
  Inspiré	
  de	
  (Freeman	
  and	
  Grinstein	
  2014)	
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Deuxièmement,	
  Rho	
  A	
  active	
  la	
  protéine	
  diaphanous	
  1	
  (Dia1	
  /	
  mDia1	
  son	
  homologue	
  

chez	
  la	
  souris),	
  un	
  	
  nucléateur	
  de	
  l’actine	
  ubiquitaire	
  qui	
  fait	
  partie	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  formines	
  

(Paul	
  and	
  Pollard	
  2009).	
  Cette	
  famille	
  se	
  caractérise	
  	
  par	
  la	
  présence	
  de	
  domaines	
  «	
  formin	
  

homology	
  	
  »	
  (FH)	
  très	
  conservés	
  capables	
  de	
  lier	
  l’actine.	
  mDia	
  1	
  comporte	
  divers	
  domaines	
  

dont	
   un	
   domaine	
   de	
   liaison	
   à	
   RhoA	
   (GBD)	
   et	
   deux	
   domaines	
   FH1/FH2.	
   	
   RhoA-­‐GTP	
   active	
  

mDia	
  1	
  par	
  interruption	
  des	
  interactions	
  intramoléculaires	
  du	
  nucléateur.	
  Alors,	
  mDia1	
  a	
  la	
  

capacité	
   de	
   former	
   de	
   nouveaux	
   filaments	
   fins	
   et	
   droits	
   d’actine-­‐F	
   grâce	
   à	
   son	
   domaine	
  

catalytique	
   FH2	
   de	
   nucléation	
   des	
   monomères	
   d’actine	
   (Watanabe,	
   Kato	
   et	
   al.	
   1999,	
  

Romero,	
   Le	
   Clainche	
   et	
   al.	
   2004).	
   Les	
   formines	
   sont	
   aussi	
   des	
   protéines	
   de	
   coiffe	
   dites	
  

permissives	
  car	
  malgré	
  leur	
  liaison	
  à	
  l’extrémité	
  barbée	
  du	
  filament,	
  	
  elles	
  n’empêchent	
  pas	
  

l’addition	
   de	
   monomères.	
   Elles	
   induisent	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   vitesse	
   d’association	
   des	
  

monomères	
   mais	
   protègent	
   les	
   extrémités(+)	
   des	
   protéines	
   de	
   coiffe	
   qui	
   inhiberaient	
   la	
  

polymérisation	
  d’actine	
  (Zigmond,	
  Evangelista	
  et	
  al.	
  2003).	
  La	
  formine	
  mDia1	
  est	
  recrutée	
  au	
  

niveau	
   des	
   pseudopodes	
   en	
   formation	
   de	
   façon	
   dépendante	
   de	
   la	
   protéine	
   CLIP-­‐170	
  

(«	
  Cytoplasmic	
   Linker	
   Protein	
   170	
  »)	
   associée	
   aux	
   	
   extrémités	
   positives	
   des	
   microtubules.	
  

Cette	
   protéine	
   fait	
   partie	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   +TIPs	
   («	
  +	
   Plus-­‐ends	
   Tracking	
   Proteins	
  »)	
   qui	
  

interagissent	
  avec	
  l’extrémité	
  positive	
  des	
  microtubules	
  et	
  régulent	
  leur	
  dynamique.	
  En	
  effet	
  

des	
  expériences	
  de	
  précipitation	
  à	
  la	
  GST	
  ont	
  montré	
  que	
  CLIP-­‐170	
  lie	
  directement	
  mDia1	
  via	
  

le	
  domaine	
  FH-­‐2	
  et	
  contrôle	
  son	
  recrutement	
  à	
   la	
  coupe	
  phagocytaire.	
  Des	
  expériences	
  de	
  

siRNA	
   dirigés	
   contre	
   mDia1	
   montrent	
   un	
   défaut	
   d’accumulation	
   d’actine-­‐F	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  et	
   une	
  diminution	
  de	
   l’efficacité	
  d’internalisation	
   (Colucci-­‐Guyon,	
  Niedergang	
  

et	
   al.	
   2005).	
   Cette	
   étude	
   met	
   en	
   évidence	
   une	
   régulation	
   croisée	
   entre	
   le	
   cytosquelette	
  

d’actine-­‐F	
   et	
   le	
   réseau	
   de	
  microtubules	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose	
   dépendante	
   du	
   CR3.	
  	
  

Récemment,	
  une	
  étude	
   in	
  vitro	
  révèle	
  un	
  effet	
  de	
  cette	
  coopération	
  entre	
  microtubules	
  et	
  

mDia1	
   sur	
   la	
   fonction	
   des	
   nucléateurs	
   d’actine.	
   En	
   utilisant	
   de	
   la	
   microscopie	
   à	
   ondes	
  

évanescentes,	
   les	
   auteurs	
   ont	
   montré	
   qu’une	
   autre	
   protéine	
   de	
   l’extrémité	
   positive	
   des	
  

microtubules,	
  EB1,	
  	
  recrute	
  CLIP170	
  qui	
  à	
  son	
  tour	
  recrute	
  mDia1.	
  La	
  présence	
  de	
  mDia1	
  et	
  

CLIP170	
  au	
  contact	
  d’actine	
  augmente	
   jusqu’à	
  18	
  fois	
   la	
  vitesse	
  de	
  polymérisation	
  d’actine	
  

comparée	
   à	
   une	
   situation	
   dans	
   laquelle	
   mDia1	
   seule	
   est	
   mise	
   au	
   contact	
   de	
   l’actine-­‐F.	
  

L’interaction	
  entre	
  CLIP170	
  et	
  mDia1	
  dépend	
  des	
  domaines	
  «	
  FEED-­‐like	
  »	
  et	
  FH2	
  de	
  CLIP170	
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et	
  mDia1	
   respectivement.	
  Parallèlement	
   le	
  domaine	
  FH1	
  de	
  mDia1	
   lie	
   la	
  profiline	
  associée	
  

aux	
  monomères	
  d’actine	
  ce	
  qui	
  accélère	
  davantage	
  le	
  processus	
  de	
  polymérisation	
  (Henty-­‐

Ridilla,	
  Rankova	
  et	
  al.	
  2016,	
  Rottner	
  2016)	
  (Figure	
  16).	
  

	
  

	
  

Figure	
  	
  16	
  :	
  Modèle	
  d’action	
  de	
  CLIP170	
  et	
  mDia1	
   	
  à	
   l’extrémité	
  barbée	
  des	
  filaments	
  d’actine	
  en	
  
polymérisation(Henty-­‐Ridilla,	
  Rankova	
  et	
  al.	
  2016).	
  L’interaction	
  entre	
  CLIP170	
  et	
  mDia1	
  augmente	
  
le	
  taux	
  d’allongement	
  et	
  la	
  durée	
  de	
  la	
  croissance	
  du	
  filament	
  d’actine	
  en	
  présence	
  de	
  la	
  profiline.	
  

 

4. Remodelage	
  membranaire	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  phagosomes.	
  

Pendant	
   longtemps,	
   il	
   a	
   été	
   supposé	
   que	
   les	
   phagosomes	
   se	
   formaient	
   simplement	
   à	
  

partir	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  se	
  fermant	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  à	
  internaliser	
  entrainant	
  

alors	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   surface	
   cellulaire.	
   Cependant,	
   des	
   évidences	
   d’un	
   apport	
  

membranaire	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  ont	
  été	
  dévoilées	
  par	
  des	
  mesures	
  de	
  capacitance,	
  

qui	
  augmente	
  considérablement	
  au	
  cours	
  de	
  l’internalisation	
  de	
  particules	
  opsonisées	
  avec	
  

des	
   IgG	
   ou	
   des	
   billes	
   de	
   latex	
   de	
   3	
   µm.	
   En	
   effet	
   la	
   capacitance	
   membranaire	
   est	
  

proportionnelle	
  à	
  la	
  surface	
  cellulaire.	
  Par	
  conséquent,	
  des	
  changements	
  dans	
  la	
  capacitance	
  

membranaire	
  fournissent	
  une	
  information	
  directe	
  et	
  quantitative	
  sur	
  l’insertion	
  ou	
  la	
  perte	
  

de	
  membrane.	
  L’augmentation	
  observée	
  au	
  cours	
  de	
  l’internalisation	
  est	
  significative	
  d’une	
  

augmentation	
   de	
   la	
   surface	
   membranaire	
   et	
   par	
   extension	
   d’un	
   apport	
   membranaire	
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(Holevinsky	
   and	
   Nelson	
   1998).	
   Bien	
   que	
   la	
   membrane	
   du	
   phagosome	
   provienne	
  

majoritairement	
   de	
   la	
  membrane	
  plasmique	
   (Lee,	
  Mason	
   et	
   al.	
   2007),	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   ces	
  

dernières	
  années	
  qu’une	
  libération	
  de	
  membranes	
  issues	
  des	
  compartiments	
  intracellulaires	
  

participe	
  également	
  à	
   la	
   constitution	
  du	
  phagosome.	
  Ce	
  phénomène	
  est	
  appelé	
  exocytose	
  

focalisée	
  par	
  le	
  groupe	
  de	
  Sergio	
  Grinstein	
  (Booth,	
  Trimble	
  et	
  al.	
  2001).	
  Ces	
  membranes	
  sont	
  

de	
  différentes	
  origines	
  et	
  leur	
  recrutement	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  est	
  finement	
  régulé.	
  

a. Origine	
  des	
  membranes	
  exocytées	
  

La	
  formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  dépend	
  de	
  l’apport	
  de	
  membranes	
  provenant	
  

des	
  compartiments	
  de	
  la	
  voie	
  d’endocytose.	
  Ces	
  compartiments	
  sont	
  souvent	
  définis	
  par	
  les	
  

marqueurs	
  moléculaires	
  présents	
  à	
  leur	
  surface	
  notamment	
  les	
  protéines	
  de	
  la	
  superfamille	
  

SNARE	
   («	
  soluble	
   N-­‐ethylmaleimide-­‐sensitive	
   factor	
   attachment	
   protein	
   receptor	
  »).	
   Ces	
  

protéines	
   sont	
   responsables	
   des	
   évènements	
   de	
   fusion	
   entre	
   deux	
   compartiments	
  

membranaires.	
   Deux	
   types	
   de	
   SNAREs	
   peuvent	
   être	
   distingués	
   :	
   les	
   v-­‐SNAREs	
   («	
  vesicle-­‐

SNARE	
  »)	
   présentes	
   sur	
   les	
   vésicules	
   de	
   transport	
   et	
   les	
   t-­‐SNAREs	
   («	
  target	
   -­‐SNAREs	
  »)	
  

présentes	
  sur	
  le	
  compartiment	
  cible.	
  On	
  distingue	
  trois	
  familles	
  de	
  SNAREs	
  :	
  Vamp	
  («	
  vesicle	
  

associated	
  membrane	
  protein	
  »),	
  SNAP25	
  («	
  25kDa	
  synaptosomal	
  associated	
  proteins	
  »)	
   	
  et	
  

syntaxine.	
   	
   Les	
   v-­‐SNAREs	
   et	
   les	
   t-­‐SNAREs	
   s’associent	
   pour	
   former	
   un	
   complexe	
   SNARE	
  qui	
  

favorise	
  l’apposition	
  des	
  membranes	
  des	
  deux	
  compartiments	
  et	
  catalyse	
  leur	
  fusion.	
  Par	
  la	
  

suite,	
   ce	
   complexe	
   se	
   dissocie	
   sous	
   l’action	
   d’une	
   protéine	
   ATPase	
   appelé	
   NSF	
   («	
  N-­‐

ethylmaleimide-­‐sensitive	
   fusion	
   protein	
  »)	
   et	
   son	
   co-­‐facteur	
   SNAP	
   («	
  soluble	
   N-­‐

ethylmaleimide-­‐sensitive	
   fusion	
   factor	
   attachment	
   protein	
  »)	
   (Sollner,	
   Whiteheart	
   et	
   al.	
  

1993,	
   Fasshauer,	
   Sutton	
   et	
   al.	
   1998,	
   Swanton,	
   Bishop	
   et	
   al.	
   2000).	
   Ainsi	
   les	
   SNAREs	
   sont	
  

recyclées	
  et	
  prêtes	
  pour	
  un	
  nouveau	
  cycle	
  (Figure	
  17).	
  

Plusieurs	
   études	
   ont	
   révélé	
   que	
   les	
   vésicules	
   de	
   recyclages	
   caractérisées	
   par	
   la	
  

protéine	
  VAMP3	
  («	
  vesicle	
  associated	
  membrane	
  protein	
  3	
  »)	
  sont	
  recrutées	
  et	
  exocytées	
  au	
  

niveau	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   (Bajno,	
   Peng	
   et	
   al.	
   2000).	
   La	
   toxine	
   botulique	
   et	
   la	
  

neurotoxine	
   tétanique	
   clivent	
   spécifiquement	
   les	
   protéines	
   SNAREs	
   VAMP2	
   et	
   VAMP3	
   et	
  

empêchent	
   l’entrée	
   des	
   particules	
   opsonisées	
   avec	
   des	
   IgG	
   ou	
   du	
   complément	
   (Hackam,	
  

Rotstein	
   et	
   al.	
   1998).	
   De	
   façon	
   surprenante,	
   l’internalisation	
   n’est	
   pas	
   affectée	
   dans	
   des	
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macrophages	
  primaires	
  murins	
  dépourvus	
  de	
  VAMP3	
  (Allen,	
  Yang	
  et	
  al.	
  2002).	
  Ceci	
  suggère	
  

que	
   d’autres	
   populations	
   vésiculaires	
   ayant	
   des	
   fonctions	
   redondantes	
   participent	
   à	
   la	
  

phagocytose	
  dans	
  les	
  macrophages	
  primaires.	
  

	
  

	
  

Figure	
   17	
  :	
   Mécanisme	
   de	
   fusion	
   des	
   SNAREs	
   et	
   	
   leur	
   localisation	
   subcellulaire.	
   Les	
   t-­‐SNARES	
  
(SNAP25	
  et	
  syntaxine)	
   	
   libres	
  vont	
  s’organisent	
  pour	
  former	
  un	
  complexe	
  accepteur	
  qui	
  va	
  interagir	
  
avec	
   les	
   v-­‐SNAREs	
   (Vamp).	
   Le	
   complexe	
   trans-­‐SNARE	
   ainsi	
   formé	
   passe	
   d’une	
   forme	
   relachée	
   à	
  
tendue	
  permettant	
  la	
  formation	
  d’un	
  pore	
  de	
  fusion.	
  Ce	
  complexe	
  SNARE	
  de	
  fusion	
  	
  se	
  compose	
  de	
  4	
  
domaines	
  en	
  hélice	
  (deux	
  hélices	
  SNAP25,	
  une	
  hélice	
  syntaxine,	
  une	
  hélice	
  Vamp).	
   (B)	
  A	
   l’équilibre,	
  
les	
   v-­‐SNAREs	
   et	
   t-­‐SNAREs	
   sont	
   spécifiquement	
   localisés	
   	
   à	
   la	
   surface	
   des	
   compartiments	
  
intracellulaires.	
   STX	
  :	
   syntaxine,	
   CCV	
  :	
   vésicules	
   couvertes	
   de	
   clathrine,	
   RER	
  :	
   réticulum	
  
endoplasmique	
   rugueux,	
   RES	
  :	
   réticulum	
   endoplasmique	
   lisse,	
   DCV	
  :	
   vésicule	
   à	
   corps	
   dense,	
   	
   IC	
  :	
  
compartiments	
  intracellulaires,	
  TGN	
  :	
  réseau	
  transgolgien,	
  V	
  :	
  vésicule.	
  	
  Modifié	
  à	
  partir	
  de	
  (Chen	
  and	
  
Scheller	
  2001,	
  Jahn	
  and	
  Scheller	
  2006)	
  

 

L’exocytose	
   de	
   vésicules	
   issues	
   des	
   endosomes	
   tardifs	
   caractérisés	
   par	
   la	
   protéine	
  

VAMP7/Ti-­‐VAMP	
  est	
  également	
  requise	
  pour	
  une	
   internalisation	
  efficace.	
  Virginie	
  Braun	
  et	
  

ses	
   collègues	
   ont	
   démontré	
   que	
   la	
   protéine	
   VAMP7	
   est	
   recrutée	
   à	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
  

suite	
  à	
  la	
  protéine	
  VAMP3.	
  Son	
  inhibition	
  par	
  ARN	
  interférence	
  ou	
  par	
  surexpression	
  de	
  son	
  

domaine	
  auto-­‐inhibiteur	
  induit	
  l’arrêt	
  de	
  la	
  phagocytose	
  dépendante	
  des	
  récepteurs	
  FcγRs	
  et	
  

CR3.(Braun,	
  Fraisier	
  et	
  al.	
  2004).	
  

Des	
   vésicules	
   provenant	
   d’endosomes	
   et	
   de	
   granules	
   spécialisés	
   sont	
   elles	
   aussi	
  

importantes	
   pour	
   	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes.	
   En	
   effet	
   le	
   complexe	
   AP-­‐1	
   («	
  adaptor	
  

protein-­‐1	
  »)	
   localisé	
   sur	
   des	
   vésicules	
   de	
   recyclage	
  partiellement	
   colocalisées	
   avec	
  VAMP3	
  

est	
   recruté	
   sous	
   la	
   coupe	
  phagocytaire.	
  AP-­‐1	
  est	
   initialement	
   connu	
  pour	
   son	
   rôle	
  dans	
   le	
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contrôle	
   du	
   bourgeonnement	
   des	
   vésicules	
   couvertes	
   de	
   clathrine	
   intracellulaire.	
   La	
  

clathrine,	
   quant	
   à	
   elle,	
   n’est	
   pas	
   recrutée	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose,	
   de	
   même	
   que	
  

l’adaptateur	
  AP-­‐2	
   (Tse,	
   Furuya	
  et	
   al.	
   2003,	
  Braun,	
  Deschamps	
  et	
   al.	
   2007).	
   	
   L’inhibition	
  de	
  

l’expression	
   du	
   complexe	
   AP-­‐1	
   bloque	
   la	
   phagocytose	
   FcγR	
   de	
   50%	
   ce	
   qui	
   en	
   fait	
   un	
  

régulateur	
  majeur	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  les	
  FcγR.	
  

L’implication	
  du	
   réticulum	
  endoplasmique	
  comme	
  source	
  de	
  membrane	
  exocytée	
  a	
  

provoqué	
   des	
   débats	
   houleux.	
   Une	
   étude	
   de	
   Michel	
   Desjardins	
   et	
   ses	
   collègues,	
   dans	
   la	
  

lignée	
  de	
  macrophages	
  murins	
  J774.4,	
  montre	
  la	
  fusion	
  directe	
  du	
  réticulum	
  endoplasmique	
  

(RE)	
   et	
   des	
   phagosomes	
   en	
   formation	
   avec	
   plusieurs	
   types	
   de	
   particules	
   (billes	
   de	
   latex,	
  

batéries,	
   parasites	
   ou	
   particules	
   opsonisées).	
   Une	
   approche	
   protéomique	
   à	
   partir	
   de	
  

phagosomes	
  purifiés	
  à	
  différents	
   temps	
  de	
  phagocytose	
  a	
  mis	
  en	
  évidence	
   la	
  présence	
  de	
  

deux	
  protéines	
  du	
  réticulum	
  endoplasmiques,	
  calréticuline	
  et	
  calnexine	
  (Gagnon,	
  Duclos	
  et	
  

al.	
   2002,	
   Desjardins	
   2003).	
   Cependant,	
   dans	
   une	
   autre	
   lignée	
   cellulaire	
   de	
   macrophages	
  

murins	
   RAW264.7,	
   aucun	
   recrutement	
   de	
   marqueurs	
   du	
   réticulum	
   endoplasmique	
   n’est	
  

observé	
  au	
  niveau	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  en	
  formation	
  autour	
  de	
  billes	
  de	
  latex	
  (Henry,	
  

Hoppe	
   et	
   al.	
   2004).	
   Une	
   étude	
   du	
   groupe	
   de	
   James	
   Rothman	
   a	
   montré	
   que	
   l’apport	
  

membranaire	
   du	
   réticulum	
   endosplasmique	
   est	
   important	
   pour	
   l’internalisation	
   de	
   larges	
  

particules	
  (3	
  µm)	
  et	
  non	
  pour	
  les	
  petites	
  (0,8	
  µm)	
  dans	
  les	
  macrophages	
  J744.4.	
  L’inhibition	
  

par	
  un	
  anticorps	
  bloquants	
   	
  d’une	
  SNARE	
  du	
  réticulum	
  endoplasmique	
  ERS24/Sec22	
   induit	
  

une	
  diminution	
  de	
  la	
  phagocytose	
  sans	
  l’abolir	
  totalement.	
  Ceci	
  suggère	
  que	
  les	
  membranes	
  

proviennent	
  certainement	
  du	
  réticulum	
  endoplasmique	
  lorsque	
  la	
  demande	
  en	
  membranes	
  

excède	
   la	
   capacité	
   des	
   autres	
   sources	
   (Becker,	
   Volchuk	
   et	
   al.	
   2005).	
   La	
   syntaxine	
   18	
  

caractéristique	
  du	
  RE	
  est	
  également	
  recrutée	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  du	
  phagosome.	
  Son	
  

inhibition	
   par	
   ARN	
   interférence	
   ou	
   sa	
   surexpression	
   dans	
   les	
   macrophages	
   J744.4	
   induit	
  

respectivement	
   une	
   diminution	
   ou	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’efficacité	
   de	
   phagocytose	
  	
  

(Hatsuzawa,	
  Tamura	
  et	
  al.	
  2006).	
  

Des	
  études	
  ont	
  également	
  mis	
  en	
  évidence	
  le	
  recrutement	
  de	
  membranes	
  issues	
  des	
  

endosomes	
  tardifs/lysosomes.	
  Ce	
  recrutement	
  est	
  dépendant	
  du	
  calcium,	
  du	
  canal	
  calcique	
  

ML-­‐1/TRPML	
   et	
   d’un	
   senseur	
   calcique	
   la	
   synaptotagmine	
   VII.	
   Cette	
   dernière	
   régule	
  

l’arrimage	
   des	
   vésicules	
   avec	
   les	
   protéines	
   SNAREs	
   TI-­‐VAMP	
   et	
   favorise	
   la	
   fusion	
   des	
  



	
   	
   	
   Introduction	
  

	
  

 53 

membranes.	
   La	
   déplétion	
   de	
   ML-­‐1	
   ou	
   de	
   la	
   synaptotagmine	
   VII	
   induit	
   une	
   inhibition	
   de	
  

l’efficacité	
  de	
  phagocytose	
  	
  (Czibener,	
  Sherer	
  et	
  al.	
  2006,	
  Samie,	
  Wang	
  et	
  al.	
  2013).	
  Du	
  fait	
  

des	
   éléments	
   délétères	
   contenus	
   dans	
   les	
   lysosomes,	
   il	
   serait	
   intéressant	
   d’étudier	
   le	
  

contenu	
  enzymatique	
  des	
  vésicules	
  ML-­‐1	
  ou	
  synaptotagmine	
  VII	
   	
  positives	
  délivrées	
  au	
  site	
  

de	
  la	
  phagocytose.	
  

En	
   résumé,	
   le	
   phagosome	
  en	
   formation	
   est	
   un	
   véritable	
   organite	
   «	
  mosaïque	
  »	
   qui	
  

fait	
  appel	
  aux	
  compartiments	
  intracellulaires	
  pour	
  sa	
  composition.	
  Cependant	
  ces	
  vésicules	
  

permettent	
   également	
   l’apport	
   de	
   molécules	
   de	
   signalisation	
   régulant	
   le	
   processus	
   ou	
  

participant	
   à	
   la	
   réponse	
   inflammatoire	
   (Marion,	
   Mazzolini	
   et	
   al.	
   2012).	
   Cette	
   exocytose	
  

focalisée	
  est	
  visualisée	
  à	
   la	
  base	
  de	
   la	
  coupe	
  phagocytaire	
  où	
   le	
   réseau	
  d’actine	
  est	
  moins	
  

dense	
  et	
  se	
  dépolymérise.	
  	
  

b. Régulateurs	
  du	
  trafic	
  vésiculaire	
  au	
  cours	
  de	
  l’exocytose	
  focalisée.	
  

Le	
   trafic	
   vésiculaire	
   est	
   régulé	
   par	
   des	
   petites	
   protéines	
   G	
  des	
   familles	
   Rab	
   et	
   ARF	
  

(«	
  ADP-­‐ribosylation	
   factor	
  »)	
  qui	
   font	
  partie	
  de	
   la	
   superfamille	
  des	
  Ras.	
   Les	
  protéines	
  Rabs	
  

permettent	
   l’amarrage	
   spécifique	
   des	
   vésicules	
   sur	
   leur	
   compartiment	
   cible	
   où	
   elles	
  

interagissent	
   avec	
   les	
   SNAREs.	
   Les	
   protéines	
   ARF	
   modulent	
   la	
   composition	
   lipidique	
   des	
  

membranes,	
   régulent	
   leur	
   trafic	
   et	
   interagissent	
   avec	
   d’autres	
   protéines	
   G	
   (Chavrier	
   and	
  

Goud	
  1999,	
  Donaldson	
  and	
  Jackson	
  2011).	
  	
  	
  

Dans	
   les	
   macrophages	
   murins,	
   la	
   protéine	
   Rab11	
   se	
   trouve	
   sur	
   les	
   endosomes	
   de	
  

recyclage	
   et	
   colocalise	
   avec	
   le	
   récepteur	
   de	
   la	
   transferrine.	
   Son	
   recrutement	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  a	
   été	
  observé	
  par	
  microscopie	
  électronique.	
   L’expression	
  de	
   sa	
   forme	
  mutée	
  

(Rab1125N)	
  induit	
  une	
  inhibition	
  de	
  50%	
  de	
  l’efficacité	
  de	
  phagocytose	
  et	
  du	
  recyclage	
  de	
  la	
  

transferrine	
   (Cox,	
   Lee	
   et	
   al.	
   2000).	
   Rab11	
   permet	
   donc	
   la	
   mobilisation	
   des	
   vésicules	
   de	
  

recyclage	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  

La	
  GTPase	
  ARF6	
  est	
  activée	
  de	
  façon	
  transitoire	
  une	
  fois	
  le	
  processus	
  de	
  phagocytose	
  

déclenché.	
  Elle	
  présente	
  un	
  pic	
  d’activation	
  maximal	
  au	
  bout	
  de	
  10	
  min	
  de	
  phagocytose,	
  ce	
  

qui	
  suggère	
  son	
  implication	
  durant	
  l’étape	
  d’internalisation.	
  L’expression	
  du	
  mutant	
  ARF6T27N	
  	
  

dominant	
   négatif	
   inhibe	
   la	
   phagocytose	
   de	
   80%.	
   Cette	
   expression	
   induit	
   également	
   une	
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inhibition	
  du	
  recrutement	
  de	
  VAMP3	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  mais	
  non	
  de	
  la	
  polymérisation	
  

d’actine	
   (Niedergang,	
   Colucci-­‐Guyon	
   et	
   al.	
   2003).	
   	
   Sa	
   cinétique	
   d’activation	
   est	
   similaire	
   à	
  

celle	
  observée	
  pour	
  Cdc42	
  et	
  apparaît	
  après	
  l’activation	
  de	
  Rac.	
  

Comme	
   décrit	
   précédemment,	
   le	
   complexe	
   AP-­‐1	
   est	
   recruté	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose.	
   Son	
   association	
   à	
   la	
   membrane	
   est	
   régulée	
   par	
   la	
   protéine	
   ARF1.	
   Cette	
  

dernière	
   est	
   aussi	
   activée	
   transitoirement	
   au	
   cours	
   de	
   l’internalisation	
   de	
   particules	
  

opsonisés	
  avec	
  des	
  IgG	
  (Braun,	
  Deschamps	
  et	
  al.	
  2007).	
  Une	
  étude	
  du	
  groupe	
  de	
  J.Swanson	
  a	
  

rapporté	
   que	
   l’activation	
   de	
   ARF1	
   et	
   ARF6	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   était	
   insensible	
   à	
   la	
  

bréfeldine	
  A	
  (BFA),	
  drogue	
  connue	
  pour	
  inhiber	
  ARF-­‐1	
  à	
  la	
  membrane	
  de	
  l’appareil	
  de	
  Golgi,	
  

ce	
  qui	
  indique	
  que	
  ARF1	
  et	
  AP1	
  proviennent	
  d’autres	
  compartiments	
  (Beemiller,	
  Hoppe	
  et	
  al.	
  

2006).	
  L’inhibition	
  de	
  ARF1	
  conduit	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  recrutement	
  du	
  complexe	
  AP-­‐1	
  au	
  site	
  de	
  

la	
  phagocytose	
  FcγRs.	
  	
  	
  

Au	
   delà	
   de	
   réguler	
   le	
  métabolisme	
   des	
   phosphoinositides	
   nécessaire	
   aux	
   cycles	
   de	
  

polymérisation-­‐dépolymérisation	
   de	
   l’actine	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose,	
   la	
   PI3K	
   semble	
  

réguler	
  également	
   l’apport	
  de	
  membranes.	
  L’inhibition	
  de	
  son	
  activité	
  par	
   la	
  wortmaninne	
  

entraine	
   une	
   diminution	
   du	
   recrutement	
   de	
   la	
   protéines	
   VAMP3,	
   un	
   marqueur	
   des	
  

endosomes	
   de	
   recyclages	
   (Niedergang,	
   Colucci-­‐Guyon	
   et	
   al.	
   2003).	
   Cependant	
   une	
   étude	
  

menée	
  par	
  Di	
  et	
  al	
  révèle	
  qu’en	
  présence	
  de	
  wortmannine,	
  l’augmentation	
  de	
  la	
  capacitance	
  

des	
  cellules	
  habituellement	
  observée	
  lors	
  de	
  la	
  phagocytose,	
  n’est	
  pas	
  inhibée.	
  	
  Ces	
  résultats	
  

contradictoires	
   peuvent	
   s’expliquer	
   par	
   le	
   fait	
   que	
   les	
   vésicules	
   de	
   recyclages	
   VAMP3	
  

positives	
  ne	
  sont	
  pas	
  l’unique	
  source	
  de	
  membrane	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  	
  

5. Contractilité	
  et	
  fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  

• Les	
  myosines	
  :	
  activité	
  contractile	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  	
  

Au	
   cours	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires,	
   des	
   forces	
   s’appliquent	
   afin	
   de	
  

permettre	
   l’extension	
   membranaire	
   mais	
   aussi	
   la	
   compression	
   d’une	
   particule	
   de	
   grande	
  

taille	
   dans	
   un	
   compartiment	
   clos.	
   La	
   superfamille	
   des	
   myosines	
   génère	
   des	
   forces	
  

contractiles	
  utiles	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  phagosomes.	
  Ces	
  moteurs	
  moléculaires	
  sont	
  au	
  nombre	
  

de	
  40	
  chez	
  la	
  souris	
  et	
  l’homme.	
  Les	
  myosines	
  se	
  composent	
  de	
  deux	
  chaînes	
  lourdes	
  et	
  d’un	
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nombre	
  variable	
  de	
  chaînes	
  légères.	
  La	
  myosine	
  II	
  fut	
  la	
  première	
  à	
  être	
  décrite	
  notamment	
  

dans	
   la	
   contraction	
  musculaire.	
   Elle	
   est	
   constituée	
  de	
  deux	
   chaînes	
   lourdes	
  qui	
   possèdent	
  

une	
   tête	
   globulaire	
   motrice	
   capable	
   d’hydrolyser	
   l’ATP	
   et	
   de	
   lier	
   l’actine,	
   et	
   de	
   quatre	
  

chaînes	
   légères.	
  Les	
  hélices	
  α	
  des	
  deux	
  chaînes	
   lourdes	
  s’enroulent	
  pour	
  former	
  une	
  super	
  

hélice	
  capable	
  de	
  se	
  lier	
  aux	
  hélices	
  α	
  d’autres	
  myosines.	
  Ainsi	
  des	
  filaments	
  épais	
  peuvent	
  

être	
  formés.	
  Plusieurs	
  myosines	
  non	
  conventionnelles	
  existent.	
  Parmi	
  elles,	
  la	
  myosine	
  I	
  qui	
  

possède	
   une	
   unique	
   chaîne	
   lourde	
   avec	
   un	
   domaine	
   de	
   liaison	
   à	
   l’actine	
   sur	
   sa	
   région	
   en	
  

hélice.	
  Elle	
  fonctionne	
  en	
  tant	
  que	
  monomère	
  et	
  ne	
  forme	
  pas	
  de	
  filaments.	
  Elle	
  est	
  connue	
  

pour	
   réguler	
   le	
   transport	
   intracellulaire	
   et	
   le	
   cytosquelette.	
   La	
  myosine	
   X,	
   également	
   non	
  

conventionnelle,	
  possède	
  trois	
  domaines	
  PH	
  dont	
  le	
  second	
  est	
  capable	
  de	
  lier	
  le	
  PI(3,4,5)P3.	
  

De	
  nombreuses	
  myosines	
   sont	
   recrutées	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
  dépendante	
  du	
  

FcγR	
  particulièrement	
  les	
  myosines	
  I,	
  II,	
  IX	
  et	
  X	
  (Figure	
  18-­‐19).	
  

L’inhibition	
  de	
  la	
  myosine	
  II	
  par	
  une	
  drogue	
  inhibitrice	
  de	
  la	
  kinase	
  de	
  la	
  chaîne	
  légère	
  

de	
  la	
  myosine	
  (MLCK)	
  ML-­‐7	
  perturbe	
  la	
  fermeture	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  sans	
  altérer	
  la	
  

polymérisation	
  d’actine	
  dans	
   les	
  macrophage	
  mis	
  au	
  contact	
  de	
  particules	
  opsonisées	
  avec	
  

des	
   IgG.	
   Les	
   coupes	
   observées	
   par	
   microscopie	
   électronique	
   à	
   balayage	
   suite	
   à	
   cette	
  

inhibition	
  présentent	
  une	
  conformation	
  très	
  ouverte	
  et	
  large	
  comparé	
  à	
  la	
  condition	
  témoin	
  

ou	
   aux	
   coupes	
   phagocytaires	
   en	
   formation	
   inhibée	
   par	
   l’inactivation	
   de	
   la	
   PI3K	
   par	
   la	
  

wortmannine.	
  	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  donc	
  que	
  la	
  myosine	
  II	
  est	
  requise	
  pour	
  son	
  activité	
  

contractile	
   au	
   cours	
   de	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes.	
   La	
   myosine	
   II	
   est	
   également	
  

importante	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  phagocytose	
   induite	
  par	
   le	
  CR3	
   (Diakonova,	
  Bokoch	
  et	
  al.	
  2002,	
  

Olazabal,	
  Caron	
  et	
  al.	
  2002,	
  Araki,	
  Hatae	
  et	
  al.	
  2003).	
  La	
  myosine	
  IX	
  est	
  recrutée	
  en	
  même	
  

temps	
   que	
   la	
   myosine	
   II	
   et	
   pourrait	
   aussi	
   être	
   impliquée	
   dans	
   l’activité	
   contractile	
   de	
   la	
  

coupe	
  phagocytaire.	
  Cependant	
  son	
  rôle	
  fonctionnel	
  reste	
  à	
  élucider.	
  

Le	
  recrutement	
  de	
  la	
  myosine	
  X	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  est	
  dépendant	
  de	
  la	
  	
  PI3K.	
  

Sa	
  surexpression	
  sous	
  forme	
  tronquée	
  conduit	
  à	
  un	
  défaut	
  d’internalisation	
  de	
  billes	
  de	
  latex	
  	
  

de	
  6	
  µm.	
   	
  Dans	
  un	
  modèle	
  de	
  phagocytose	
   frustrée	
  où	
   les	
   cellules	
   sont	
  déposées	
   sur	
  une	
  

surface	
   couverte	
   d’IgG,	
   l’inhibition	
   fonctionnelle	
   de	
   la	
   myosine	
   X	
   limite	
   l’extension	
   des	
  

pseudopodes	
  mais	
   non	
   l’adhésion	
   des	
   cellules.	
   Par	
   conséquent,	
   la	
  myosine	
   X	
   semble	
   être	
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impliqué	
   dans	
   l’extension	
   maximale	
   des	
   pseudopodes	
   aboutissant	
   à	
   la	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes	
  (Cox,	
  Berg	
  et	
  al.	
  2002).	
  

	
  

Figure	
  18	
  :	
  Représentation	
  des	
  domaines	
  des	
  myosines	
  impliquées	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  (A)	
  
Structure	
   des	
   domaines	
   consituant	
   les	
   chaînes	
   lourdes.	
   «	
  Motor	
  »	
  :	
   tête	
   globulaire	
   catalyse	
   l’ATP	
  ;	
  
«	
  CC	
  »	
  (coiled-­‐coil)	
  :	
  domaine	
  d’interaction	
  des	
  hélices	
  α	
  ;	
  «	
  GTD	
  »	
  (Globulaire	
  tail	
  domain)	
  :	
  domaine	
  
impliqué	
   dans	
   le	
   transport	
   de	
   cargo	
  ;	
   «	
  rhoGAP	
  »	
  :	
   domaine	
   catalytique	
   d’hydrolyse	
   du	
   GTP	
  ;	
  
«	
  RA	
  »	
  (Ras	
   associating	
   domain)	
  ;	
   «	
  PH	
  »	
  (Pleckstrin	
   homology)	
  :	
   domaine	
   d’interaction	
   avec	
   les	
  
phospholipides	
  ;	
   «	
  FERM	
  »	
   (4.1,	
   ezrine,	
   radixine,	
   moesine)	
  :	
   domaine	
   d’interaction	
   avec	
   les	
  
phospholipides	
  ;	
  «	
  MyTH4	
  »	
   (myosin	
   talin	
  homology)	
  :	
  domaine	
  d’interaction	
  avec	
  des	
  protéines	
  de	
  
transport.	
   (B)	
   Représentation	
   schématique	
   de	
   la	
   structure	
   des	
   myosines.	
   Adapté	
   de	
   (Maravillas-­‐
Montero	
  and	
  Santos-­‐Argumedo	
  2012)	
  

 

La	
  myosine	
   I,	
   quant	
   à	
   elle,	
   semble	
   plus	
   impliquée	
  durant	
   l’étape	
  de	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes.	
  La	
  myosine	
   IC	
  se	
  concentre	
  à	
   l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  au	
  moment	
  de	
   la	
  

fermeture	
   des	
   phagosomes	
   dans	
   les	
   macrophages	
   murins	
   internalisant	
   des	
   particules	
  

couvertes	
  d’IgG.	
  	
  Elle	
  apparaît	
  peu	
  de	
  temps	
  après	
  la	
  myosine	
  II	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  Sa	
  

fonction	
  est	
  dépendante	
  de	
  l’activité	
  de	
  la	
  PI3K	
  contrairement	
  à	
  la	
  myosine	
  II	
  (Araki,	
  Hatae	
  

et	
  al.	
  2003).	
  	
  La	
  myosine	
  IG	
  est	
  également	
  recrutée	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  

FcγR	
  en	
  aval	
  de	
  la	
  PI3K.	
  Elle	
  permet	
  le	
  lien	
  entre	
  les	
  phospholipides	
  et	
  le	
  réseau	
  d’actine-­‐F	
  à	
  

la	
  coupe	
  phagocytaire	
  (Dart,	
  Tollis	
  et	
  al.	
  2012).	
  

	
  

• Fermeture	
  des	
  phagosomes	
  

La	
   fermeture	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   se	
   caractérise	
   par	
   la	
   fusion	
   des	
   pseudopodes	
  

suivie	
   de	
   la	
   scission	
   du	
   phagosome	
   libéré	
   dans	
   le	
  milieu	
   intracellulaire.	
   Au	
   début	
   de	
  mon	
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projet	
   de	
   thèse,	
   la	
   fermeture	
   des	
   phagosomes	
   était	
   une	
   étape	
   peu	
   renseignée	
   car	
  

l’observation	
  d’une	
  coupe	
  phagocytaire	
  bloquée	
  juste	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  fermeture	
  était	
  très	
  

difficile.	
   Une	
   étude	
   du	
   groupe	
   de	
   Martin	
   Howard	
   sur	
   la	
   mécanistique	
   de	
   croissance	
   des	
  

coupes	
  phagocytaires	
  montre	
  qu’il	
  existe	
  un	
  point	
  critique	
  d’extension	
  de	
  la	
  membrane	
  qui	
  

va	
  aboutir	
   à	
   la	
   fermeture	
  du	
  phagosome	
   (van	
  Zon,	
   Tzircotis	
   et	
   al.	
   2009).	
  Ce	
  point	
   critique	
  

dépend	
   du	
   rayon	
   de	
   la	
   particule	
   et	
   de	
   la	
   taille	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire.	
   Si	
   une	
   cellule	
  

dépasse	
   ce	
  point	
   critique	
  d’extension	
   correspondant	
  généralement	
  à	
   la	
   région	
  équatoriale	
  

de	
  la	
  particule,	
  elle	
  aboutira	
  à	
  la	
  fermeture	
  totale	
  du	
  phagosome.	
  En	
  revanche	
  en	
  dessous	
  de	
  

ce	
   point	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
   est	
   abortive.	
   Cela	
   révèle	
   la	
   difficulté	
   de	
   bloquer	
   la	
   coupe	
  

phagocytaire	
  au	
  moment	
  de	
   la	
   fermeture	
  pour	
  observer	
   les	
  protéines	
   impliquées.	
  En	
  effet	
  

l’inhibition	
  de	
   l’extension	
  des	
  coupes	
  phagocytaires,	
  par	
  des	
  drogues	
  ciblant	
   les	
  principaux	
  

acteurs	
  (PI3K,	
  myosine	
   II,	
  VAMP3/7,	
  AP1)	
  du	
  processus	
  sont	
  souvent	
  visibles	
  sous	
   la	
   forme	
  

de	
  pseudopodes	
  ne	
  dépassant	
  pas	
  la	
  région	
  équatoriale	
  de	
  la	
  particule	
  (Swanson,	
  Johnson	
  et	
  

al.	
   1999,	
   Diakonova,	
   Bokoch	
   et	
   al.	
   2002,	
   Niedergang,	
   Colucci-­‐Guyon	
   et	
   al.	
   2003,	
   Braun,	
  

Deschamps	
   et	
   al.	
   2007).	
   De	
   plus,	
   la	
   préparation	
   des	
   échantillons	
   pour	
   la	
   visualisation	
   des	
  

coupes	
   phagocytaires	
   par	
  microscopie	
   photonique	
   ou	
   électronique	
   nécessite	
   souvent	
   des	
  

fixateurs	
  qui	
  pourraient	
  stopper	
  l’activité	
  contractile	
  requise	
  pour	
  la	
  fermeture	
  et	
  entrainer	
  

la	
  rétractation	
  des	
  coupes	
  pseudopodes	
  sur	
  le	
  point	
  de	
  fusionner.	
  Swanson	
  et	
  al	
  ont	
  étudié	
  

la	
  contractilité	
  associée	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  Ils	
  ont	
  mis	
  au	
  point	
  un	
  

système	
  dans	
  lequel	
  ils	
  observent,	
  par	
  vidéomicroscopie,	
  deux	
  macrophages	
  en	
  compétition	
  

pour	
   internaliser	
   un	
   globule	
   rouge	
   (GR)	
   déformable	
  opsonisé	
   avec	
  des	
   IgGs.	
   Ils	
   visualisent	
  

l’accumulation	
   de	
   l’actine-­‐F	
   à	
   l’extrémité	
   des	
   pseudopodes	
   mais	
   aussi	
   dans	
   la	
   région	
   de	
  

constriction	
  du	
  GR.	
  Cette	
  contractilité	
  disparaît	
  lors	
  du	
  traitement	
  des	
  macrophages	
  avec	
  la	
  

wortmannine,	
  drogue	
  inhibitrice	
  de	
  la	
  PI3K.	
  	
  La	
  contractilité	
  au	
  site	
  de	
  fermeture	
  semble	
  être	
  

due	
  à	
  l’actine	
  et	
  la	
  myosine	
  IC	
  concentrées	
  à	
  cet	
  endroit	
  (Swanson,	
  Johnson	
  et	
  al.	
  1999).	
  De	
  

plus	
  même	
   une	
   étude	
   chez	
  Dictyostelium	
   rapporte	
   que	
   les	
   protéines	
  myosine	
   I,	
   actine-­‐F,	
  

Arp2/3	
   et	
  myosine	
   II	
   s’organisent	
   de	
  manière	
   circulaire	
   et	
   concentrique	
   au	
  niveau	
  du	
   cou	
  

d’étranglement	
   permettant	
   la	
   fermeture	
   du	
   phagosome	
   et	
   l’internalisation	
   complète	
   de	
  

levures	
  (Dieckmann,	
  von	
  Heyden	
  et	
  al.	
  2010).	
  Toutes	
  ces	
  études	
  révèlent	
  le	
  rôle	
  primordial	
  

du	
   réseau	
   d’actine-­‐myosine	
   au	
   moment	
   de	
   la	
   fermeture	
   des	
   phagosomes.	
   Il	
   permet	
   la	
  



	
   	
   	
   Introduction	
  

	
  

 58 

proximité	
   des	
   membranes	
   et	
   leur	
   fusion.	
   Cependant	
   la	
   libération	
   du	
   phagosome	
   dans	
   le	
  

milieu	
   intracellulaire	
   nécessite	
   la	
   scission	
   du	
   cou	
   du	
   phagosome.	
   Les	
   acteurs	
  moléculaires	
  

impliqués	
  au	
  cours	
  de	
  cette	
  étape	
  n’étaient	
  pas	
  bien	
  connus	
  jusqu’au	
  travail	
  que	
  j’ai	
  effectué	
  

au	
  cours	
  de	
  mon	
  doctorat.	
  Celui-­‐ci	
  est	
  axé	
  sur	
   la	
  dynamine,	
  une	
  GTPase	
  bien	
  connue	
  pour	
  

son	
   activité	
   de	
   scission	
   des	
   vésicules	
   d’endocytose.	
   Ses	
   fonctions	
   et	
   plus	
   particulièrement	
  

son	
  rôle	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  seront	
  détaillés	
  dans	
  le	
  chapitre	
  2.	
  

	
  

	
  

Figure	
  19	
  :	
  Myosines	
  et	
  Actine-­‐F	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  et	
  fermeture	
  des	
  coupes	
  phagocytaires.	
  
La	
   contractilité	
   nécessaire	
   à	
   l’internalisation	
   de	
   larges	
   particules	
   est	
   générée	
   sous	
   l’action	
   de	
  
différentes	
   myosines	
   notamment	
   II,	
   IX,	
   X,	
   IG	
   au	
   cours	
   de	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes	
   et	
   IC	
   au	
  
moment	
  de	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  Ces	
  myosines	
  sont	
  dépendantes	
  de	
  l’activité	
  de	
  la	
  PI3K.	
  Le	
  
mécanisme	
  de	
  scission	
  des	
  phagosomes	
  était	
  méconnu.	
  Ce	
  schéma	
  reprend	
  les	
  résultats	
  publiés	
  dans	
  
(Swanson,	
  Johnson	
  et	
  al.	
  1999,	
  Cox,	
  Berg	
  et	
  al.	
  2002,	
  Diakonova,	
  Bokoch	
  et	
  al.	
  2002,	
  Olazabal,	
  Caron	
  
et	
  al.	
  2002,	
  Dart,	
  Tollis	
  et	
  al.	
  2012)	
  

 

6. Maturation	
  des	
  phagosomes	
  

L’internalisation	
   d’une	
   particule	
   de	
   grande	
   taille	
   conduit	
   à	
   la	
   formation	
   d’un	
  

compartiment	
   clos	
   appelé	
   phagosome.	
   Ce	
   compartiment	
   mature	
   dans	
   le	
   milieu	
  

intracellulaire	
   grâce	
   à	
   sa	
   migration,	
   en	
   mouvement	
   centripète,	
   le	
   long	
   des	
   microtubules.	
  



	
   	
   	
   Introduction	
  

	
  

 59 

Parallèlement,	
   des	
   évènements	
   de	
   fusion	
   et	
   de	
   fission	
   le	
   long	
   de	
   la	
   voie	
   d’endocytose	
   se	
  

produisent.	
  Cette	
  maturation	
  aboutit	
  à	
   la	
   formation	
  d’un	
  compartiment	
  dégradatif	
   	
  appelé	
  

phagolysosome,	
   qui	
   se	
   caractérise	
   par	
   un	
   faible	
   pH,	
   la	
   présence	
   d’hydrolases	
   et	
   des	
   ions	
  

superoxydes.	
  La	
  particule	
  ingérée	
  est	
  alors	
  dégradée	
  sous	
  l’effet	
  de	
  ces	
  molécules	
  et	
  de	
  son	
  

environnement	
   acide.	
   La	
   maturation	
   se	
   définit	
   par	
   plusieurs	
   stade	
  :	
   phagosome	
   préoce,	
  

phagosome	
  tardif,	
  phagolysosome	
  (Figure	
  20)	
  (Niedergang	
  2016)	
  .	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  20	
  :	
  La	
  maturation	
  des	
  phagosomes.	
  Adapté	
  de	
  (Niedergang	
  2016)	
  

 

a. Le	
  phagosome	
  précoce	
  

Suite	
  à	
  son	
  internalisation,	
  la	
  métamorphose	
  du	
  phagosome	
  commence	
  immédiatement.	
  

Le	
  phagosome	
  précoce	
  est	
   similaire	
  à	
   l’endosome	
  précoce.	
   Il	
  possède	
  un	
  pH	
  de	
  6,1-­‐6,5	
  et	
  

présente	
   les	
  marqueurs	
   	
   classiques	
   des	
   endosomes	
   précoces,	
   Rab5	
   et	
   son	
   effecteur	
   EEA1	
  

(«	
  early	
   endosome	
   antigen	
   1	
  »).	
   Rab5	
   coordonne	
   le	
   trafic	
   endocytique	
   et	
   la	
   biogenèse	
   du	
  

phagosome	
  précoce.	
  Le	
  mécanisme	
  de	
  son	
  recrutement	
  à	
  la	
  membrane	
  phagosomale	
  reste	
  

évasif	
   mais	
   sa	
   présence	
   est	
   absolument	
   requise	
   pour	
   la	
   poursuite	
   de	
   la	
   maturation.	
   Les	
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travaux	
   de	
   Vieira	
   et	
   al	
  montre	
   que	
   l’utilisation	
   d’un	
   mutant	
   dominant	
   négatif	
   de	
   Rab5	
  

entraine	
  un	
  défaut	
  d’acquisition	
  de	
  son	
  effecteur	
  EEA1	
  et	
  d’un	
  marqueur	
  caractéristique	
  du	
  

phagolysosome	
   LAMP1	
   («	
  lysosome-­‐associated	
  membrane	
   protein-­‐1	
  »)	
   (Vieira,	
   Bucci	
   et	
   al.	
  

2003).	
  Rab-­‐5	
  exerce	
  ses	
  effets	
  en	
  recrutant	
  	
  EEA1,	
  le	
  complexe	
  p150-­‐Vps34,	
  et	
  les	
  SNAREs.	
  	
  

La	
  Sérine/thréonine	
  kinase	
  p150	
  permet	
  le	
  recrutement	
  d’une	
  PI3K	
  de	
  classe	
  III,	
  Vps34,	
  

sur	
  les	
  endosomes	
  précoces	
  Rab5	
  positifs.	
  Cette	
  dernière	
  permet	
  la	
  génération	
  de	
  PI3P	
  qui	
  

sera	
   alors	
   reconnu	
   par	
   des	
   protéines	
   possédant	
   un	
   domaine	
   FYVE	
   ou	
   PX.	
   L’inhibition	
   de	
  

l’activité	
  kinase	
  de	
  Vps34	
  bloque	
  la	
  maturation	
  des	
  phagosomes	
  (Araki,	
  Johnson	
  et	
  al.	
  1996,	
  

Vieira,	
  Botelho	
  et	
  al.	
  2001).	
  L’accumulation	
  de	
  PI3P	
  à	
  la	
  membrane	
  phagosomale	
  permet	
  le	
  

recrutement	
  	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  p40	
  de	
  la	
  NADPH	
  oxidase,	
  de	
  la	
  protéine	
  EEA1,	
  	
  et	
  du	
  facteur	
  

Hrs	
   («	
  hepatocyte	
   growth	
   factor-­‐regulated	
   tyrosine	
   kinase	
   substrate	
  »).	
   La	
   protéine	
   EEA1	
  

favorise	
   l’ancrage	
   et	
   la	
   fusion	
   des	
   endosomes	
   précoces.	
   Elle	
   interagit	
   directement	
   avec	
   la	
  

SNARE	
  syntaxine	
  13	
  à	
  la	
  membrane	
  du	
  phagosome,	
  ce	
  qui	
  stimule	
  les	
  évènements	
  de	
  fusion	
  

entre	
  les	
  compartiments.	
  

b. Le	
  phagosome	
  tardif	
  

Le	
   passage	
   d’un	
   phagosome	
   précoce	
   à	
   un	
   phagosome	
   tardif	
   se	
   caractérise	
   par	
  

l’acquisition	
  du	
  marqueur	
  des	
  endosomes	
  tardifs	
  Rab7	
  et	
   la	
  perte	
  de	
  Rab5.	
   	
  Le	
  phagosome	
  

tardif	
  devient	
  plus	
  acide	
  (pH	
  5,5-­‐6,0)	
  grâce	
  à	
   l’acquisition	
  de	
   la	
  pompe	
  à	
  protons	
  V-­‐ATPase	
  

(«	
  vacuolar	
   ATPase	
  »)	
   qui	
   favorise	
   l’accumulation	
   des	
   protons	
   H+	
   dans	
   le	
   phagosome	
   au	
  

détriment	
  de	
  l’ATP.	
  	
  

La	
  transition	
  de	
  Rab5	
  à	
  Rab7	
  est	
  contrôlée	
  par	
   la	
  protéine	
  Mon1	
  effectrice	
  de	
  Rab5.	
  Mon1	
  

sur	
  le	
  phagosome	
  précoce	
  induit	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  protéine	
  de	
  liaison	
  à	
  Rab7,	
  CcZ.	
  Ainsi	
  

Ccz	
  capture	
  Rab7-­‐GDP	
  inactive	
  (Kinchen	
  and	
  Ravichandran	
  2010,	
  Nordmann,	
  Cabrera	
  et	
  al.	
  

2010,	
  Poteryaev,	
  Datta	
  et	
  al.	
  2010).	
  Ce	
  complexe	
  Mon1/Ccz	
  a	
  la	
  capacité	
  de	
  déplacer	
  la	
  GEF	
  

de	
  Rab5,	
  Rabex-­‐5	
  et	
   interagit	
  directement	
  avec	
   le	
  complexe	
  HOPS	
  («	
  Homotipic	
   fusion	
  and	
  

protein	
  sorting	
  »).	
  

Lors	
  d’expériences	
  chez	
  la	
  levure,	
  	
  le	
  complexe	
  protéique	
  appelé	
  HOPS	
  	
  a	
  été	
  identifié	
  

comme	
   régulateur	
   de	
   l’activation	
   de	
   Rab7	
   et	
   participe	
   également	
   à	
   la	
   conversion	
   Rab5-­‐



	
   	
   	
   Introduction	
  

	
  

 61 

Rab7(Rink,	
  Ghigo	
  et	
  al.	
  2005).	
  Le	
  complexe	
  HOPS	
  est	
  constitué	
  d’un	
  core	
  protéique,	
  incluant	
  

Vps21,	
   VpS16,	
   Vps18	
   et	
   Vps33,	
   attaché	
   à	
   la	
   vacuole	
   et	
   s’associe	
   avec	
   des	
   protéines	
  

accessoires	
  possédant	
  une	
  activité	
  GEF	
  pour	
  Rab7,	
  Vps	
  41	
  et	
  Vps39.	
  	
  

Tout	
   comme	
   Rab5	
   sur	
   les	
   phagosomes	
   précoces,	
   l’inhibition	
   de	
   Rab-­‐7	
   par	
  

surexpression	
  d’un	
  mutant	
  dominant	
  négatif	
  	
  dans	
  une	
  lignée	
  de	
  macrophages	
  murins	
  induit	
  

un	
   arrêt	
   de	
   la	
   maturation	
   caractérisé	
   par	
   une	
   absence	
   d’acidification	
   du	
   phagosome	
  

(Harrison,	
  Bucci	
  et	
  al.	
  2003).	
  Des	
  effecteurs	
  de	
  Rab7	
  sont	
  recrutés	
  sur	
  le	
  phagosome	
  tardif.	
  

C’est	
  le	
  cas	
  notamment	
  des	
  protéines	
  adaptatrices	
  (RILP,	
  ORPL1)	
  pour	
  la	
  dynéine,	
  un	
  moteur	
  

moléculaire	
  des	
  microtubules	
  responsable	
  du	
  transport	
  de	
  cargos	
  de	
  l’extrémité	
  négative	
  à	
  

l’extrémité	
  positive	
  des	
  microtubules(Johansson,	
  Rocha	
  et	
  al.	
  2007).	
  	
  

Les	
   phagosomes	
   tardifs	
   sont	
   également	
   enrichis	
   en	
   protéine	
   LAMP1	
   (Lysosome-­‐

asociated	
  membrane	
  protéine	
  1)	
  connu	
  pour	
  maintienir	
  l’intégrité	
  des	
  endosomes	
  tardifs	
  et	
  	
  

jouer	
  un	
  rôle	
  également	
  dans	
  la	
  maturation	
  du	
  phagosome.	
  En	
  effet	
  des	
  cellules	
  déficientes	
  

pour	
   LAMP1/2	
   sont	
   incapables	
   de	
   digérer	
   des	
   bactéries	
   Neisseria	
   gonorrhoeae	
   (Binker,	
  

Cosen-­‐Binker	
  et	
  al.	
  2007,	
  Huynh,	
  Eskelinen	
  et	
  al.	
  2007).	
  

c. Le	
  phagolysosome	
  

Le	
  phagosome	
  mature	
  peut	
  digérer	
  des	
  protéines,	
  des	
   lipides	
  et	
  des	
  carbohydrates	
  

par	
  des	
  mécanismes	
  que	
  je	
  ne	
  détaillerai	
  pas	
  ici.	
  En	
  bref,	
  la	
  fusion	
  du	
  phagosome	
  tardif	
  avec	
  

les	
   lysosomes	
   conduit	
   à	
   l’acquisition	
   de	
   tous	
   les	
   facteurs	
   	
   microbicides.	
   Cette	
   fusion	
   est	
  

permise	
   en	
   particulier	
   grâce	
   à	
   l’interaction	
   entre	
   les	
   SNAREs	
  :	
   VAMP7	
   et	
   syntaxine	
   7.	
   Le	
  

phagolysosome	
  présente	
  un	
  pH	
  de	
  4,5-­‐5,0	
  ce	
  qui	
  favorise	
  l’activité	
  des	
  hydrolases	
  telles	
  que	
  

les	
  cathepsines	
  qui	
  sont	
  enrichies	
  dans	
  le	
  phagolysosome.	
  De	
  plus	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  pompe	
  

NADPH	
   oxydase	
   NOX2	
   et	
   de	
   l’enzyme	
   iNOS	
   («	
  inducible	
   nitric	
   oxide	
   synthase	
  »)	
   sur	
   le	
  

phagolysosome	
   conduit	
   à	
   la	
   synthèse	
   d’espèces	
   réactives	
   oxygénées	
   et	
   d’oxyde	
   nitrique	
  

respectivement	
   (Savina	
   and	
   Amigorena	
   2007,	
   Flannagan,	
   Jaumouillé	
   et	
   al.	
   2012).	
   Ces	
  

molécules	
   sont	
   très	
   délétères	
   pour	
   les	
   protéines	
   cellulaires,	
   les	
   lipides	
   et	
   les	
   acides	
  

nucléiques.	
   L’environnement	
   ainsi	
   créé	
   au	
   sein	
   du	
   phagosome	
   induit	
   l’élimination	
   de	
   la	
  

particule	
  telles	
  que	
  les	
  débris	
  cellulaires	
  ou	
  les	
  microorganismes.	
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d. Activation	
  des	
  macrophages	
  et	
  présentation	
  antigénique.	
  

Suite	
   à	
   la	
   digestion	
   d’un	
   pathogène,	
   les	
  macrophages	
   peuvent	
   présenter	
   des	
   peptides	
  

antigéniques	
  aux	
  lymphocytes	
  T	
  CD4+	
  (LT	
  CD4+).	
  Bien	
  qu’ils	
  ne	
  soient	
  pas	
  considérés	
  comme	
  

les	
  cellules	
  présentatrices	
  d’antigènes	
  (CPA)	
  les	
  plus	
  puissantes,	
  les	
  macrophages	
  expriment	
  

à	
  leur	
  surface	
  les	
  molécules	
  de	
  CMH-­‐II	
  (Complexe	
  Majeur	
  d’Histocompatibilité	
  de	
  classe	
  II).	
  

Ce	
   complexe	
   est	
   constitué	
   de	
   deux	
   chaînes	
   polypeptidiques	
   transmembranaires	
   	
   α	
   et	
   β,	
  

chacune	
   possédant	
   deux	
   domaines	
   «	
  immunoglobuline	
   like	
  »	
   (α1-­‐	
   α2	
   et	
   β1-­‐	
   β2).	
   Les	
  

domaines	
   α1-­‐β1,	
   	
   lient	
   ensemble	
   un	
   peptide	
   antigénique,	
   issus	
   de	
   la	
   dégradation	
   par	
   les	
  

hydrolases	
  (Germain	
  1994,	
  Castellino,	
  Zhong	
  et	
  al.	
  1997).	
  Une	
  étude	
  de	
  Ramachadran	
  et	
  al	
  

utilisant	
  des	
  phagosomes	
  extraits	
  des	
  macrophages	
  murins	
  chargés	
  avec	
  des	
  billes	
  de	
  latex	
  

conjuguées	
  avec	
  de	
   l’ovalbumine,	
  montre	
  que	
   le	
  complexe	
  CMH-­‐II	
  est	
  présent	
  à	
   la	
  surface	
  

des	
  phagosomes	
  et	
  que	
   le	
  chargement	
  se	
   fait	
  au	
  sein	
  du	
  phagosome.	
  Le	
  CMH-­‐II	
  colocalise	
  

avec	
  la	
  protéine	
  LAMP1	
  et	
  provient	
  de	
  la	
  fusion	
  entre	
  le	
  phagosome	
  et	
  les	
  compartiments	
  de	
  

la	
   voie	
   d’endocytose	
   (endosomes	
   tardif,	
   corps	
   multivésiculaires	
   (MVB),	
   lysosomes)	
   qui	
  

contiennent	
   un	
   pool	
   de	
   molécules	
   de	
   CMHII	
   (Mantegazza,	
   Magalhaes	
   et	
   al.	
   2013).	
  

Parallèlement,	
   les	
   cellules	
   présentatrices	
   d’antigènes	
   peuvent	
   activer	
   les	
   lymphocytes	
   T	
  

CD8+	
  grâce	
  à	
  la	
  présentation	
  croisée.	
  (Ackerman,	
  Kyritsis	
  et	
  al.	
  2003,	
  Guermonprez,	
  Saveanu	
  

et	
  al.	
  2003,	
  Houde,	
  Bertholet	
  et	
  al.	
  2003).	
  	
  

Outre	
  la	
  présentation	
  antigénique,	
  les	
  macrophages	
  activés	
  induisent	
  le	
  recrutement	
  et	
  

l’activation	
  d’autres	
  cellules	
   immunitaires	
   (cellules	
  dendritiques,	
  neutrophiles,	
   lymphocytes	
  

T,	
  les	
  cellules	
  NK	
  («	
  natural	
  killer	
  »),	
  macrophages)	
  par	
  le	
  biais	
  des	
  cytokines	
  et	
  chimiokines	
  

pro-­‐inflammatoires	
   qu’ils	
   sécrètent.	
   En	
   effet,	
   certains	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   activés	
  

induisent	
   d’une	
   part	
   la	
   formation	
   des	
   phagosomes	
   et	
   d’autre	
   part	
   des	
   cascades	
   de	
  

signalisation	
   variées	
   qui	
   aboutissent	
   à	
   une	
   réponse	
   inflammatoire	
   du	
   macrophage.	
   Par	
  

exemple,	
   l’engagement	
  des	
   récepteurs	
  Fcγ ou	
  Dectine-­‐1	
   induit	
   le	
   recrutement	
  de	
   la	
  kinase	
  

Syk	
   qui	
   stimule,	
   en	
   parallèle,	
   le	
   recrutement	
   des	
   Rho-­‐GTPases	
   (Rac	
   et	
   Cdc42)	
   impliquées	
  

dans	
  le	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  et	
  le	
  recrutement	
  du	
  complexe	
  CARD9-­‐Bcl10-­‐

Malt1	
  	
  impliqué	
  dans	
  l’activation	
  des	
  voies	
  MAPK	
  («	
  mitogen-­‐activated	
  protein	
  kinases	
  »)	
  et	
  

NFκB	
  qui	
   conduisent	
   à	
   la	
   transcription	
  de	
   gènes	
   codant	
   pour	
   les	
   cytokines	
   et	
   chimiokines	
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produites	
  (Moretti	
  and	
  Blander	
  2014).	
  	
  De	
  plus,	
  les	
  TLRs	
  engagés	
  par	
  des	
  agents	
  microbiens	
  

durant	
  la	
  phagocytose	
  contribuent	
  eux	
  aussi	
  à	
  l’activation	
  des	
  voies	
  NFκB,	
  MAPK	
  et	
  d’autres	
  

facteurs	
  de	
  transcription	
  conduisant	
  à	
  une	
  réponse	
  inflammatoire.	
  Ils	
  participent	
  également	
  

à	
   la	
   maturation	
   des	
   phagosomes	
   grâce	
   à	
   la	
   production	
   de	
   signaux	
   qui	
   favorisent	
  

l’assemblage	
  de	
   la	
  NADPH	
  oxydase,	
  NOX2,	
  et	
  de	
   la	
   v-­‐ATPase.	
   Les	
   voies	
  et	
   les	
  mécanismes	
  

associés	
  à	
  	
  la	
  production	
  des	
  cytokines	
  et	
  chimiokines	
  ne	
  seront	
  pas	
  détaillés	
  dans	
  le	
  présent	
  

manuscrit.	
  

7. Phagocytose	
  FcγR	
  et	
  CR3:	
  deux	
  types	
  de	
  phagocytose	
  différentes	
  mais	
  

interdépendantes.	
  

a. Différences	
  de	
  morphologies	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  

Les	
   phagocytoses	
   dépendantes	
   du	
   FcγR	
   ou	
   du	
   CR3	
   aboutissent	
   toutes	
   deux	
   à	
   la	
  

polymérisation	
   d’actine,	
   mais	
   font	
   intervenir	
   divers	
   acteurs	
  moléculaires	
   (Figure	
   22).	
   Ceci	
  

induit	
   la	
   formation	
   de	
   coupes	
   phagocytaires	
   qui	
   semblent	
   présenter	
   des	
   morphologies	
  

différentes.	
  Le	
  premier	
  à	
  observer	
  ces	
  différences	
  par	
  microscopie	
  électronique	
  est	
  Kaplan	
  

en	
   1977.	
   En	
   effet,	
   il	
   décrira	
   que	
   les	
   macrophages	
   mis	
   au	
   contact	
   de	
   globules	
   rouges	
  

opsonisés	
  avec	
  des	
  IgG	
  forment	
  de	
  larges	
  protrusions	
  membranaires	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  à	
  

internaliser,	
  tandis	
  que	
  ceux	
  mis	
  au	
  contact	
  de	
  globules	
  rouges	
  opsonisés	
  avec	
  des	
  IgM	
  et	
  du	
  

complément	
   n’en	
   font	
   pas.	
   Dans	
   ce	
   dernier	
   cas,	
   la	
   particule	
   semble	
   «	
  tomber	
  »	
   dans	
   la	
  

cellule	
   (Kaplan	
  1977).	
  Par	
   la	
   suite	
  Allen	
  et	
  al	
  mettront	
  en	
  évidence	
  que	
  ces	
  différences	
  de	
  

structures	
   sont	
   dues	
   à	
   la	
   mise	
   en	
   jeu	
   d’acteurs	
   moléculaires	
   différents.	
   	
   Au	
   cours	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  FcγR,	
  les	
  protéines	
  impliquées	
  telles	
  que	
  le	
  nucléateur	
  d’actine	
  Arp2/3,	
  l’actine-­‐

F	
   et	
   ses	
   protéines	
   de	
   liaison	
   (vinculine,	
   α-­‐actinine)	
   forment	
   toutes	
   un	
   anneau	
   circulaire	
  

continu	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  (Figure	
  21	
  A-­‐C).	
  En	
  revanche	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  

dépendante	
   du	
   CR3,	
   les	
   protéines	
   sont	
   détectées	
   sous	
   forme	
   de	
   «	
  foci	
  »	
   autour	
   de	
   la	
  

particule	
  en	
  cours	
  d’internalisation	
  (Figure	
  21	
  B-­‐D).	
  	
  

Ces	
   différences	
   dans	
   l’organisation	
   du	
   réseau	
   d’actine	
   pourraient	
   peut-­‐être	
  

s’expliquer	
  par	
  la	
  différence	
  entre	
  les	
  nucléateurs	
  d’actine	
  mis	
  en	
  jeu	
  :	
  Arp2/3	
  et	
  mDia1.	
  En	
  

effet,	
   dans	
   la	
  phagocytose	
  dépendante	
  du	
   FcγR	
   seul	
  Arp2/3	
  a	
   été	
   rapporté	
   comme	
   requis	
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pour	
   la	
   formation	
   d’un	
   réseau	
   branché	
   d’actine.	
   En	
   revanche,	
   dans	
   la	
   phagocytose	
  

dépendante	
  du	
  CR3,	
   les	
  nucléateurs	
  Arp2/3	
  et	
  Dia1,	
  connu	
  pour	
   la	
   formation	
  de	
   filaments	
  

droits,	
   sont	
   tous	
   deux	
   requis	
   pour	
   le	
   remodelage	
   d’un	
   réseau	
   d’actine	
   nécessaire	
   à	
   une	
  

phagocytose	
  efficace.	
  Cependant,	
  plus	
  récemment,	
  une	
  étude	
  de	
  microscopie	
  électronique	
  à	
  

transmission	
  dans	
  des	
  macrophages	
  péritonéaux	
  de	
   souris	
  a	
  montré	
  que	
   les	
  phagocytoses	
  

CR3	
  et	
  FcγR	
  induisent	
  des	
  pseudopodes	
  qui	
  s’étendent	
  autour	
  des	
  particules	
  opsonisées	
  et	
  

que	
   des	
   «	
  ruffles	
  »	
  membranaires	
   se	
   forment	
   également	
   suite	
   à	
   l’activation	
   du	
   CR3	
   (Hall,	
  

Gakidis	
  et	
  al.	
  2006,	
  Patel	
  and	
  Harrison	
  2008).	
  

L’étude	
   de	
   l’organisation	
   tridimensionnelle	
   de	
   ces	
   différents	
   réseaux	
   ainsi	
   que	
   les	
  

forces	
  mécaniques	
  qui	
  s’appliquent	
   lors	
  de	
   la	
   formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  seraient	
  

d’un	
  très	
  grand	
  intérêt.	
  

	
  

Figure	
   21	
   :	
   Différences	
   morphologiques	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   induites	
   par	
   les	
   FcγR	
   et	
   CR3	
  
(Allen	
   and	
   Aderem	
   1996).	
   (A-­‐B)	
   Sections	
   de	
   cryo-­‐microscopie	
   électronique	
   de	
   macrophages	
  
péritonéaux	
  de	
  souris	
  mis	
  au	
  contact	
  de	
  zymosan	
  opsonisés	
  par	
  des	
   IgG	
  (A)	
  ou	
  du	
  complément	
   (B)	
  
durant	
   2	
   min	
   à	
   37°C.	
   Dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   phagocytose	
   FcR,	
   les	
   pseudopodes	
   entourent	
   de	
   façon	
  
continue	
  la	
  particule.	
  En	
  revanche	
  dans	
   le	
  cas	
  de	
  la	
  phagocytose	
  CR3,	
   les	
  extensions	
  membranaires	
  
sont	
   moins	
   visibles.	
   Barre	
   d’echelle	
   1	
   µm.	
   (C-­‐D)	
   Photos	
   de	
   microscopie	
   à	
   fluorescence	
   des	
  
macrophages	
   péritonéaux	
   de	
   souris	
   mis	
   au	
   contact	
   de	
   billes	
   opsonisées	
   avec	
   des	
   IgG	
   (C)	
   ou	
   du	
  
zymosan	
  opsonisé	
  avec	
  du	
  complément	
  (D)	
  durant	
  3min	
  à	
  37°C.	
   	
  L’actine-­‐F	
  est	
  enrichie	
  sous	
  forme	
  
d’un	
  anneau	
  continu	
  dans	
   le	
  cas	
  de	
   la	
  phagocytose	
  FcγR	
  et	
  sous	
  forme	
  de	
  «	
  foci	
  »	
  dans	
   le	
  cas	
  de	
  la	
  
phagocytose	
  CR3.	
  Les	
   flèches	
  en	
  B	
   indiquent	
  des	
  vésicules	
  directement	
  sous	
   la	
  coupe	
  phagocytaire	
  
induite	
  par	
  le	
  CR3	
  qui	
  sont	
  absentes	
  sous	
  les	
  coupes	
  phagocytaires	
  dépendantes	
  du	
  FcγR.	
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Figure	
  22	
  :	
  Signalisation	
  conduisant	
  à	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  Fc	
  et	
  CR3	
  au	
  
cours	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   L’actine	
   est	
   représentée	
   en	
   vert,	
   la	
  membrane	
   plasmique	
   en	
   bleu	
   et	
   la	
  
particule	
  en	
  rouge.	
  Les	
  encadrés	
  supérieurs	
  représentent	
  une	
  vu	
  sagittale	
  des	
  coupes	
  phagocytaires.	
  
Durant	
   la	
   phagocytose	
   FcR,	
   Cdc42	
   induit	
   le	
   recrutement	
   de	
   N-­‐WASP	
   qui	
   stimule	
   l’activité	
   du	
  
complexe	
   Arp2/3	
   pour	
   la	
   nucléation	
   de	
   l’actine.	
   En	
   parallèle,	
   Rac	
   active	
   le	
   complexe	
   WAVE	
   qui	
  
contribue	
  davantage	
  à	
   la	
  polymérisation	
  de	
   l’actine,	
   régule	
   la	
   contractilité	
  par	
   le	
  biais	
  de	
   la	
   chaîne	
  
légère	
  de	
  la	
  myosine	
  (MLC)	
  et	
  	
  la	
  dépolymérisation	
  de	
  l’actine	
  par	
  le	
  biais	
  de	
  la	
  cofiline	
  sous	
  contrôle	
  
de	
   la	
   kinase	
   LIM	
   (LIMK).	
   Durant	
   la	
   phagocytose	
   CR3,	
   RhoA	
   active	
   la	
   Rho	
   kinase	
   (ROK)	
   qui	
   régule	
  
l’activité	
   de	
   la	
   myosine	
   II	
   par	
   le	
   biais	
   de	
   le	
   kinase	
   de	
   la	
   chaîne	
   légère	
   de	
   la	
   myosine	
   (MLCK),	
   le	
  
complexe	
  Arp2/3	
   et	
   la	
   formine	
  mDia1.	
   	
   La	
  GTPase	
   RhoG	
   est	
   impliquée	
   dans	
   les	
   deux	
  mécanismes	
  
mais	
   son	
   rôle	
   en	
   amont	
   de	
   Rac,	
   Cdc42	
   et	
   RhoA	
   reste	
   à	
   confirmer.	
   Des	
   photos	
   de	
   microscopie	
  
électronique	
  montre	
  les	
  extensions	
  membranaires	
  autour	
  des	
  érythrocytes	
  opsoninés	
  dans	
  le	
  cadre	
  
de	
  la	
  phagocytose	
  FcR	
  (gauche)	
  ou	
  CR3	
  (droite).	
  Barre	
  d’échelle,	
  	
  5µm.	
  

b. Coopération	
  entre	
  les	
  récepteurs	
  FcγR	
  et	
  les	
  intégrines	
  

Les	
  modèles	
   expérimentaux	
   utilisés	
   pour	
   étudier	
   la	
   signalisation	
   spécifique	
   en	
   aval	
  

des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   ne	
   correspondent	
   pas	
   aux	
   situations	
   réelles.	
   En	
   effet	
   les	
  

phagocytes	
  sont	
  rarement	
  exposés	
  à	
  un	
  seul	
  stimulus.	
  Au	
  contraire,	
  	
  ils	
  sont	
  confrontés	
  à	
  des	
  

particules	
  présentant	
  de	
  multiples	
  ligands.	
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Une	
   étude	
   a	
   rapporté	
   que	
   dans	
   les	
   macrophages	
   l’activation	
   du	
   récepteur	
   FcγR	
  

entraine	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   mobilité	
   des	
   CR3,	
   leur	
   recrutement	
   à	
   la	
   coupe	
  

phagocytaire,	
   leur	
   activation	
   et	
   augmente	
   l’avidité	
   du	
   CR3	
   pour	
   son	
   ligand.	
   L’action	
   des	
  

tyrosines	
   kinases	
   de	
   la	
   famille	
   Src	
   en	
   aval	
   du	
   FcγR	
   est	
   requise	
   pour	
   l’activation	
   du	
   CR3.	
  	
  

Parallèlement	
   l’utilisation	
  d’anticorps	
  bloquant	
   la	
  chaîne	
  β2	
  du	
  CR3	
  ou	
  encore	
   l’expression	
  

de	
   la	
   chaîne	
  α	
   uniquement,	
   inhibe	
   l’internalisation	
   de	
   particules	
   opsonisées	
   avec	
   des	
   IgG.	
  

Ces	
   résultats	
   mettent	
   en	
   évidence	
   une	
   régulation	
   croisée	
   entre	
   les	
   deux	
   voies	
   (Jongstra-­‐

Bilen,	
  Harrison	
  et	
  al.	
  2003).	
  	
  

Une	
  étude	
  récente	
  de	
  Freeman	
  et	
  ses	
  collègues	
  	
  montre	
  le	
  rôle	
  précis	
  des	
  intégrines	
  

et	
  de	
  l’actine	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  en	
  aval	
  du	
  FcγR.	
  Au	
  début	
  

de	
  la	
  formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires,	
  la	
  phosphorylation	
  des	
  tyrosines	
  kinases	
  est	
  une	
  

étape	
  essentielle	
  du	
  processus.	
   L’exclusion	
  de	
  phosphatases	
  du	
   site	
  de	
   la	
  phagocytose	
  est	
  

alors	
  nécessaire	
  au	
  maintien	
  du	
  signal.	
  Grâce	
  à	
  des	
  techniques	
  de	
  suivi	
  de	
  molécule	
  unique	
  

par	
  microscopie	
  à	
  fluorescence	
  et	
  des	
  surfaces	
  opsonisées	
  avec	
  des	
  	
  groupements	
  d’IgG,	
  ils	
  

ont	
  montré	
  que	
  la	
  phosphatase	
  CD45	
  est	
  exclue	
  de	
  la	
  zone	
  d’étalement	
  des	
  macrophages	
  et	
  

que	
   cette	
   exclusion	
   est	
   possible	
   grâce	
   à	
   une	
   barrière	
   crée	
   par	
   les	
   intégrines	
   et	
   l’actine	
  

polymérisée	
  en	
  anneau,	
  qui	
   empêchent	
   la	
  diffusion	
  des	
  phosphatases	
   vers	
   le	
   centre	
  de	
   la	
  

région	
   d’internalisation.	
   De	
   plus,	
   lorsqu’une	
   particule	
   n’est	
   pas	
   opsonisée	
   de	
   façon	
  

homogène	
   avec	
   des	
   IgG,	
   les	
   intégrines	
   servent	
   de	
   pont	
   et	
   favorisent	
   le	
   mécanisme	
   de	
  

fermeture	
  éclair	
  par	
   lequel	
   les	
  récepteurs	
  Fc	
   lient	
  une	
  série	
  d’IgG	
  opsonisant	
  une	
  particule	
  

(Freeman,	
  Goyette	
  et	
  al.	
  2016).	
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Figure	
  23	
   :	
  Coopération	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  FcR	
  et	
  CR3.	
  L’engagement	
  du	
  récepteur	
  Fc	
  et	
  la	
  
phosphorylation	
  des	
  domaines	
   ITAMs	
   («	
  immunoreceptor	
   tyrosine	
  based	
   activation	
  »)	
   génèrent	
   un	
  
signal	
   d’activation	
  de	
   la	
  GTPase	
  Rap	
   impliquée	
  dans	
   le	
   signal	
   d’activation	
  «	
  inside-­‐out	
  »	
   du	
  CR3.Ce	
  
dernier	
   engagé	
   va	
   induire	
   un	
   signal	
   «	
  ouside-­‐in	
  »	
   permettant	
   l’activation	
   des	
   Rho-­‐GTPases	
   (RhoG,	
  
RhoA).	
  Parallèlement	
  le	
  récepteur	
  Fc,	
  lui	
  aussi,	
  active	
  des	
  RhoGTPases	
  (Rac	
  et	
  Cdc42).	
  Ensemble	
  ces	
  
signaux	
  favorisent	
  la	
  polymérisation	
  d’un	
  réseau	
  d’actine	
  branché	
  	
  et	
  de	
  filaments	
  droits.	
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Chapitre	
  2	
  :	
  La	
  dynamine	
  

L’endocytose	
   est	
   un	
   processus	
   par	
   lequel	
   la	
   cellule	
   internalise	
   une	
   portion	
   de	
   sa	
  

membrane	
   plasmique	
   avec	
   du	
   matériel	
   extracellulaire.	
   De	
   nombreux	
   mécanismes	
  

d’endocytose	
  ont	
  été	
  décrits	
  depuis	
  plus	
  d’un	
  siècle	
  et	
  ont	
  permis	
  de	
  classifier	
  différentes	
  

voies,	
   d’une	
   part	
   l’endocytose	
   dépendante	
   de	
   la	
   clathrine,	
   d’autre	
   part	
   l’endocytose	
  

indépendante	
   de	
   la	
   clathrine.	
   Cette	
   dernière	
   regroupe	
   plusieurs	
   voies	
   notamment	
   la	
  

phagocytose,	
   la	
   macropinocytose	
   ou	
   encore	
   l’endocytose	
   dépendante	
   des	
   cavéoles.	
  

L’ensemble	
   des	
   voies	
   d’endocytose	
   se	
   caractérise	
   par	
   un	
   bourgeonnement	
   de	
  membrane	
  

conduisant	
   à	
   la	
   formation	
   de	
   vésicules	
   de	
   différentes	
   capacités.	
   Ce	
   bourgeonnement	
   est	
  

orchestré	
  par	
  un	
  grand	
  nombre	
  de	
  protéines	
  cytosoliques	
  qui	
   induisent	
  l’invagination	
  de	
  la	
  

membrane	
  suivie	
  de	
  la	
  scission	
  et	
  libération	
  de	
  la	
  vésicule	
  dans	
  le	
  milieu	
  intracellulaire.	
  L’une	
  

des	
  protéines	
   les	
  mieux	
  décrites	
  et	
  qui	
  participe	
  directement	
  à	
   la	
   fission	
  de	
   la	
  vésicule	
  est	
  

une	
   GTPase	
   nommée	
   dynamine.	
   Elle	
   est	
   la	
   protéine	
   fondatrice	
   de	
   la	
   superfamille	
   des	
  

dynamines	
   qui	
   sont	
   de	
   larges	
   GTPases	
   bien	
   différentes	
   des	
   petites	
   protéines	
   G	
   de	
   la	
  

superfamille	
   Ras.	
   Au	
   cours	
   de	
   ce	
   chapitre,	
   je	
   présenterai	
   les	
   principales	
   fonctions	
   et	
  

propriétés	
  de	
  la	
  dynamine.	
  

1. Vue	
  d’ensemble	
  des	
  protéines	
  de	
  la	
  superfamille	
  des	
  dynamines	
  	
  

Les	
  membres	
   de	
   la	
   superfamille	
   dynamine	
   sont	
   des	
  GTPases	
  mécanochimiques	
   qui	
  

convertissent	
  l’énergie	
  de	
  liaison	
  et	
  d’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  en	
  action	
  mécanique.	
  Les	
  membres	
  

de	
  cette	
  superfamille	
  présents	
  à	
   la	
   fois	
  chez	
   les	
  animaux,	
   les	
  plantes	
  et	
   les	
  bactéries,	
   sont	
  

impliqués	
   dans	
   le	
   remodelage	
   membranaire	
   à	
   travers	
   toute	
   la	
   cellule	
   notamment	
   par	
   le	
  

bourgeonnement	
  de	
  vésicules	
  de	
   transports,	
   la	
   fusion/fission	
  des	
  organelles,	
   la	
   cytokinèse	
  

ou	
   encore	
   la	
   résistance	
   aux	
   pathogènes	
   (Praefcke	
   and	
   McMahon	
   2004).	
   	
   Les	
   différentes	
  

sous-­‐familles	
  sont	
  présentées	
  dans	
  le	
  tableau	
  2.	
  

Les	
   dynamines	
   classiques	
   correspondent	
   aux	
   larges	
   GTPases.	
   Leur	
   cycle	
   n’est	
   pas	
  

régulé	
  par	
  des	
  facteurs	
  GEFs	
  ou	
  GAPs.	
  Chez	
  les	
  mammifères,	
  on	
  retrouve	
  trois	
  isoformes	
  de	
  

la	
  dynamine	
  numérotées	
  de	
  1	
  à	
  3,	
  qui	
  ont	
  principalement	
  été	
  caractérisées	
  pour	
  leur	
  activité	
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de	
  scission	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose	
   	
  et	
  des	
  vésicules	
  provenant	
  de	
   l’appareil	
  de	
  Golgi	
   /	
  

endosomes.	
  	
  

Les	
   	
  protéines	
   «	
  dynamines-­‐like	
  »	
   (DPLs),	
   contrairement	
   aux	
   dynamines	
   classiques,	
  

ne	
  possèdent	
  pas	
  de	
  domaine	
  PRD.	
  Elles	
  sont	
  impliquées	
  dans	
  les	
  mécanismes	
  de	
  fission	
  des	
  

membranes	
   mitochondriales	
   et	
   peroxisomales.	
   Ces	
   mécanismes	
   sont	
   cruciaux	
   dans	
   la	
  

maintenance	
   de	
   l’ADN	
   mitochondrial,	
   l’activité	
   respiratoire,	
   l’apoptose	
   ou	
   encore	
   le	
  

développement	
  embryonnaire.	
  Parmi	
  les	
  DLPs,	
  on	
  retrouve	
  Drp1	
  («	
  dynamin	
  related	
  protein	
  

1	
  »)	
   ou	
   encore	
   la	
   dynamine	
  A	
   chez	
  Dictyostelium	
  discoideum	
  qui	
   en	
  plus	
   d’être	
   impliquée	
  

dans	
  la	
  fission	
  des	
  mitochondries,	
  joue	
  également	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  cytokinèse,	
  la	
  morphologie	
  

des	
  organites	
  et	
  dans	
  l’endocytose.	
  	
  

Les	
  protéines	
  «	
  Optic	
  atrophy	
  1	
  »	
  (OPA1)	
  	
  ont	
  la	
  même	
  structure	
  que	
  les	
  DLPs	
  mais	
  

présentent	
   en	
   plus	
   une	
   séquence	
   d’import	
   mitochondriale	
   dans	
   leur	
   région	
   N-­‐terminale	
  

suivie	
   d’un	
   domaine	
   transmembranaire	
   en	
   hélice.	
   Ceci	
   leur	
   permet	
   de	
   s’insérer	
   entre	
   les	
  

membranes	
   interne	
  et	
  externe	
  des	
  mitochondries	
  et	
  de	
   réguler	
   la	
   fusion	
  de	
  ces	
  organites.	
  

Parallèlement,	
   les	
  mitofusines,	
   localisées	
   sur	
   la	
   face	
   cytosolique	
   de	
   la	
  membrane	
   externe	
  

des	
  mitochondries,	
  coordonnent	
  la	
  fusion	
  des	
  mitochondries	
  en	
  favorisant	
  leur	
  arrimage.	
  

Les	
   protéines	
   «	
  Mixovirus	
   »	
   (Mx)	
   	
   sont	
   impliquées	
  dans	
   la	
  protection	
  contre	
   les	
   infections	
  

virales	
  suite	
  à	
  une	
  induction	
  par	
  l’interféron	
  de	
  type	
  I.	
  Il	
  existe	
  deux	
  isoformes	
  chez	
  l’homme	
  

MxA	
  et	
  MxB.	
  Dans	
  des	
  cellules	
  non-­‐infectées,	
  MxA	
  se	
  localise	
  au	
  réticulum	
  endoplasmique.	
  

Sous	
   l’effet	
   d’une	
   infection	
   MxA	
   est	
   redistribuée	
   aux	
   sites	
   de	
   la	
   réplication	
   virale.	
  

L’expression	
  d’un	
  mutant	
  de	
  MxA	
  dépourvu	
  de	
  son	
  domaine	
  GTPase	
  	
  inhibe	
  la	
  multiplication	
  

du	
  virus	
  de	
  la	
  stomatite	
  («	
  Thogoto	
  virus	
  »).	
  L’oligomérisation	
  et	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  MxA	
  ne	
  

sont	
  donc	
  pas	
  requises	
  pour	
  l’activité	
  antivirale.	
  En	
  revanche	
  le	
  domaine	
  GTPase	
  stabilise	
  la	
  

protéine	
  ce	
  qui	
  permet	
  le	
  maintien	
  d’un	
  pool	
  protéique	
  intracellulaire	
  (Janzen,	
  Kochs	
  et	
  al.	
  

2000).	
  Elles	
  ne	
  possèdent	
  ni	
  de	
  domaine	
  PH	
  ni	
  de	
  domaine	
  PRD.	
  

Les	
  protéines	
  de	
   liaison	
  au	
  guanylate	
   (GBPs)	
  sont	
  des	
  GTPases	
  induites	
  par	
  l’interféron	
  de	
  

type	
   II.	
   Ce	
   groupe	
   se	
   compose	
   de	
   sept	
   membres	
   chez	
   l’homme	
   et	
   protège	
   l’organisme	
  

contres	
   des	
   pathogènes	
   intracellulaires	
   tels	
   que	
   Listeria	
   ou	
  Mycobacteria.	
   Les	
  GBPs	
  ont	
   la	
  

particularité	
   d’hydrolyser	
   consécutivement	
   le	
   GTP	
   en	
   GDP	
   puis	
   en	
   GMP.	
   Le	
   rôle	
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physiologique	
   de	
   l’hydrolyse	
   du	
   GDP	
   en	
   GMP	
   n’est	
   pas	
   encore	
   déterminé.	
   De	
  même,	
   les	
  

détails	
  moléculaires	
  et	
  fonctionnels	
  des	
  oligomères	
  de	
  GBPs	
  restent	
  à	
  élucider.	
  

	
  Les	
  protéines	
  Atlastines,	
  chez	
  les	
  eucaryotes	
  sont	
  associées	
  au	
  réticulum	
  endoplasmique	
  et	
  

au	
  cis-­‐Golgi.	
  Elles	
  sont	
  très	
  proches	
  des	
  GBPs	
  et	
  sont	
  impliquées	
  dans	
  la	
  fusion	
  des	
  tubules	
  

du	
  RE	
  aboutissant	
  à	
  la	
  formation	
  d’un	
  réseau	
  tubulaire	
  (Faelber,	
  Gao	
  et	
  al.	
  2013).	
  

Dans	
   ce	
   chapitre	
   nous	
   intéresserons	
   particulièrement	
   aux	
   dynamines	
   classiques	
  :	
  

découverte,	
  structure,	
  fonctions	
  cellulaires,	
  et	
  rôle	
  potentiel	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  

	
  

	
  

Tableau	
   2	
  :	
   Liste	
   des	
   fonctions	
   et	
   localisations	
   principales	
   des	
   dynamines	
   classiques	
   et	
  
apparentées.	
   Drp1,	
   «	
  dynamin-­‐related	
   protein	
  »	
  ;	
   OPA1,	
   «	
  optic	
   atrophy	
   1	
  »	
  ;	
   GBPs,	
   «	
  Guanylate-­‐
binding	
  proteins	
  ».	
  Adapté	
  de	
  (Praefcke	
  and	
  McMahon	
  2004,	
  Ferguson	
  and	
  De	
  Camilli	
  2012)	
  .	
  

2. Découverte	
  de	
  la	
  dynamine	
  

La	
  dynamine	
   fut	
   initialement	
  décrite	
  comme	
  une	
  protéine	
  de	
   liaison	
  aux	
  microtubules,	
  

extraite	
  du	
  cerveau	
  de	
  veau.	
  Elle	
  a	
  été	
  co-­‐purifiée	
  avec	
  des	
  microtubules	
  en	
  présence	
  de	
  GTP	
  

et	
  AMP-­‐PNP	
  (Adenylyl-­‐Imidodiphosphate),	
  un	
  inhibiteur	
  des	
  systèmes	
  dépendants	
  de	
  l’ATP.	
  

Par	
   microscopie	
   électronique,	
   il	
   a	
   été	
   observé	
   que	
   la	
   dynamine	
   décore	
   les	
   microtubules	
  

(Shpetner	
   and	
   Vallee	
   1989,	
   Obar,	
   Shpetner	
   et	
   al.	
   1991).	
   Son	
   rôle	
   dans	
   l’endocytose	
   fut	
  

découvert	
   en	
   1991	
   chez	
   le	
   mutant	
   shibire	
   de	
  Drosophila	
   melanogaster	
   qui	
   présente	
   une	
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paralysie	
  dépendante	
  de	
  la	
  température.	
  Ce	
  phénotype	
  est	
  le	
  résultat	
  d’une	
  inaptitude	
  des	
  

vésicules	
   d’endocytose	
   neuronales	
   à	
   être	
   séparées	
   de	
   leur	
   membrane	
   d’origine	
   et	
   par	
  

conséquent	
  d’une	
  déplétion	
  des	
  vésicules	
  pré-­‐synaptiques.	
  Ce	
  phénotype	
  fut	
  associé	
  à	
  des	
  

mutations	
  du	
  gène	
  shibire	
  codant	
  pour	
  une	
  protéine	
  homologue	
  de	
  la	
  dynamine	
  (Chen,	
  Obar	
  

et	
   al.	
   1991,	
   van	
  der	
  Bliek	
   and	
  Meyerowitz	
   1991).	
   Par	
   la	
   suite,	
   la	
   visualisation	
  de	
   vésicules	
  

présentant	
   un	
   cou	
   allongé	
   entouré	
   d’un	
   assemblage	
   oligomérique	
   de	
   dynamine	
   dans	
   des	
  

neurones	
   de	
   rats	
   exposés	
   à	
   une	
   forme	
   analogue	
   du	
   GTP	
   non	
   hydrolysable	
   (GTPγS),	
   ont	
  

confirmé	
  ces	
  résultats	
  (Takei,	
  McPherson	
  et	
  al.	
  1995)	
  (Figure	
  24).	
  	
  

	
  

Figure	
  24	
   :	
  Photos	
  de	
  microscopie	
  électronique	
  de	
  vésicules	
  d’endocytose	
  en	
  formation	
  décorées	
  
de	
  dynamine.	
   (A)	
  Puits	
  couverts	
  de	
  clatrine	
  de	
   la	
  drosophile	
  décoré	
  avec	
  un	
  matériel	
  dense	
  autour	
  
d’un	
   coup	
   allongé	
   (Kosaka	
   and	
   Ikeda	
  1983).	
   (B)	
   	
   Photo	
  de	
  microscopie	
   électronique	
  montrant	
   une	
  
invagination	
  membranaire	
  bloquée	
  en	
  présence	
  de	
  GTPγS,	
  avec	
  un	
  cou	
  entouré	
  de	
  dynamine	
  marqué	
  
par	
  un	
  anticorps	
  dirigé	
  contre	
  la	
  dynamine	
  et	
  	
  couplé	
  à	
  des	
  microparticules	
  d’or	
  (Takei,	
  McPherson	
  et	
  
al.	
  1995).	
  

 

Enfin,	
   des	
   études	
   menées	
   par	
   le	
   groupe	
   de	
   Sandra	
   L.	
   Schmid	
   et	
   basées	
   sur	
   la	
  

surexpression	
   de	
   formes	
   mutées	
   de	
   la	
   dynamine	
   (DynK44A)	
   qui	
   ne	
   lient	
   ni	
   hydrolyse	
   le	
  

GTP	
  	
  ont	
  montré	
  la	
  fonction	
  de	
  la	
  dynamine	
  au	
  cours	
  de	
  l’endocytose	
  chez	
  les	
  mammifères	
  

(van	
  der	
  Bliek,	
  Redelmeier	
  et	
  al.	
  1993,	
  Damke,	
  Baba	
  et	
  al.	
  1994).	
  	
  En	
  effet,	
  dans	
  des	
  cellules	
  

non-­‐neuronales,	
   la	
  dynamine	
  et	
   son	
  activité	
  GTPase	
  sont	
  essentielles	
  pour	
   l’internalisation	
  

dépendante	
   de	
   la	
   clathrine	
   des	
   récepteurs	
   à	
   la	
   transferrine	
   et	
   l’EGF	
   («	
  epidermal	
   growth	
  

factor	
  »).	
   La	
   surexpression	
   dans	
   des	
   cellules	
   Hela	
   du	
   mutant	
   dominant	
   négatif	
   DynK44A,	
  

entraîne	
  une	
   inhibition	
  de	
   l’internalisation	
  de	
   ces	
   récepteurs,	
   avec	
   la	
   présence	
  de	
   tubules	
  

retenus	
  à	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  (Damke,	
  Baba	
  et	
  al.	
  1994).	
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Il	
  existe	
  chez	
  les	
  mammifères	
  trois	
  isoformes	
  de	
  la	
  dynamine.	
  Elles	
  présentent	
  les	
  mêmes	
  

domaines	
   d’organisation	
   avec	
   environ	
   80%	
   d’homologie	
   et	
   diffèrent	
   par	
   leur	
   distribution	
  

tissulaire.	
   La	
   dynamine-­‐1	
   (dyn-­‐1)	
   est	
   exprimée	
   fortement	
   et	
   majoritairement	
   dans	
   les	
  

neurones	
  et	
  est	
  très	
  peu	
  détectable	
  dans	
  les	
  tissus	
  non-­‐neuronaux	
  bien	
  que	
  présente	
  dans	
  

des	
   lignées	
   cellulaires	
   (Reis,	
   Chen	
   et	
   al.	
   2015).	
   Elle	
   est	
   impliquée	
   dans	
   la	
   formation	
   des	
  

vésicules	
   synaptiques.	
   La	
   dynamine-­‐2	
   (dyn-­‐2),	
   quant	
   à	
   elle,	
   responsable	
   de	
   l’endocytose	
  

dépendante	
  de	
  la	
  clathrine	
  ou	
  non	
  est	
  exprimée	
  de	
  façon	
  ubiquitaire.	
  Enfin,	
   la	
  dynamine-­‐3	
  

est	
  retrouvée	
  de	
  façon	
  prédominante	
  dans	
  les	
  testicules,	
  les	
  poumons,	
  le	
  coeur	
  et	
  le	
  cerveau	
  

à	
  un	
  niveau	
  moindre	
  comparé	
  à	
  la	
  dynamine-­‐1	
  (Cook,	
  Urrutia	
  et	
  al.	
  1994,	
  Cao,	
  Garcia	
  et	
  al.	
  

1998).	
   Bien	
   que	
   ces	
   isoformes	
   soient	
   très	
   similaires,	
   elles	
   ne	
   sont	
   pas	
   fonctionnellement	
  

redondantes	
   sur	
   tous	
   les	
   plans.	
   Ceci	
   s’explique	
   par	
   quelques	
   différences	
   structurales	
   (Liu,	
  

Neumann	
  et	
  al.	
  2011,	
  Ferguson	
  and	
  De	
  Camilli	
  2012).	
  

3. Organisation	
  structurale	
  de	
  la	
  dynamine	
  	
  

La	
   dynamine	
   de	
   100	
   kDa	
   comprend	
   un	
   domaine	
  GTPase	
  N-­‐terminal	
   (domaine	
  G),	
   une	
  

région	
  centrale	
  tige	
  («	
  stalk/middle	
  	
  domain	
  »),	
  un	
  domaine	
  «	
  pleckstrin	
  homology	
  »	
  (PH),	
  un	
  

domaine	
   «	
  GTPase-­‐enhancing	
  »	
   (GED)	
   et	
   un	
   domaine	
   riche	
   en	
   proline	
   (PRD)	
   C-­‐terminal	
  

(Figure	
  25).	
  Les	
  monomères	
  de	
  dynamine	
  s’associent	
  en	
  tétramères	
  qui	
  s’oligomérisent	
  pour	
  

former	
   un	
   polymère	
   hélicoïdal	
   autour	
   de	
   plateformes	
   tubulaires	
   telles	
   que	
   le	
   cou	
   des	
  

vésicules	
   d’endocytose,	
   les	
   microtubules	
   et	
   les	
   faisceaux	
   d’actine.	
   L’assemblage	
   de	
   la	
  

dynamine	
  est	
  possible	
  grâce	
  à	
  ses	
  différents	
  domaines.	
  

a. Le	
  domaine	
  tige	
  («	
  stalk/middle	
  »)	
  

Des	
  	
  études	
  de	
  cristallographie	
  	
  de	
  la	
  dynamine-­‐1	
  ont	
  révélé	
  une	
  structure	
  dimérique	
  

composée	
   de	
   deux	
   sous-­‐unités	
   dont	
   les	
   domaines	
   GTPases	
   s’opposent.	
   La	
   région	
   de	
  

dimérisation	
  correspond	
  au	
  domaine	
  central	
  «	
  stalk	
  »tige	
   (Faelber,	
  Posor	
  et	
  al.	
  2011,	
  Ford,	
  

Jenni	
  et	
  al.	
  2011).	
  Les	
  dimères	
  sont	
  les	
  unités	
  de	
  bases	
  conduisant	
  au	
  polymère	
  hélicoïdal.	
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Figure	
  25	
   :	
   Structure	
   de	
   la	
   dynamine	
   et	
   fonction	
   des	
   différents	
   domaines.	
   (A)	
   Les	
   dynamines	
  
classiques	
  se	
  composent	
  de	
  cinq	
  domaines	
  :	
  un	
  domaine	
  GTPase	
  (vert)	
  qui	
  lie	
  et	
  hydrolyse	
  le	
  GTP	
  ;	
  le	
  
domaine	
   central	
   («	
  middle	
  »)	
   	
   (bleu)	
   et	
   le	
   domaine	
   GED	
   (violet)	
   qui	
   interagissent	
  ;	
   Le	
   domaine	
  
«	
  pleckstrin	
  homology	
  »	
  (PH)	
  (orange)	
  et	
  le	
  domaine	
  PRD	
  (gris).	
  La	
  structure	
  de	
  haute	
  résolution	
  des	
  
domaines	
  PH	
  et	
  GED-­‐«	
  middle	
  »	
  est	
  représentée	
  VL,	
  boucle	
  variable	
  (B)	
  Structure	
  d’un	
  tétramère	
  de	
  
dynamine	
   en	
   solution.	
   Les	
   codes	
   couleurs	
   sont	
   les	
   mêmes	
   que	
   pour	
   (A).	
   Adapté	
   de	
   (Schmid	
   and	
  
Frolov	
  2011).	
  

b. Les	
  domaines	
  GTPase	
  et	
  GED	
  

Le	
  domaine	
  GTPase	
  est	
  encadré	
  par	
  deux	
  régions	
  «	
  bundle	
  signalling	
  element	
  »	
  (BSE)	
  

qui	
   sont	
   responsables	
   de	
   l’interaction	
   avec	
   le	
   domaine	
   BSE	
   situé	
   à	
   proximité	
   du	
   domaine	
  

GED.	
  Sous	
  forme	
  de	
  monomère,	
   la	
  dynamine	
   lie	
  GTP	
  avec	
  une	
  faible	
  affinité	
  et	
   l’hydrolyse	
  

faiblement.	
   L’oligomérisation	
   de	
   la	
   dynamine	
   augmente	
   son	
   activité	
   GTPase	
   (Warnock,	
  

Hinshaw	
   et	
   al.	
   1996,	
   Stowell,	
   Marks	
   et	
   al.	
   1999).	
   De	
   plus,	
   le	
   domaine	
   GED,	
   fonctionne	
  

comme	
  une	
  GAP	
  intramoléculaire.	
  En	
  effet,	
  une	
  étude	
  de	
  Sever	
  et	
  al	
  a	
  mis	
  en	
  évidence	
  que	
  

l’assemblage	
  de	
   la	
  dynamine	
  en	
  polymère	
  permet	
   le	
  contact	
  entre	
  deux	
  domaines	
  GED	
  ce	
  

qui	
   initie	
   l’activité	
   GAP.	
   L’expression	
   d’un	
   mutant	
   ne	
   pouvant	
   s’oligomériser	
   (dynK694A)	
  

stimule	
   l’endocytose.	
  Les	
  auteurs	
  suggèrent	
  que	
   l’activation	
  de	
   la	
  GAP	
  est	
  générée	
   lors	
  de	
  

l’empilement	
   des	
   tétramères	
   qui	
   ne	
   peut	
   se	
   former	
   qu’à	
   l’issue	
   d’un	
   tour	
   complet	
   d’une	
  

spirale	
  de	
  dynamine	
  (Sever,	
  Muhlberg	
  et	
  al.	
  1999).	
  Il	
  	
  existe	
  alors	
  probablement	
  un	
  senseur	
  

qui	
  mesure	
  les	
  dimensions	
  du	
  cou	
  de	
  la	
  vésicule	
  afin	
  de	
  suivre	
  la	
  progression	
  de	
  la	
  réaction	
  

de	
  fission.	
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c. Le	
  domaine	
  «	
  pleckstrin	
  homology	
  »	
  

Le	
   domaine	
   PH	
   interagit	
   avec	
   les	
   phospholipides	
   acides	
   du	
   feuillet	
   interne	
   de	
   la	
  

membrane	
   plasmique	
   et	
   avec	
   le	
   PI(4,5)P2	
   en	
   particulier,	
   via	
   des	
   acides	
   aminés	
   chargés	
  

positivement	
  au	
  sein	
  de	
  ce	
  domaine	
  PH.	
  Initialement,	
  l’affinité	
  d’un	
  unique	
  domaine	
  PH	
  pour	
  

des	
   lipides	
   anioniques	
   est	
   faible.	
   En	
   revanche,	
   la	
   liaison	
   coopérative	
   des	
   domaines	
   PH	
   du	
  

polymère	
  de	
  dynamine	
  augmente	
  l’avidité	
  (Klein,	
  Lee	
  et	
  al.	
  1998).	
  Le	
  domaine	
  PH	
  présente	
  

des	
   boucles	
   variables	
   et	
   hydrophobes	
   d’insertion	
   dans	
   la	
  membrane	
   (VL)	
   (Ramachandran,	
  

Pucadyil	
   et	
   al.	
   2009).	
   La	
   boucle	
   VL1	
   génère	
   des	
   courbures	
   membranaires	
   	
   et	
   promeut	
   la	
  

scission	
  en	
  déstabilisant	
   la	
  bicouche	
   lipidique.	
   Les	
   isoformes	
  dynamine-­‐1	
  et	
   -­‐2	
   	
  présentent	
  

des	
  aptitudes	
  différentes	
  dans	
   la	
  génération	
  des	
  courbures	
  membranaires	
  sur	
  des	
  modèles	
  

lipidiques	
   et	
   ceci	
   est	
   dû	
   à	
   un	
   acide	
   aminé	
   de	
   différence	
   dans	
   la	
   boucle	
   variable	
   VL3(Liu,	
  

Neumann	
   et	
   al.	
   2011).	
   En	
   effet,	
   la	
   dynamine-­‐1	
   est	
   capable	
   de	
   générer	
   des	
   courbures	
  

membranaires	
   entraînant	
   la	
   formation	
   de	
   vésicules	
   tandis	
   que	
   la	
   dynamine-­‐2	
   a	
   peu	
  

d’activité.	
   Le	
   remplacement	
   d’une	
   leucine	
   dans	
   la	
   boucle	
   VL3	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   par	
   une	
  

tyrosine	
  présente	
  dans	
  la	
  boucle	
  VL3	
  de	
  la	
  dynamine-­‐1,	
  est	
  suffisant	
  à	
  conférer	
  la	
  capacité	
  de	
  

générer	
   des	
   courbures	
  membranaires.	
   La	
   dynamine-­‐2	
   est	
   plus	
   dépendante	
   aux	
   courbures	
  

membranaires	
  et	
  est	
  impliquée	
  dans	
  l’endocytose	
  lente.	
  

d. Le	
  domaine	
  riche	
  en	
  proline	
  (PRD)	
  

La	
  dynamine	
  possède	
  plusieurs	
  motifs	
  PXXP	
  inclus	
  dans	
  son	
  domaine	
  PRD.	
  	
  Elle	
  peut	
  alors	
  

interagir	
   avec	
   une	
   trentaine	
   de	
   protéines	
   possédant	
   un	
   domaine	
   SH3	
   et	
   ainsi	
   exercer	
  

différentes	
   fonctions	
   cellulaires.	
   Au	
   cours	
   de	
   l’endocytose	
   dépendante	
   de	
   la	
   clathrine,	
   la	
  

dynamine-­‐2	
   est	
   recrutée	
   par	
   des	
   protéines	
   contenant	
   des	
   domaines	
   BAR	
  

(«	
  Bin/Amphiphysin/Rvs	
  »),	
   impliquées	
   dans	
   la	
   détection	
   des	
   courbures	
   membranaires	
  

comme	
  notamment	
   l’endophiline,	
   l’amphiphysine	
  (David,	
  McPherson	
  et	
  al.	
  1996,	
  Ringstad,	
  

Gad	
  et	
  al.	
  1999,	
  Takei,	
  Slepnev	
  et	
  al.	
  1999,	
  Sundborger,	
  Soderblom	
  et	
  al.	
  2011).	
  La	
  dynamine	
  

est	
  également	
  mise	
  en	
  relation	
  avec	
   le	
  réseau	
  d’actine	
  par	
   le	
  biais	
  de	
  son	
   interaction	
  avec	
  

des	
  protéines	
  de	
  liaison	
  à	
  l’actine	
  comme	
  la	
  cortactine	
  ou	
  Abp1	
  («	
  Actin	
  binding	
  protein	
  1	
  »)	
  

(McNiven,	
  Kim	
  et	
  al.	
  2000,	
  Kessels,	
  Engqvist-­‐Goldstein	
  et	
  al.	
  2001).	
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4. La	
  dynamine	
  et	
  ses	
  fonctions	
  cellulaires	
  

La	
  dynamine	
  fut	
  très	
  tôt	
  associée	
  à	
  son	
  activité	
  de	
  scission	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose.	
  

Cependant,	
  ces	
  dernières	
  années,	
  de	
  nombreuses	
  études	
  dans	
  différents	
  domaines	
  tels	
  que	
  

la	
   cancérologie,	
   la	
  biologie	
  cellulaire,	
   la	
  neurologie	
  ou	
   la	
  myologie	
  ont	
   révélé	
  de	
  nouvelles	
  

fonctions	
  pour	
  cette	
   large	
  GTPase.	
  Dans	
  cette	
  partie,	
   je	
  présenterai	
   le	
  rôle	
  de	
   la	
  dynamine	
  

dans	
  l’endocytose	
  suivi	
  de	
  son	
  rôle	
  dans	
  la	
  régulation	
  du	
  cytosquelette.	
  

a. Rôle	
  de	
  la	
  dynamine	
  dans	
  l’endocytose	
  

i. Initiation	
  de	
  l’endocytose	
  dépendante	
  de	
  la	
  clathrine	
  	
  

L’endocytose	
  	
  dépendante	
  de	
  la	
  clathrine	
  est	
  la	
  voie	
  d’endocytose	
  la	
  mieux	
  caractérisée	
  

dans	
  la	
  littérature.	
  Elle	
  permet	
  l’internalisation	
  de	
  récepteurs	
  membranaires	
  et	
  de	
  molécules	
  

extracellulaires	
   par	
   la	
   formation	
   d’une	
   invagination	
   de	
   la	
   membrane	
   plasmique.	
   Cette	
  

invagination	
   est	
   possible	
   grâce	
   à	
   l’assemblage	
   d’un	
   manteau	
   de	
   clathrine	
   sur	
   le	
   feuillet	
  

interne	
  de	
   la	
  membrane.	
  La	
  clathrine	
  est	
  une	
  protéine	
  hexamérique	
  et	
  constituée	
  de	
   trois	
  

chaînes	
   légères	
   (30kDa)	
   qui	
   chacune	
   s’associent	
   à	
   une	
   chaîne	
   lourde	
   (190	
   kDa).	
   Les	
   trois	
  

chaînes	
   lourdes	
   sont	
   associées	
   par	
   leur	
   domaine	
   C-­‐terminal	
   et	
   ensemble	
   forment	
   un	
  

«	
  triskèle	
  »	
  (Figure	
  26).	
  

In	
  vitro,	
  les	
  «	
  triskèles	
  »	
  s’assemblent	
  spontanément	
  en	
  cages.	
  Cependant,	
  en	
  conditions	
  

physiologiques,	
   leur	
  assemblage	
  sur	
   le	
   feuillet	
   interne	
  de	
   la	
  membrane	
  plasmique	
  requiert	
  

des	
   facteurs	
   appelés	
   protéines	
   d’assemblage.	
   La	
   cinétique	
   du	
   recrutement	
   des	
   protéines	
  

impliquées	
   dans	
   la	
   nucléation	
   des	
   puits	
   couverts	
   de	
   clathrine	
   (CCPs)	
   n’est	
   pas	
   totalement	
  

élucidée.	
   Toutefois,	
   le	
   complexe	
   AP-­‐2,	
   les	
   protéines	
   FCHo	
   («	
  Fer/Cip4	
   homology	
   domain	
  

only	
  »)	
   et	
   Eps15	
   («	
  EGFR	
   pathway	
   substrate	
   15	
  »)	
   sont	
   indispensables	
   au	
   recrutement	
   du	
  

manteau	
   de	
   clathrine	
   (Figure	
   26)	
   (Reider,	
   Barker	
   et	
   al.	
   2009,	
   Stimpson,	
   Toret	
   et	
   al.	
   2009,	
  

Henne,	
  Boucrot	
  et	
  al.	
  2010,	
  Cocucci,	
  Aguet	
  et	
  al.	
  2012)	
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Figure	
  26	
   :	
  Photos	
  de	
  microscopie	
  électronique	
  de	
   la	
   clathrine.	
   (A)	
  Cage	
  de	
  clathrine	
  vide	
  isolée	
  à	
  
partir	
   du	
   cerveau	
  qui	
  présente	
  une	
   structure	
  en	
  polygone.	
  Barre	
  d’échelle	
  0,05	
  µm	
  ;	
  Grossisement	
  
230,000X	
  (B)	
  Vue	
  de	
  la	
  surface	
  cytoplasmique	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  de	
  cellule	
  du	
  foie	
  avec	
  de	
  
nombreux	
   puits	
   couverts	
   de	
   clathrine,	
   et	
   des	
   filaments.	
   Barre	
   d’échelle	
   0,1	
   µm	
   (C)	
   Triskèles	
   de	
  
clathrine	
  visualisés	
  par	
  microscopie	
  électronique.	
  Barre	
  d’échelle	
  0,05	
  µm	
  ;	
  Grossisement	
  580,000X.	
  
Tiré	
  de	
  (Steer	
  and	
  Klausner	
  1983)	
  

 

Le	
  complexe	
  AP-­‐2	
  va	
  permettre	
  le	
  recrutement	
  de	
  protéines	
  accessoires	
  qui	
  stabilisent	
  le	
  

puits	
  de	
  clathrine	
  et	
   favorisent	
   le	
  recrutement	
  des	
  cargos.	
   Il	
   interagit	
  directement	
  avec	
   les	
  

motifs	
   cytosoliques	
   de	
   certains	
   récepteurs	
   transmembranaires,	
   avec	
   des	
   protéines	
  

adaptatrices	
  en	
  lien	
  avec	
  le	
  cargo,	
  mais	
  également	
  avec	
  le	
  PI(4,5)P2.	
  La	
  protéine	
  Eps15,	
  quant	
  

à	
  elle,	
  est	
  constitutivement	
  associée	
  au	
  complexe	
  AP-­‐2	
  et	
  participe	
  à	
  l’assemblage	
  des	
  puits.	
  

La	
  protéine	
  FCHo	
  possède	
  un	
  domaine	
  F-­‐BAR	
  responsable	
  de	
  la	
  déformation	
  des	
  membranes	
  

peu	
   courbées.	
   	
   Les	
   epsines	
  qui	
   se	
   caractérisent	
  par	
  un	
  domaine	
  ENTH	
   («	
  epsin	
  N-­‐terminal	
  

homology	
   domain	
  »)	
   favorisent	
   elles	
   aussi	
   la	
   courbure	
   membranaire	
   responsable	
   de	
  

l’invagination.	
   Ce	
   domaine	
   ENTH	
   s’introduit	
   dans	
   le	
   feuillet	
   interne	
   de	
   la	
   membrane	
  

plasmique	
  et	
  se	
   lie	
  au	
  PI(4,5)P2.	
  La	
  taille	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose	
  couvertes	
  de	
  clathrine	
  

(CCVs)	
   est	
   régulée	
   par	
   la	
   protéine	
   CALM	
   («	
  clathrin	
   assembly	
   lymphoid	
  myeloid	
   leukemia	
  

protein	
  »)	
  et	
  son	
  hélice	
  amphiphatique	
  qui	
  détecte	
  les	
  courbures	
  membranaires.	
  Elle	
  régule	
  

ainsi	
  la	
  maturation	
  des	
  	
  CCPs.	
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Figure	
   27	
   :	
   Deux	
   modèles	
   d’initiation	
   de	
   l’endocytose.	
   (A)	
   Le	
   complexe	
   AP-­‐2	
   est	
   recruté	
   à	
   la	
  
membrane	
   plasmique	
   en	
   premier,	
   puis	
   recrute	
   la	
   clathrine	
   et	
   les	
   protéines	
   accessoires	
   (CLASPs,	
  
«	
  clathrine	
  associated	
  sorting	
  proteins	
  »)	
  qui	
  permettront	
  la	
  courbure	
  membranaire.	
  (B)	
  La	
  protéine	
  
FCHo	
   lie	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   et	
   induit	
   la	
   courbure	
   membranaire	
   qui	
   permet	
   par	
   la	
   suite	
   le	
  
recrutement	
  d’AP-­‐2,	
  de	
  la	
  clathrine	
  et	
  des	
  protéines	
  accessoires.	
  Adapté	
  de	
  (Merrifield	
  2012).	
  

 

ii. Le	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine	
  au	
  site	
  de	
  l’endocytose	
  

clathrine	
  dépendante	
  

L’assemblage	
   de	
   toutes	
   ces	
   protéines	
   accessoires	
   et	
   la	
   polymérisation	
   de	
   la	
   clathrine	
  

génèrent	
  une	
  force	
  qui	
  certes	
  induit	
  l’invagination,	
  mais	
  reste	
  insuffisante	
  pour	
  la	
  séparation	
  

de	
   la	
   vésicule	
   de	
   la	
   membrane	
   plasmique.	
   Le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

l’endocytose	
  est	
  dépendante	
  de	
  son	
  domaine	
  PRD	
  et	
  non	
  de	
  son	
  interaction	
  avec	
  la	
  clathrine	
  

(Shpetner,	
  Herskovits	
  et	
  al.	
  1996).	
  Plusieurs	
  protéines	
  ont	
  été	
  mises	
  en	
  évidence	
  pour	
   leur	
  

capacité	
   d’interaction	
   et	
   de	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   site	
   de	
   l’internalisation	
  :	
  

l’amphiphysine,	
   l’endophiline,	
   la	
  SNX9	
  («	
  sorting	
  nexin	
  9	
  »)	
  et	
   l’intersectine	
  (Figure	
  28).	
  Ces	
  

protéines	
  possèdent	
  des	
  domaines	
  SH3	
  chargés	
  négativement	
  capable	
  de	
  lier	
  les	
  séquences	
  

riches	
  en	
  proline	
  de	
  la	
  dynamine.	
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Figure	
  28	
  :	
  Les	
  protéines	
  à	
  domaines	
  SH3,	
  partenaires	
  de	
  la	
  dynamine	
  au	
  cours	
  de	
  l’endocytose.	
  PH,	
  
«	
  Pleckstrin	
  homology	
  »	
  ;	
  GED,	
  «	
  GTPase	
  enhance	
  domain	
  »	
  ;	
  PRD	
  «	
  Prolin	
  rich	
  domain	
  »	
  ;	
  EH,	
  «	
  Eps15	
  
homology	
  »	
  ;	
   CC,	
   «	
  coiled-­‐coil	
  »	
  ;	
   SH3,	
   «	
  Src	
   homology	
   type	
   3	
  »	
  ;	
   PX,	
   «	
  Phox	
   domain	
  »	
  ;	
   	
   BAR,	
  
«	
  Bin/amphiphysin/Rvs	
  ».	
  Adapté	
  de	
  (Lundmark	
  and	
  Carlsson	
  2003,	
  Sundborger	
  and	
  Hinshaw	
  2014)	
  

 

Tout	
   d’abord,	
   l’intersectine	
   est	
   une	
   protéine	
   d’échafaudage	
   identifiée	
   dans	
   les	
  

ovocytes	
   de	
   Xenopus	
   laevis,	
   comme	
   une	
   protéine	
   à	
   multi-­‐domaines	
  contenant	
   deux	
  

domaines	
   EH	
   («	
  Eps15	
   homology	
  »),	
   une	
   région	
   centrale	
   en	
   hélice,	
   et	
   cinq	
   domaines	
   SH3.	
  

Des	
  expériences	
  de	
  sélection	
  par	
  affinité	
  avec	
  les	
  domaines	
  SH3	
  ont	
  permis	
  d’identifier	
  deux	
  

protéines	
   associées	
   à	
   l’endocytose	
  :	
   la	
   dynamine	
   et	
   la	
   phosphatase	
   synaptojanine	
  

(Yamabhai,	
   Hoffman	
   et	
   al.	
   1998).	
   Ce	
   premier	
   résultat	
   suggère	
   le	
   rôle	
   potentiel	
   de	
  

l’intersectine	
   dans	
   l’endocytose.	
   Plus	
   tard,	
   des	
   expériences	
   de	
   déplétion	
   transitoire	
   de	
  

l’intersectine	
   dans	
   des	
   neurones	
   ou	
   une	
   lignée	
   de	
   cellules	
   épithéliales	
   montreront	
   une	
  

inhibition	
  de	
  l’internalisation	
  de	
  l’EGF	
  et	
  de	
  la	
  transferrine	
  respectivement(Martin,	
  Mohney	
  

et	
   al.	
   2006,	
   Thomas,	
   Ritter	
   et	
   al.	
   2009).	
   Cependant,	
   chez	
   des	
   souris	
   dépourvues	
   du	
   gène	
  

codant	
  pour	
  l’intersectine,	
  aucun	
  effet	
  n’est	
  observé	
  sur	
   l’internalisation	
  de	
  la	
  transferrine,	
  

ce	
  qui	
  est	
  significatif	
  de	
  l’existence	
  probable	
  de	
  mécanismes	
  compensatoires	
  exercés	
  par	
  les	
  

différentes	
   isoformes	
   de	
   la	
   protéine	
   (Das,	
   Scappini	
   et	
   al.	
   2007).	
   Des	
   études	
   chez	
   la	
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drosophile	
   révèlent	
   qu’une	
   mutation	
   de	
   Dap160,	
   orthologue	
   de	
   l’intersectine,	
   	
   entraïne	
  

d’une	
  part	
  une	
  réduction	
  de	
  la	
  dynamine	
  et	
  de	
  l’endophiline	
  au	
  site	
  d’endocytose	
  et	
  d’autre	
  

part,	
   une	
   diminution	
   du	
   nombre	
   de	
   vésicules	
   d’endocytose	
   intracellulaires.	
   L’absence	
   de	
  

l’intersectine	
   induit	
   la	
   formation	
   d’invaginations	
   membranaires	
   couvertes	
   de	
   clathrine	
  

bloquées	
  à	
  un	
   stade	
   intermédiaire	
  et	
   la	
   formation	
  vésicules	
  de	
   taille	
   aberrante	
   visualisées	
  

par	
   microscopie	
   électronique	
   (Koh,	
   Verstreken	
   et	
   al.	
   2004,	
   O'Bryan	
   2010).	
   L’intersectine	
  

interagit	
   aussi	
   avec	
   les	
   composés	
   du	
   réseau	
   d’actine	
   notamment	
   Cdc42	
   et	
   N-­‐WASP	
   et	
  

favorise	
  le	
  remodelage	
  du	
  cytosquelette	
  (Hussain,	
  Jenna	
  et	
  al.	
  2001,	
  Pechstein,	
  Shupliakov	
  et	
  

al.	
  2010).	
  	
  

Ensuite,	
  l’amphiphysine	
  et	
  l’endophiline	
  possèdent	
  un	
  domaine	
  N-­‐BAR,	
  en	
  plus	
  de	
  leurs	
  

domaines	
  SH3.	
  Par	
  homodimérisation,	
  ces	
  protéines	
  détectent	
  les	
  courbures	
  membranaires	
  

positives	
   grâce	
   à	
   une	
   hélice	
   amphiphatique	
   présente	
   dans	
   leur	
   partie	
   N-­‐terminale.	
   Cette	
  

hélice	
   s’insère	
   dans	
   la	
   bicouche	
   lipidique	
   et	
   favorise	
   les	
   fortes	
   courbures	
   membranaires.	
  

Ainsi	
  l’endophiline	
  et	
  l’amphiphysine	
  augmentent	
  les	
  courbures	
  initiées	
  par	
  la	
  protéine	
  FCHo	
  

recrutée	
   précocement	
   au	
   site	
   de	
   l’endocytose.	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   dynamine-­‐2	
   se	
   lie	
  

préférentiellement	
  aux	
  membranes	
   fortement	
   courbées	
  et	
   aux	
   cous	
  des	
  puits	
   couverts	
  de	
  

clathrine	
   (Takei,	
   McPherson	
   et	
   al.	
   1995,	
   Roux,	
   Koster	
   et	
   al.	
   2010).	
   Une	
   étude	
   élégante	
  

utilisant	
  la	
  technique	
  d’édition	
  du	
  génome	
  dans	
  une	
  lignée	
  cellulaire	
  de	
  fibroblastes	
  à	
  permis	
  

d’observer	
   par	
   microscopie	
   à	
   fluorescence	
   la	
   dynamine-­‐2	
   endogène	
   couplée	
   à	
   l’eGFP	
  

(«	
  enhanced	
   Green	
   fluorescent	
   protein	
  »)	
   lors	
   de	
   l’endocytose.	
   Cette	
   étude	
   révèle	
   qu’il	
  

existe	
   une	
   coopération	
   entre	
   l’amphyphisine	
   et	
   l’endophiline	
   dans	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
  

dynamine-­‐2	
   aux	
   CCPs.	
   La	
   déplétion	
   par	
   ARN	
   interférence	
   de	
   ces	
   deux	
   protéines	
  

individuellement	
   n’affecte	
   pas	
   l’internalisation	
   de	
   la	
   transferrine	
   ni	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
  

dynamine.	
  En	
  revanche	
  la	
  déplétion	
  concomitante	
  de	
  ces	
  deux	
  protéines	
  induit	
  à	
  la	
  fois	
  une	
  

diminution	
  significative	
  du	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  à	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  et	
  une	
  

diminution	
   de	
   l’internalisation	
   de	
   la	
   transferrine	
   (Meinecke,	
   Boucrot	
   et	
   al.	
   2013).	
  

L’amphiphysine	
   joue	
  un	
   rôle	
   clé	
  dans	
   la	
   localisation	
  précise	
  de	
   la	
  dynamine	
  et/ou	
  dans	
   sa	
  

fonction.	
   En	
   contrepartie,	
   la	
   déplétion	
   de	
   la	
   dynamine	
   empêche	
   le	
   recrutement	
   de	
  

l’endophiline	
  à	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  ce	
  qui	
  indique	
  une	
  coopération	
  entre	
  ces	
  dernières.	
  

Ces	
  résultats	
  ont	
  été	
  confirmés	
   in	
  vitro	
  grâce	
  à	
  des	
  vésicules	
  unilamellaires	
  géantes	
  (GUVs,	
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«	
  Giant	
  unilamellar	
  vesicles	
  »).	
  De	
  plus,	
  l’utilisation	
  d’un	
  mutant	
  de	
  la	
  dynamine	
  incapable	
  de	
  

lier	
   les	
   lipides,	
   et	
   de	
   l’endophiline	
   in	
   vitro	
   montre	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   et	
   son	
  

assemblage	
   à	
   la	
  membrane	
   lipidique	
   en	
   dépit	
   de	
   son	
   absence	
   de	
   liaison	
   aux	
   lipides.	
   Ceci	
  

confirme	
   que	
   le	
   domaine	
   PH	
   de	
   la	
   dynamine	
   n’est	
   pas	
   responsable	
   du	
   recrutement	
   de	
   la	
  

dynamine	
  au	
  site	
  de	
  l’endocytose	
  (Neumann	
  and	
  Schmid	
  2013).	
  En	
  conclusion,	
  les	
  protéines	
  

contenant	
  des	
  domaines	
  N-­‐BAR	
  sont	
  des	
  plateformes	
  de	
  recrutements	
  de	
  la	
  dynamine	
  aux	
  

cous	
  des	
  vésicules	
  couvertes	
  de	
  clathrine	
  (CCVs)	
  en	
  formation.	
  Elles	
  génèrent	
  la	
  courbure	
  qui	
  

favorise	
   le	
   recrutement	
   efficace	
   de	
   la	
   dynamine	
   et	
   son	
   assemblage	
   (Figure	
   29)	
   (Boucrot,	
  

Ferreira	
  et	
  al.	
  2015).	
  

	
  

	
  

Figure	
  29	
   :	
   Les	
   étapes	
   du	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   cours	
   de	
   l’endocytose	
   clathrine	
  
dépendante.	
   	
   Au	
   cours	
   de	
   l’assemblage	
   des	
   puits	
   de	
   clathrine,	
   les	
   protéines	
   aux	
   domaines	
   SH3	
  :	
  
intersectine,	
  amphipysine,	
  endophiline	
  sont	
  recrutées.	
  L’intersectine	
  sert	
  de	
  protéine	
  d’echaffaudage	
  
et	
   permet	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   et	
   d’autres	
   protéines	
   participant	
   au	
   processus.	
  
L’amphiphysine	
   et	
   l’endophiline	
   (protéines	
   BAR)	
   favorisent	
   l’invagination	
   membranaire	
   et	
   la	
  
formation	
   d’un	
   «	
  cou	
  »	
   	
   permettant	
   l’assemblage	
   de	
   la	
   dynamine	
   en	
   hélice.	
   L’hydrolyse	
   du	
   GTP	
  
conduit	
   à	
  des	
   réarrangements	
   conformationnels	
   	
  de	
   la	
  dynamine	
  qui	
  exerce	
   son	
  activité	
  de	
   fission	
  
des	
  membranes.	
  Adapté	
  de	
  	
  (Sundborger	
  and	
  Hinshaw	
  2014).	
  

	
  

Enfin,	
   la	
   «	
  sorting	
   nexin	
   9	
  »	
   (SNX9)	
   est	
   une	
   protéine	
   caractérisée	
   dans	
   sa	
   région	
   N-­‐

terminale	
   par	
   un	
   domaine	
   SH3,	
   suivi	
   d’une	
   région	
  de	
   faible	
   complexité	
   et	
   un	
   domaine	
  de	
  

liaison	
   aux	
   phosphoinositides	
   PX	
   («	
  phox	
  »)	
   dans	
   sa	
   région	
   C-­‐terminale	
   (Figure	
   28).	
   Une	
  

étude	
   menée	
   dans	
   des	
   cellules	
   hématopoïétiques	
   l’a	
   identifiée	
   comme	
   une	
   protéine	
   de	
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liaison	
   au	
   complexe	
   AP-­‐2.	
   Peu	
   après,	
   les	
   mêmes	
   auteurs	
   complètent	
   leurs	
   travaux	
   en	
  

démontrant	
  par	
  des	
  expériences	
  de	
  précipitations	
  et	
  de	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  que	
  la	
  SNX9	
  

lie	
   le	
   complexe	
   AP-­‐2	
   et	
   la	
   clathrine	
   via	
   sa	
   région	
   de	
   faible	
   complexité.	
   De	
   plus,	
   dans	
   le	
  

cytosol,	
  la	
  SNX9	
  forme	
  un	
  complexe	
  avec	
  la	
  dynamine-­‐2	
  par	
  le	
  biais	
  de	
  son	
  domaine	
  SH3.	
  Ce	
  

complexe	
   est	
  maintenu	
   inactif	
   par	
   une	
   aldolase	
   qui	
  masque	
   les	
   domaines	
   de	
   liaison	
  de	
   la	
  

SNX9	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique,	
   à	
   AP-­‐2	
   et	
   à	
   la	
   clathrine.	
   La	
   phosphorylation	
   du	
   site	
   de	
  

liaison	
   de	
   l’aldolase	
   sur	
   la	
   SNX9	
   induit	
   une	
   dissociation	
   de	
   l’adolase	
   et	
   le	
   recrutement	
   du	
  

complexe	
   SNX9-­‐dynamine-­‐2	
   à	
   la	
  membrane	
  plasmique.	
   Il	
   y	
   a	
   	
   alors	
   une	
   co-­‐localisation	
  du	
  

complexe	
  AP-­‐2,	
  de	
  la	
  clathrine,	
  de	
  la	
  SNX9	
  et	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  au	
  site	
  de	
  bourgeonnement	
  

des	
  vésicules	
  d’endocytose.	
  De	
  plus,	
  la	
  déplétion	
  de	
  la	
  SNX9	
  dans	
  les	
  cellules	
  Hela	
  aboutit	
  à	
  

une	
  altération	
  de	
   la	
  distribution	
  de	
   la	
  dynamine-­‐2	
  à	
   la	
  membrane	
  plasmique	
  ou	
  encore	
   la	
  

surexpression	
  d’un	
  mutant	
  dépourvu	
  de	
  son	
  domaine	
  C-­‐terminal	
   inhibe	
   l’internalisation	
  de	
  

la	
  transferrine.	
  L’ensemble	
  de	
  ces	
  résultats	
  montre	
  que	
  la	
  SNX9	
  est	
  une	
  protéine	
  régulatrice	
  

du	
   recrutement	
  de	
   la	
  dynamine-­‐2	
  à	
   la	
  membrane	
  plasmique	
  en	
  coopération	
  avec	
  d’autres	
  

protéines	
  accessoires	
  (Lundmark	
  and	
  Carlsson	
  2002,	
  Lundmark	
  and	
  Carlsson	
  2003,	
  Lundmark	
  

and	
  Carlsson	
  2004).	
  

	
  

iii. Recrutement	
  de	
  la	
  dynamine	
  dans	
  l’endocytose	
  

indépendante	
  de	
  la	
  clathrine	
  

Bien	
  que	
   l’endocytose	
  dépendante	
  de	
   la	
  clathrine	
  soit	
   la	
  plus	
  décrite,	
   il	
  existe	
  d’autres	
  

voies	
  d’endocytose	
  indépendante	
  de	
  ce	
  manteau	
  protéique.	
  	
  Ces	
  voies	
  peuvent	
  être	
  classées	
  

selon	
  la	
  taille	
  des	
  vésicules	
  formées,	
  la	
  présence	
  d’un	
  manteau	
  protéique,	
  la	
  polymérisation	
  

d’actine	
  ou	
  encore	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  dynamine.	
  Parmi	
  les	
  voies	
  dépendantes	
  de	
  la	
  dynamine	
  

se	
   distinguent	
   l’endocytose	
   dépendante	
   des	
   cavéoles	
   et	
   l’endocytose	
   du	
   récepteur	
   à	
  

l’interleukine-­‐2	
  (IL-­‐2R).	
  

Les	
  cavéoles	
  	
  sont	
  des	
  invaginations	
  membranaires	
  en	
  forme	
  de	
  	
  bulbe	
  de	
  50-­‐60nm.	
  Elles	
  

ont	
   été	
   l’une	
   des	
   premières	
   structures	
   décrites	
   comme	
   participant	
   à	
   l’endocytose	
  

indépendamment	
   de	
   la	
   clathrine.	
   Les	
   cavéolines	
   et	
   cavines	
   sont	
   les	
   protéines	
   structurales	
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qui	
  s’assemblent	
  et	
  donnent	
  un	
  aspect	
  en	
  spirale	
  très	
  caractéristique	
  des	
  cavéoles.	
  Les	
  effets	
  

de	
   la	
  suppression	
  de	
   l’activité	
  de	
   la	
  dynamine	
  par	
  des	
  anticorps	
  bloquants	
  ou	
  des	
  mutants	
  

dominants	
   négatifs	
   ont	
   été	
   analysés	
   par	
   microscopie	
   à	
   fluorescence	
   et	
   électronique.	
   Ces	
  

analyses	
  ont	
  révélé	
  d’une	
  part	
  la	
  colocalisation	
  entre	
  la	
  dynamine	
  et	
  la	
  caveoline	
  à	
  la	
  surface	
  

cellulaire	
   et	
   d’autre	
   part	
   l’inhibition	
   de	
   l’internalisation	
   de	
   la	
   sous-­‐unité	
   B	
   de	
   la	
   toxine	
  

cholérique,	
  cargo	
  caractéristique	
  de	
  cette	
  voie	
  (Henley,	
  Krueger	
  et	
  al.	
  1998,	
  Oh,	
  McIntosh	
  et	
  

al.	
   1998).	
   Le	
  mécanisme	
   détaillé	
   du	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   site	
   de	
   l’endocytose	
  

dépendante	
   des	
   cavéoles	
   n’est	
   pas	
   totalement	
   élucidé.	
   Cependant,	
   l’intersectine	
   est	
  

présente	
   avec	
   la	
   dynamine	
   et	
   SNAP-­‐23	
   en	
   complexe	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique.	
  

L’intersectine	
   et	
   la	
   dynamine	
   s’accumulent	
  préférentiellement	
   autour	
   des	
   cous	
   rattachant	
  

les	
  cavéoles	
  à	
  la	
  membrane	
  plasmique,	
  suggérant	
  ainsi	
  leur	
  rôle	
  dans	
  la	
  fission	
  des	
  vésicules.	
  

La	
   dépletion	
   de	
   l’intersectine	
   ou	
   la	
   surexpression	
   d’un	
  mutant	
   dominant	
   négatif	
   dans	
   des	
  

cellules	
   épithéliales	
   aboutissent	
   à	
   une	
   inhibition	
   de	
   la	
   fission	
   des	
   cavéoles.	
   De	
   plus,	
   une	
  

étude	
   in	
   vitro	
   a	
   démontré	
   que	
   le	
   premier	
   domaine	
   SH3	
   (SH3A)	
   de	
   l’intersectine	
   lie	
   la	
  

dynamine	
  2,	
  	
  stimule	
  son	
  oligomérisation	
  et	
  son	
  activité	
  GTPase	
  favorisant	
  ainsi	
  l’activité	
  de	
  

scission	
  de	
  cette	
  dernière	
  (Predescu,	
  Predescu	
  et	
  al.	
  2003,	
  Knezevic,	
  Predescu	
  et	
  al.	
  2011).	
  

L’endocytose	
  du	
  récepteur	
  à	
  l’IL-­‐2	
  ne	
  nécessite	
  pas	
  de	
  manteau	
  protéique.	
  Il	
  	
  se	
  localise	
  

dans	
   des	
  microdomaines	
  membranaires	
   riches	
   en	
   cholestérol	
   (Lamaze,	
   Dujeancourt	
   et	
   al.	
  

2001)	
   qui	
   s’invaginent	
   grâce	
   à	
   une	
   machinerie	
   dépendante	
   de	
   l’actine.	
   La	
   liaison	
   ligand-­‐

récepteur	
  va	
  induire	
  une	
  cascade	
  de	
  signalisation	
  via	
  la	
  PI3K	
  qui	
  conduit	
  au	
  recrutement	
  et	
  à	
  

l’activation	
  des	
  Rho	
  GTPases	
  Rac	
  et	
  RhoA	
  (Basquin	
  and	
  Sauvonnet	
  2013).	
  Les	
  kinases	
  PAK1	
  et	
  

PAK2	
  activées	
  en	
  aval	
  de	
  Rac	
  sont	
  requises	
  pour	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  la	
  cortactine	
  et	
  son	
  

recrutement	
  à	
   la	
  membrane	
  plasmique.	
  Une	
  fois	
  phosphorylée,	
   la	
  cortactine	
   interagit	
  avec	
  

N-­‐WASP,	
   nucléateur	
   de	
   l’actine	
  qui	
   stimule	
   la	
   polymérisation	
  de	
   l’actine	
  par	
   activation	
  du	
  

complexe	
   Arp2/3	
   (Sauvonnet,	
   Dujeancourt	
   et	
   al.	
   2005,	
   Grassart,	
   Dujeancourt	
   et	
   al.	
   2008,	
  

Grassart,	
  Meas-­‐Yedid	
   et	
   al.	
   2010).	
   Enfin	
   le	
  mécanisme	
  de	
   recrutement	
  de	
   la	
   dynamine	
   au	
  

site	
   de	
   l’internalisation	
   reste	
   à	
   élucider.	
   Cependant,	
   la	
   cortactine	
   est	
   essentielle	
   à	
   une	
  

internalisation	
  efficace	
  des	
  récepteurs	
  à	
  la	
  transferrine	
  et	
  de	
  la	
  chaîne	
  γc	
  de	
  l’IL-­‐2R.	
  Elle	
  fait	
  

le	
   lien	
   entre	
   la	
   dynamine	
   et	
   le	
   cytosquelette	
   d’actine	
   (Figure	
   30)	
   (Basquin,	
   Trichet	
   et	
   al.	
  

2015).	
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Figure	
  30	
   :	
  Modèle	
   d’endocytose	
   du	
   récepteur	
   de	
   l’IL-­‐2.	
   L’activation	
   de	
   la	
   PI3K	
   (sous-­‐unités	
   p85-­‐
p110)	
   en	
   aval	
   du	
   récepteur	
   à	
   l’IL-­‐2	
   conduit	
   à	
   l’activation	
   et	
   au	
   recrutement	
   de	
   Rac1	
   au	
   site	
  
d’internalisation.	
   Ceci	
   induit	
   alors	
   la	
   cascade	
   de	
   signalisation	
   Rac1-­‐Pak1-­‐coractine-­‐N-­‐WASP	
   3	
   qui	
  
stimule	
   la	
   polymérisation	
   d’actine-­‐F	
   via	
   le	
   complexe	
   Arp2/3.	
   La	
   cortactine	
   et	
   la	
   dynamine	
  
interagissent	
  et	
  conduisent	
  à	
  la	
  fission	
  de	
  la	
  vésicule.	
  (Basquin,	
  Malarde	
  et	
  al.	
  2013).	
  

 

iv. La	
  dynamine	
  et	
  le	
  mécanisme	
  de	
  fission	
  

De	
   nombreuses	
   études	
   ont	
   été	
   dédiées	
   à	
   la	
   compréhension	
   du	
   mécanisme	
  

moléculaire	
   de	
   fission	
   des	
   membranes	
   au	
   cours	
   de	
   l’endocytose.	
   L’une	
   des	
   premières	
  

observations	
  est	
  que	
  le	
  mécanisme	
  de	
  séparation	
  de	
  la	
  vésicule	
  couverte	
  de	
  clathrine	
  de	
  la	
  

membrane	
   plasmique	
   nécessite	
   la	
   présence	
   de	
   GTP	
   et	
   que	
   la	
   présence	
   de	
   GTP	
   non	
  

hydrolysable	
  (GTPγS) bloque	
  le	
  processus	
  (Lamaze,	
  Baba	
  et	
  al.	
  1993). 	
  La	
  dynamine	
  fut	
  l’une	
  

des	
  premières	
  protéines	
  identifiées	
  comme	
  impliquée	
  dans	
  ce	
  processus.	
  L’observation	
  par	
  

microscopie	
  électronique	
  de	
  la	
  dynamine	
  a	
  permis	
  d’avancer	
  l’hypothèse	
  selon	
  laquelle	
  elle	
  

pourrait	
   induire	
   la	
   contractilité	
   et	
   la	
   fusion	
   des	
   deux	
   extrémités	
   du	
   cou	
   des	
   vesicules	
  

d’endocytose	
  en	
  s’auto-­‐assemblant	
  sous	
  forme	
  d’un	
  anneau	
  (Hinshaw	
  and	
  Schmid	
  1995).	
  

Le	
   groupe	
   de	
   Jenny	
   Hinshaw	
   a	
   confirmé	
   que	
   la	
   fission	
   des	
   membranes	
   dans	
   ce	
  

contexte,	
  dépend	
  de	
  la	
  présence	
  de	
  GTP	
  et	
  de	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine.	
  Celle-­‐ci	
  est	
  

capable	
   de	
   se	
   polymériser	
   en	
   hélice	
   qui	
   entoure	
   et	
   déforme	
   les	
   membranes	
   en	
   tubules	
  

circulaires.	
  L’addition	
  de	
  GTP	
  induit	
  la	
  constriction	
  de	
  ces	
  tubules	
  aboutissant	
  à	
  leur	
  clivage	
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en	
   petites	
   vésicules	
   (Hinshaw	
   and	
   Schmid	
   1995,	
   Sweitzer	
   and	
   Hinshaw	
   1998,	
   Sundborger	
  

and	
  Hinshaw	
  2014).	
  L’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  est	
  stimulée	
  par	
  l’auto-­‐assemblage	
  des	
  monomères	
  

de	
  dynamine.	
  Des	
  études	
  biochimiques	
  et	
  structurales	
  indiquent	
  que	
  cette	
  hydrolyse	
  résulte	
  

de	
  l’interaction	
  des	
  	
  domaines	
  GTPases	
  entre	
  deux	
  anneaux	
  adjacents	
  de	
  l’hélice	
  formée	
  par	
  

le	
  polymère	
  de	
  dynamine	
   (Chappie,	
  Acharya	
  et	
  al.	
  2010,	
  Chappie,	
  Mears	
  et	
  al.	
  2011).	
  Ceci	
  

suggère	
  que	
  lors	
  du	
  cycle	
  hydrolytique	
  du	
  GTP,	
  les	
  oligomères	
  de	
  dynamine	
  suivent	
  un	
  cycle	
  

de	
   liaison/dissociation	
   entre	
   deux	
   anneaux	
   adjacents.	
   Ce	
   phénomène	
   induit	
   une	
   activité	
  

contractile	
  de	
  la	
  dynamine.	
  En	
  plus	
  de	
  cette	
  contractilité,	
  des	
  études	
  plus	
  détaillées	
  par	
  cryo-­‐

microscopie	
  électronique	
   révèleront	
  que	
   cette	
   contractilité	
   est	
   aussi	
   due	
  à	
  une	
   torsion	
  de	
  

l’hélice	
  de	
  dynamine	
  au	
  niveau	
  de	
  son	
  domaine	
  tige	
  («	
  stalk	
  »).	
  En	
  effet	
  15	
  dimères	
  par	
  tour	
  

d’hélice	
  de	
  dynamine	
  ont	
  été	
  observés	
  en	
  absence	
  de	
  GTP,	
  tandis	
  que	
  seuls	
  13	
  dimères	
  par	
  

tour	
  ont	
  été	
  trouvés	
  en	
  présence	
  de	
  GTP	
  non	
  hydrolysable	
  (Chen,	
  Zhang	
  et	
  al.	
  2004,	
  Mears,	
  

Ray	
  et	
  al.	
  2007).	
  De	
  ce	
  fait,	
  la	
  fission	
  semble	
  être	
  le	
  résultat	
  global	
  d’une	
  torsion	
  de	
  l’hélice	
  et	
  

de	
  la	
  compaction	
  entre	
  deux	
  anneaux	
  de	
  dynamine.	
  	
  

De	
   plus,	
   une	
   autre	
   étude	
   in	
   vitro,	
   basée	
   sur	
   l’utilisation	
   de	
   liposomes	
   géants	
   avec	
  

réservoir	
  de	
  membrane,	
  a	
  montré	
  que	
  les	
  courts	
  polymères	
  de	
  dynamine	
  sont	
  plus	
  efficaces	
  

dans	
  la	
  fission	
  des	
  membranes	
  que	
  les	
  polymères	
  de	
  grande	
  taille.	
  Une	
  autre	
  conclusion	
  de	
  

cette	
  étude	
  est	
  que	
  la	
  fission	
  des	
  membranes	
  est	
  concomitante	
  avec	
  la	
  dépolymérisation	
  de	
  

la	
  dynamine	
  (Pucadyil	
  and	
  Schmid	
  2008).	
  	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  résultats	
  et	
  d’autres	
  non	
  présentés	
  ici,	
  	
  permettent	
  de	
  proposer	
  un	
  	
  

modèle	
   de	
   fission	
   des	
  membranes	
   par	
   la	
   dynamine.	
   La	
   polymérisation	
   de	
   la	
   dynamine	
   en	
  

hélice	
  autour	
  du	
  cou	
  de	
   la	
   vésicule	
   conduit	
   à	
   la	
   constriction	
  de	
   la	
  membrane.	
  Puis	
   suite	
  à	
  

l’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  une	
  torsion	
  de	
  l’hélice	
  se	
  produit	
  conduisant	
  à	
  un	
  stade	
  d’hemi-­‐fission	
  de	
  

la	
  membrane.	
  L’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  affaiblit	
  la	
  liaison	
  du	
  polymère	
  de	
  dynamine	
  et	
  aboutit	
  à	
  sa	
  

dépolymérisation.	
  Ainsi	
   la	
   fission	
  complète	
  de	
   la	
  membrane	
  se	
  produit	
   (Lenz,	
  Morlot	
  et	
  al.	
  

2009)	
  (Figure	
  31).	
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Figure	
  31	
  :	
  Modèle	
  du	
  mécanisme	
  de	
  fission	
  des	
  membranes	
  par	
  la	
  dynamine.	
  (1)	
  La	
  dynamine	
  se	
  
polymérise	
  en	
  hélice	
  autour	
  d’un	
  tubule	
  membranaire.	
  Au	
  bout	
  d’un	
  tour	
  les	
  domaines	
  GTPases	
  des	
  
anneaux	
  voisins	
  se	
  font	
  face	
  et	
  se	
  dimérisent	
  induisant	
  une	
  compaction.	
  (2)	
  L’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  induit	
  
un	
   changement	
   conformationnel	
   qui	
   favorise	
   le	
   glissement	
   d’un	
   tour	
   d’hélice	
   sur	
   l’autre	
   et	
   un	
  
phénomène	
  de	
   constriction.	
   (3)	
   Suite	
   à	
   l’hydrolyse	
  du	
  GTP,	
   les	
   domaines	
  GTPases	
   se	
   séparent.	
   (4)	
  
Dissociation	
   du	
   polymère	
   de	
   dynamine	
   et	
   fission	
   de	
   la	
  membrane.	
   Adapté	
   de	
   (Faelber,	
   Gao	
   et	
   al.	
  
2013).	
  

 

Ce	
   mécanisme	
   de	
   fission	
   peut	
   être	
   régulé	
   par	
   les	
   protéines	
   SH3/BAR	
   telles	
   que	
  

l’amphiphysine	
   et	
   l’endophiline	
   qui	
   accompagnent	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   juste	
  

avant	
  la	
  fission	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose	
  dépendante	
  de	
  la	
  clathrine.	
  Une	
  étude	
  récente	
  a	
  

révélé	
  que	
  le	
  domaine	
  PRD	
  de	
  la	
  dynamine	
  se	
  localise	
  à	
  la	
  surface	
  du	
  polymère	
  de	
  dynamine	
  

à	
  proximité	
  du	
  domaine	
  GTPase,	
  suggérant	
  une	
   interaction	
  entre	
  ces	
  deux	
  domaines.	
  Ainsi	
  

les	
  protéines	
  SH3/BAR	
  pourraient	
  influencer	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine	
  assemblée	
  en	
  

polymère(Sundborger,	
  Fang	
  et	
  al.	
  2014).	
  

b. Rôle	
  de	
  la	
  dynamine	
  dans	
  la	
  régulation	
  du	
  cytosquelette	
  

Le	
   cytosquelette	
   est	
   un	
   système	
   structural	
   qui	
   coopère	
   avec	
   les	
   membranes	
  

cellulaires,	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  (MEC)	
  et	
  les	
  protéines	
  cytosoliques	
  afin	
  de	
  contrôler	
  des	
  

fonctions	
  cellulaires	
  essentielles	
  telles	
  que	
  le	
  maintien	
  de	
  leur	
  morphologie,	
  leur	
  division,	
  la	
  

migration	
   cellulaire,	
   et	
   le	
   trafic	
   intracellulaire.	
   Des	
   centaines	
   de	
   protéines	
   régulent	
   ce	
  

système.	
  Ces	
  dernières	
  années	
  la	
  dynamine	
  n’apparaît	
  plus	
  simplement	
  comme	
  une	
  GTPase	
  

régulant	
  uniquement	
  la	
  fission	
  de	
  membranes	
  mais	
  émerge	
  comme	
  une	
  protéine	
  	
  régulatrice	
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des	
   filaments	
  du	
  cytosquelette.	
  Dans	
  cette	
  partie,	
  nous	
  nous	
   intéresserons	
  d’une	
  part	
  à	
   la	
  

coopération	
   de	
   la	
   dynamine	
   et	
   de	
   l’actine	
   et	
   d’autre	
   part	
   de	
   la	
   coopération	
   dynamine-­‐

microtubules	
  (Figure	
  32).	
  

	
  

Figure	
  32	
  :	
  Influences	
  de	
  la	
  dynamine	
  sur	
  le	
  cytosquelette	
  d’actine.	
  Adapté	
  de	
  (Menon	
  and	
  Schafer	
  
2013)	
  

i. Dynamine	
  et	
  Actine	
  

• Coopération	
  entre	
  la	
  dynamine	
  et	
  l’actine-­‐F	
  durant	
  l’endocytose	
  

L’actine	
   et	
   la	
   dynamine	
   régulent	
   l’endocytose	
   dépendante	
   de	
   la	
   clathrine	
   mais	
   aussi	
  

d’autres	
  formes	
  d’endocytose	
  dans	
  les	
  cellules	
  de	
  mammifères.	
  Chez	
  la	
  levure,	
  les	
  filaments	
  

d’actine	
  sont	
  absolument	
  requis	
  pour	
  l’invagination	
  et	
  la	
  scission	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose.	
  

En	
  revanche	
  dans	
  les	
  cellules	
  de	
  mammifères	
  l’actine	
  n’est	
  pas	
  absolument	
  nécessaire	
  mais	
  

favorise	
   la	
   scission	
   des	
   vésicules	
   (Aghamohammadzadeh	
   and	
   Ayscough	
   2009,	
   Ferguson,	
  

Raimondi	
  et	
  al.	
  2009,	
  Taylor,	
  Lampe	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  

Une	
  étude	
  basée	
  sur	
   la	
  visualisation	
  par	
  microscopie	
  à	
  ondes	
  évanescentes	
  des	
  CCPs	
  a	
  

permis	
  d’observer	
   le	
  faible	
  recrutement	
  de	
   la	
  dynamine	
  et	
  de	
   l’actine	
  au	
  stade	
  précoce	
  de	
  

formation	
  de	
  la	
  vésicule.	
  Puis	
  l’actine-­‐F	
  est	
  recrutée	
  transitoirement	
  avant	
  une	
  accumulation	
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rapide	
  de	
  la	
  dynamine	
  qui	
  précède	
  la	
  scission	
  des	
  vésicules	
  (Merrifield,	
  Feldman	
  et	
  al.	
  2002).	
  

Les	
   facteurs	
   associés	
   à	
   la	
   machinerie	
   de	
   polymérisation	
   de	
   l’actine	
   tels	
   que	
   le	
   complexe	
  

Arp2/3,	
  la	
  protéine	
  N-­‐WASP	
  et	
  la	
  cortactine	
  sont	
  également	
  recrutés	
  (Merrifield,	
  Qualmann	
  

et	
  al.	
  2004,	
  Taylor,	
  Lampe	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  

Par	
   la	
   suite,	
   des	
   travaux	
   menés	
   sur	
   des	
   fibroblastes	
   de	
   souris	
   déplétées	
   pour	
   la	
  

dynamine-­‐1	
  et	
   la	
   dynamine-­‐2	
  montreront	
   un	
   enrichissement	
   de	
   l’actine-­‐F	
   et	
   du	
   complexe	
  

Arp2/3	
  au	
  site	
  des	
  invaginations	
  couvertes	
  de	
  clathrine,	
  indiquant	
  que	
  la	
  dynamine	
  n’est	
  pas	
  

requise	
  pour	
   l’assemblage	
  de	
   l’actine.	
  Cependant,	
   la	
  déstabilisation	
  du	
  réseau	
  d’actine	
  par	
  

des	
   drogues	
   (latrunculine	
   et	
   cytochalasine)	
   dans	
   des	
   cellules	
   dépourvues	
   de	
   dynamine	
  

augmente	
   la	
  proportion	
  de	
  puits	
  de	
  clathrine	
  peu	
  profonds	
  avec	
  de	
   larges	
  cous	
   (Ferguson,	
  

Raimondi	
   et	
   al.	
   2009).	
   Cette	
   observation	
   confirme	
   le	
   rôle	
   de	
   l’actine	
   dans	
   la	
   formation	
   et	
  

stabilisation	
  des	
  invaginations	
  membranaires,	
  par	
  le	
  biais	
  de	
  son	
  interaction	
  directe	
  avec	
  la	
  

dynamine	
  ou	
  indirecte	
  via	
  les	
  protéines	
  contenant	
  des	
  domaines	
  SH3/N-­‐BAR	
  (Kaksonen,	
  Sun	
  

et	
   al.	
   2003,	
   Merrifield,	
   Perrais	
   et	
   al.	
   2005,	
   Zhu,	
   Zhou	
   et	
   al.	
   2005).	
   L’interaction	
   actine-­‐

dynamine	
  favorise	
  donc	
  la	
  scission	
  des	
  vésicules	
  d’endocytose.	
  Cependant,	
  il	
  est	
  à	
  noter	
  que	
  

le	
   rôle	
   de	
   l’actine	
   dans	
   la	
   formation	
   des	
   puits	
   couverts	
   de	
   clathrine	
   dépend	
  de	
   la	
   tension	
  

membranaire.	
   En	
   effet,	
   une	
   étude	
   réalisée	
   sur	
   des	
   cellules	
   polarisées	
   (cellules	
   épithéliales	
  

MDCK)	
  montre	
  qu’à	
  la	
  membrane	
  apicale,	
  l’inhibition	
  de	
  la	
  dynamique	
  de	
  l’actine	
  induit	
  un	
  

arrêt	
  du	
  processus	
  de	
   formation	
  des	
  puits	
  couverts	
  de	
  clathrine	
  qui	
  gardent	
  une	
   forme	
  en	
  

«	
  U	
  »	
   tandis	
   qu’à	
   la	
  membrane	
   basolatérale,	
   les	
   puits	
   se	
   ferment	
   complètement.	
   En	
   bref,	
  

plus	
  la	
  tension	
  membranaire	
  est	
  élevée,	
  plus	
  l’actine	
  est	
  nécessaire	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  puits	
  

couverts	
  de	
  clathrine	
  (Boulant,	
  Kural	
  et	
  al.	
  2011).	
  

L’activité	
  GTPase	
  de	
   la	
  dynamine	
   influence	
  en	
  retour	
   l’assemblage	
  et	
   le	
  désassemblage	
  

de	
   l’actine-­‐F	
   au	
   site	
   des	
   structures	
   couvertes	
   de	
   clathrine	
   (CCS).	
   En	
   effet,	
   l’expression	
   de	
  

mutant	
   de	
   la	
   dynamine	
   sans	
   activité	
   GTPase	
   diminue	
   le	
   recrutement	
   de	
   l’actine-­‐F	
   et	
  

augmente	
  son	
  désassemblage	
  aux	
  CCS.	
  Il	
  existe	
  donc	
  une	
  interdépendance	
  entre	
  l’actine	
  et	
  

la	
  dynamine	
  durant	
  l’endocytose	
  clathrine	
  dépendante	
  (Taylor,	
  Lampe	
  et	
  al.	
  2012).	
  

La	
  collaboration	
  entre	
  la	
  dynamine	
  et	
  l’actine	
  est	
  aussi	
  présente	
  au	
  cours	
  de	
  l’endocytose	
  

clahtrine	
   indépendante	
   notamment	
   dans	
   l’endocytose	
   de	
   l’IL-­‐2R	
   comme	
   décrit	
  

précedemment	
   (Sauvonnet,	
   Dujeancourt	
   et	
   al.	
   2005).	
   La	
   cortactine	
   qui	
   lie	
   à	
   la	
   fois	
   le	
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domaine	
  PRD	
  de	
  la	
  dynamine	
  	
  et	
  le	
  complexe	
  Arp2/3	
  sert	
  de	
  véritable	
  pont	
  nécessaire	
  à	
  une	
  

internalisation	
  efficace	
  des	
  chaînes	
  β	
  et	
  γc	
  de	
  ce	
  récepteur.	
  

	
  

• Dynamine,	
  protrusions	
  membranaires	
  et	
  structures	
  d’adhésions	
  :	
  

La	
   dynamine-­‐2	
   a	
   été	
   trouvée	
   associée	
   à	
   différents	
   réseaux	
   d’actine	
   notamment	
   celui	
  

constituant	
   les	
  protrusions	
  membranaires	
   tels	
  que	
   les	
   lamellipodes,	
   les	
  «	
  ruffles	
  »	
  dorsaux,	
  

mais	
   aussi	
   aux	
   filaments	
   d’actine	
   composant	
   des	
   structures	
   spécialisées	
   comme	
   les	
  

podosomes,	
  les	
  invadopodes	
  et	
  les	
  pseudopodes.	
  Toutes	
  ces	
  structures	
  possèdent	
  un	
  réseau	
  

d’actine	
  branché	
  dynamique	
  résultant	
  de	
  l’action	
  du	
  complexe	
  nucléateur	
  d’actine	
  Arp2/3.	
  	
  

Deux	
  mécanismes	
  de	
  régulation	
  des	
   filaments	
  d’actine	
  par	
   la	
  dynamine	
  ont	
  été	
  mis	
  en	
  

évidence.	
  D’une	
  part,	
  un	
  mécanisme	
  indirect	
  par	
  le	
  biais	
  de	
  la	
  cortactine	
  et	
  d’autre	
  part	
  par	
  

une	
  liaison	
  directe	
  de	
  la	
  dynamine	
  et	
  l’actine-­‐F.	
  

En	
   effet,	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   niveau	
  des	
   «	
  ruffles	
  »	
   dorsaux	
   suite	
   à	
   une	
  

stimulation	
   par	
   le	
   facteur	
   de	
   croissance	
   PDGF	
   («	
  platelet-­‐derived	
   growth	
   factor	
  »)	
   est	
  

dépendant	
  de	
  son	
  domaine	
  PRD	
  (Krueger,	
  Orth	
  et	
  al.	
  2003).	
  En	
  effet,	
  la	
  dynamine-­‐2	
  interagit	
  

avec	
  la	
  cortactine	
  via	
  ce	
  domaine	
  et	
  se	
  localise	
  au	
  niveau	
  de	
  larges	
  «	
  ruffles	
  »	
  dorsaux.	
  Ces	
  

structures	
   ne	
   se	
   forment	
   pas	
   en	
   présence	
   du	
  mutant	
   dominant	
   négatif	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
  

tronquée	
  de	
  son	
  domaine	
  PRD.	
  De	
  plus,	
  ces	
  auteurs	
  ont	
  montré	
  que,	
  suite	
  à	
  la	
  stimulation	
  

dans	
  les	
  fibroblastes	
  par	
  le	
  PDGF,	
  il	
  y	
  a	
  la	
  formation	
  d’un	
  complexe	
  multiprotéique	
  composé	
  

de	
  N-­‐WASP,	
  Rac,	
  cortactine,	
  et	
  dynamine-­‐2	
  (Krueger,	
  Orth	
  et	
  al.	
  2003).	
  Une	
  autre	
  étude	
  in-­‐

vitro,	
   révèle	
   que	
   la	
   cortactine	
   stimule	
   l’activité	
   GTPase	
   intrinsèque	
   de	
   la	
   dynamine	
   2	
   et	
  

maintient	
   le	
   lien	
   entre	
   le	
   réseau	
   d’actine	
   et	
   la	
   dynamine	
   (Mooren,	
   Kotova	
   et	
   al.	
   2009).	
  

L’interaction	
   entre	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   la	
   cortactine	
   serait	
   également	
   requise	
   lors	
   de	
   la	
  

formation	
  des	
   podosomes	
   et	
   invadopodes.	
   Ces	
   structures	
   	
   adhésives	
   dynamiques	
   entre	
   la	
  

cellule	
   et	
   la	
   MEC,	
   formées	
   dans	
   les	
   macrophages,	
   les	
   ostéoclastes	
   ou	
   encore	
   les	
   cellules	
  

tumorales,	
  	
  permettent	
  la	
  libération	
  de	
  métalloprotéases	
  responsables	
  de	
  la	
  dégradation	
  de	
  

la	
  MEC.	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  ces	
  structures	
  ne	
  se	
  forment	
  pas	
  dans	
  les	
  cellules	
  exprimant	
  le	
  

mutant	
  de	
   la	
  dynamine	
  dominant	
  négatif	
  dépourvu	
  du	
  domaine	
  PRD	
   (DynΔPRD)	
  et	
  que	
   la	
  

cortactine	
   est	
   essentielle	
   à	
   leur	
   fonctionnement	
   (Baldassarre,	
   Pompeo	
   et	
   al.	
   2003,	
   Clark,	
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Whigham	
  et	
  al.	
  2007,	
  Tehrani,	
  Tomasevic	
  et	
  al.	
  2007,	
  Oser,	
  Yamaguchi	
  et	
  al.	
  2009).	
  De	
  plus,	
  

l’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine	
  est	
  également	
  impliquée	
  dans	
  le	
  remodelage	
  de	
  l’actine-­‐F.	
  

En	
  son	
  absence,	
  les	
  podosomes	
  se	
  forment	
  moins	
  fréquemment	
  et	
  présentent	
  un	
  faible	
  taux	
  

de	
  remodelage	
  comparé	
  aux	
  cellules	
  témoins	
  (Ochoa,	
  Slepnev	
  et	
  al.	
  2000).	
  	
  

Des	
   études	
   récentes	
   ont	
   révélé	
   la	
   présence	
   d’un	
   domaine	
   très	
   conservé	
   de	
   liaison	
   à	
  

l’actine	
  	
  (ABD)	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  tige	
  («	
  stalk	
  »)	
  de	
  la	
  dynamine	
  (Gu,	
  Yaddanapudi	
  et	
  al.	
  

2010).	
   Le	
   grouge	
   de	
   Sanja	
   Sever	
   a	
   mis	
   en	
   évidence	
   par	
   des	
   expériences	
   in	
   vitro	
   de	
   co-­‐

sédimentation	
   et	
   de	
  microscopie	
   électronique	
   que	
   la	
   dynamine	
   empaquette	
   les	
   filaments	
  

d’actine.	
  Dans	
   les	
   cellules,	
   l’expression	
  de	
   la	
  dynamine	
  mutée	
  au	
  niveau	
  du	
  domaine	
  ABD	
  	
  

réduit	
   la	
   formation	
  des	
   fibres	
   de	
   stress	
   et	
   altère	
   l’actine	
   corticale.	
  De	
  plus,	
   sous	
   sa	
   forme	
  

polymérisée	
  en	
  anneau,	
  le	
  dynamine	
  lie	
  préférentiellement	
  les	
  filaments	
  courts	
  d’actine	
  qui	
  

à	
   leur	
   tour	
   stimulent	
   l’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine	
   et	
   son	
   auto-­‐assemblage.	
  

L’oligomérisation	
  de	
   la	
   dynamine	
  dépendante	
  de	
   l’actine	
  est	
   également	
  dépendante	
  de	
   la	
  

capacité	
   de	
   la	
   dynamine	
   à	
   lier	
   et	
   hydrolyser	
   le	
   GTP	
   (Gu,	
   Chang	
   et	
   al.	
   2014).	
   	
   Enfin,	
   ces	
  

auteurs	
   ont	
   démontré	
   que	
   la	
   dynamine	
   polymérisée	
   favorise	
   le	
   décoiffage	
   des	
   filaments	
  

d’actine	
   en	
   déplaçant	
   la	
   gelsoline	
   de	
   leur	
   extrémité	
   barbue.	
   Ceci	
   induit	
   alors	
   une	
  

polymérisation	
  de	
  l’actine.	
  	
  

En	
   résumé,	
   de	
   nombreuses	
   évidences	
   supportent	
   l’idée	
   que	
   la	
   dynamine	
   agit,	
  

directement	
   ou	
   indirectement	
   via	
   la	
   cortactine,	
   sur	
   les	
   filaments	
   d’actine.	
   Son	
   activité	
  

GTPase	
  module	
  le	
  réseau	
  d’actine	
  cellulaire	
  en	
  stimulant	
  la	
  polymérisation	
  ou	
  le	
  remodelage	
  

de	
  l’actine-­‐F.	
  

ii. Dynamine	
  et	
  Microtubules	
  

Depuis	
  sa	
  découverte	
  en	
  tant	
  que	
  protéine	
  de	
  liaison	
  des	
  microtubules,	
  la	
  dynamine	
  a	
  

été	
   impliquée	
   dans	
   de	
   nombreux	
   processus	
   dépendant	
   de	
   ceux-­‐ci,	
   à	
   savoir,	
   la	
   mitose,	
   la	
  

maintenance	
   de	
   la	
   structure	
   du	
   centrosome	
   et	
   dans	
   la	
   dynamique	
   de	
   déstabilisation	
   des	
  

microtubules.	
  

Durant	
  l’interphase,	
  la	
  dynamine	
  colocalise	
  avec	
  la	
  γ-­‐tubuline	
  au	
  centrosome.	
  Lors	
  de	
  

la	
   formation	
  du	
   fuseau	
  mitotique,	
   la	
   dynamine	
   se	
   retrouve	
   tout	
   au	
   long	
  des	
  microtubules	
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puis	
  à	
  un	
  stade	
  plus	
   tardif	
  au	
  niveau	
  du	
  corps	
   intermédiaire	
   (Thompson,	
  Skop	
  et	
  al.	
  2002,	
  

Hamao,	
  Morita	
  et	
  al.	
  2009).	
  Dans	
  des	
  cellules	
  dépourvues	
  de	
  dynamine-­‐2,	
  bien	
  que	
  le	
  fuseau	
  

mitotique	
   paraisse	
   normal,	
   le	
   temps	
   de	
   division	
   complète	
   est	
   plus	
   long	
   comparé	
   à	
   des	
  

cellules	
   témoins	
   (Liu,	
   Surka	
   et	
   al.	
   2008).	
   De	
   même,	
   la	
   diminution	
   de	
   l’expression	
   de	
   la	
  

dynamine	
   chez	
   Caenorhabditis	
   elegans	
   	
   induit	
   un	
   arrêt	
   de	
   la	
   cytokinèse	
   .	
   Ces	
   résultats	
  

soutiennent	
  un	
  l	
  rôle	
  direct	
  de	
  la	
  dynamine	
  dans	
  la	
  division	
  cellulaire.	
  

Le	
  rôle	
  de	
  la	
  dynamine	
  dans	
  le	
  maintien	
  de	
  la	
  structure	
  des	
  centrosomes	
  a	
  aussi	
  été	
  

démontré	
   par	
   ARN	
   interférence	
   dans	
   des	
   fibroblastes.	
   En	
   absence	
   de	
   dynamine-­‐2,	
   les	
  

centrosomes	
  sont	
  séparés	
  d’environ	
  3	
  µm	
  sans	
  modification	
  apparente	
  de	
  l’organisation	
  des	
  

microtubules.	
  Il	
  reste	
  donc	
  à	
  déterminer	
  le	
  rôle	
  fonctionnel	
  de	
  cette	
  activité	
  de	
  la	
  dynamine	
  

(Thompson,	
  Cao	
  et	
  al.	
  2004).	
  

Le	
   domaine	
   PRD	
   de	
   la	
   dynamine	
   régule	
   négativement	
   son	
   interaction	
   avec	
   les	
  

microtubules.	
  En	
  effet,	
  l’expression	
  d’un	
  mutant	
  	
  de	
  la	
  dynamine	
  dépourvu	
  de	
  la	
  portion	
  C-­‐

terminale	
  du	
  domaine	
  PRD	
  confère	
  une	
   résistance	
  à	
   la	
  dépolymérisation	
  des	
  microtubules	
  

induite	
  par	
  le	
  froid	
  et	
  se	
  localise	
  tout	
  le	
  long	
  des	
  microtubules	
  durant	
  l’interphase	
  (Hamao,	
  

Morita	
  et	
  al.	
  2009).	
  Dans	
  des	
  cellules	
  déplétées	
  en	
  dynamine-­‐2	
  le	
  nombre	
  de	
  microtubules	
  

stables	
   caractérisés	
  par	
   la	
   tubuline	
  acétylée	
  est	
   considérablement	
   augmenté	
   comparé	
  aux	
  

cellules	
  exprimant	
   la	
  dynamine-­‐2	
   (Tanabe	
  and	
  Takei	
  2009,	
  Henmi,	
  Tanabe	
  et	
  al.	
  2011).	
  De	
  

plus	
  la	
  stabilisation	
  des	
  microtubules	
  induit	
  un	
  défaut	
  de	
  transport	
  des	
  vésicules	
  dérivées	
  de	
  

l’appareil	
   de	
   Golgi.	
   	
   Par	
   conséquent,	
   la	
   dynamine-­‐2	
   pourrait	
   indirectement	
   contrôler	
   la	
  

dynamique	
  des	
  microtubules	
  durant	
  la	
  mitose	
  et	
  influencer	
  le	
  transport	
  vésiculaire.	
  

c. Dynamine	
  et	
  phagocytose	
  

La	
   dynamine-­‐2	
   fut	
   identifiée	
   comme	
   étant	
   un	
   acteur	
   moléculaire	
   au	
   cours	
   des	
  

phagocytoses	
  FcR,	
  CR3	
  et	
  zymosan	
  dans	
  une	
  étude	
  menée	
  par	
  l’équipe	
  d’Alan	
  Aderem.	
  Cette	
  

GTPase	
   est	
   enrichie	
   dans	
   les	
   coupes	
   phagocytaires	
   et	
   l’expression	
   du	
   mutant	
   dominant	
  

négatif	
  DynK44A,	
  qui	
  ne	
  peut	
  ni	
   lier	
  ni	
  hydrolyser	
   le	
  GTP	
   induit	
  un	
  défaut	
  d’internalisation	
  

des	
  particules.	
  Dans	
  les	
  cellules	
  exprimant	
  le	
  mutant	
  DynK44A,	
  l’observation	
  par	
  microscopie	
  

électronique	
   à	
   balayage	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   révèle	
   un	
   arrêt	
   de	
   l’extension	
   des	
  

pseudopodes	
  à	
  mi-­‐chemin,	
   au	
  niveau	
   la	
   région	
  équatoriale	
  de	
   la	
  particule	
   (Figure	
  33).	
   	
   Ce	
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phénotype	
   est	
   également	
   observable	
   suite	
   à	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   PI3K	
   par	
   des	
   drogues	
  

inhibitrices.	
   Cette	
   étude	
   montre	
   que	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose	
   est	
   dépendant	
   de	
   l’activité	
   de	
   cette	
   kinase	
   (Figure	
   32)	
   (Gold,	
  Underhill	
   et	
   al.	
  

1999).Par	
  la	
  suite,	
  le	
  même	
  groupe	
  rapporte	
  que	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  au	
  site	
  de	
  

la	
   phagocytose	
   dépend	
   de	
   son	
   interaction	
   avec	
   l’amphiphysine	
   en	
   aval	
   de	
   la	
   PI3K	
   (Gold,	
  

Morrissette	
  et	
  al.	
  2000).	
  	
  De	
  plus,	
  la	
  dynamine-­‐2	
  joue	
  un	
  rôle	
  dans	
  l’exocytose	
  focalisée	
  des	
  

compartiments	
   intracellulaires	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   (Di	
   2003).	
   En	
   effet	
   la	
   dynamine	
  

participe	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  vésicules	
  couvertes	
  de	
  clathrine	
  bourgeonnant	
  de	
  la	
  surface	
  du	
  

trans-­‐Golgi	
   et	
   des	
   endosomes	
   de	
   recyclages	
   (van	
   Dam	
   and	
   Stoorvogel	
   2002).	
   Des	
  

expériences	
   de	
   mesures	
   de	
   capacitances	
   suite	
   à	
   l’initiation	
   de	
   la	
   phagocytose	
   dans	
   des	
  

cellules	
   traitée	
  avec	
  des	
  anticorps	
  bloquant	
   l’activité	
  de	
   la	
  dynamine,	
  montre	
  une	
  absence	
  

d’augmentation	
  de	
  la	
  capacitance	
  caractéristique	
  d’un	
  défaut	
  d’exocytose	
  (Di,	
  Nelson	
  et	
  al.	
  

2003).	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

Figure	
   33	
   :	
   Le	
   mutant	
   dominant	
   négatif	
   DynK44A	
   inhibe	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes.	
   Des	
  
macrophages	
  murins	
  exprimant	
  de	
   façon	
  transitoire	
   le	
  mutant	
  dynK44A	
  (B)	
  et	
  des	
  cellules	
   témoins	
  
(A)	
  sont	
  mis	
  au	
  contact	
  durant	
  1h	
  avec	
  des	
  érythrocytes	
  opsonisés	
  avec	
  des	
  IgG.	
  Les	
  cellules	
  témoins	
  
internalisent	
   totalement	
   les	
   particules	
   tandis	
   que	
   les	
   cellules	
   exprimant	
   dynK44A	
   n’étendent	
   que	
  
partiellement	
   les	
   pseudopodes	
   autour	
   des	
   particules.	
   Barre	
   d’échelle	
   1	
   µm.	
   (Gold,	
   Underhill	
   et	
   al.	
  
1999)	
  	
  

 

En	
  outre,	
  des	
  études	
  dans	
  les	
  macrophages	
  (Gold,	
  Underhill	
  et	
  al.	
  1999,	
  Di,	
  Nelson	
  et	
  

al.	
  2003,	
  Tse,	
  Furuya	
  et	
  al.	
  2003),	
  des	
  analyses	
  dans	
  les	
  cellules	
  de	
  Sertoli	
  ont	
  rapporté	
  que	
  la	
  

dynamine	
   joue	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
   dynamique	
   de	
   l’actine	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose.	
  

L’utilisation	
   d’une	
   drogue	
   inhibitrice	
   de	
   la	
   dynamine	
   telle	
   que	
   le	
   dynasore	
   empêche	
   la	
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formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  et	
  réduit	
   la	
  polymérisation	
  d’actine	
  (Nakanishi,	
  Abe	
  et	
  

al.	
   2008,	
   Otsuka,	
   Abe	
   et	
   al.	
   2009).	
   Le	
   rôle	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   scission	
   des	
  

phagosomes	
  n’a	
   jamais	
  pu	
  être	
   traité	
   indépendemment	
  de	
  son	
   rôle	
  dans	
   la	
   formation	
  des	
  

phagosomes.	
  

Une	
   étude	
   sur	
   la	
   maturation	
   des	
   phagosomes,	
   chez	
   C.elegans,	
   qui	
   repose	
   sur	
  

l’extinction	
  de	
  gènes	
  cibles,	
  révèle	
  que	
  la	
  dynamine	
  joue	
  un	
  rôle	
  durant	
  les	
  étapes	
  précoces	
  

de	
   la	
  maturation	
   du	
   phagosomes.	
   En	
   effet,	
   des	
   cellules	
   dans	
   lesquelles	
   l’expression	
   de	
   la	
  

dynamine	
   est	
   négativement	
   régulée,	
   présentent	
   une	
   diminution	
   du	
   nombre	
   de	
   corps	
  

apoptotiques	
   internalisés	
   ainsi	
   qu’une	
   anomalie	
   de	
   maturation	
   des	
   phagosomes	
   formés	
  

malgré	
   tout	
   (Yu,	
   Odera	
   et	
   al.	
   2006,	
   Kinchen,	
   Doukoumetzidis	
   et	
   al.	
   2008).	
   Ces	
   auteurs	
  

proposent	
  un	
  modèle	
  dans	
   lequel	
   la	
  dynamine	
   lie	
  Vps34,	
  une	
  PI3K	
  de	
  classe	
   III,	
   	
  qui	
  à	
  son	
  

tour	
   interagit	
   avec	
   Rab5-­‐GDP	
   inactif	
   à	
   la	
   surface	
   du	
   phagosome.	
   Ils	
   démontrent	
   que	
   ces	
  

protéines	
   peuvent	
   être	
   co-­‐immunoprécipitées	
   et	
   forment	
   un	
   complexe	
   tripartite	
   in	
   vitro.	
  

Toutefois,	
  ce	
  modèle	
  reste	
  à	
  confirmer	
  dans	
  des	
  cellules	
  de	
  mammifères.	
  

Chez	
  Dictyostelium,	
  la	
  dynamine	
  A	
  (DymA)	
  joue	
  un	
  rôle	
  essentiel	
  dans	
  la	
  maturation	
  

des	
   phagosomes.	
   La	
   perte	
   de	
   fonction	
   de	
   la	
   dynamine	
   A	
   résulte	
   en	
   un	
   blocage	
   de	
  

l’acidification	
   et	
   de	
   la	
   protéolyse.	
   Au	
   stade	
   précoce	
   de	
   leur	
   maturation,	
   elle	
   régule	
   la	
  

présence	
   de	
   protéines	
   de	
   liaison	
   à	
   l’actine-­‐F,	
   Abp1,	
   sur	
   les	
   phagosomes.	
   Selon	
   le	
  modèle	
  

proposé,	
   cette	
   interaction	
   favorise	
   le	
   recyclage	
  précoce	
  à	
  partir	
  du	
  phagosome(Gopaldass,	
  

Patel	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  Une	
  étude	
  récente	
  révèle	
  de	
  nouveaux	
  partenaires	
  de	
  la	
  dynamine	
  A,	
  la	
  

famille	
   des	
   protéines	
   EHD	
   («	
  Eps15	
   homology	
   domain	
  »)	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   maturation	
   des	
  

phagosomes.	
  Ces	
  protéines	
  qui	
   interagissent	
   sont	
   recrutées	
   	
   simultanément,	
  précocement	
  

(pic	
  à	
  5	
  min)	
  mais	
   indépendamment	
   l’une	
  de	
   l’autre	
  à	
   la	
  surface	
  des	
  phagosomes	
   (Gueho,	
  

Bosmani	
   et	
   al.	
   2016).	
   	
   Bien	
   que	
   recrutées	
   ensembles,	
   ces	
   protéines	
   n’exercent	
   pas	
   de	
  

fonctions	
   redondantes	
  dans	
  ce	
  contexte.	
  En	
  effet,	
   l’absence	
  de	
   la	
  protéine	
  EHD	
   induit	
  une	
  

accélération	
   de	
   la	
   maturation	
   des	
   phagosomes	
   tandis	
   que	
   l’absence	
   de	
   la	
   dynamine	
   A	
  

bloque	
  la	
  maturation	
  des	
  phagosomes	
  au	
  stade	
  précoce.	
  Les	
  fonctions	
  détaillées	
  respectives	
  

de	
  ces	
  protéines	
  restent	
  à	
  détailler.	
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5. Quelques	
  inhibiteurs	
  de	
  la	
  dynamine.	
  

L’analyse	
   des	
  mécanismes	
   d’action	
   de	
   la	
   dynamine	
   au	
   cours	
   des	
   différentes	
   fonctions	
  

cellulaires	
   n’aurait	
   pas	
   été	
   possible	
   sans	
   le	
   développement	
   et	
   l’utilisation	
   de	
   drogues	
  

inhibitrices	
   ciblant	
   son	
   activité	
   GTPase	
   ou	
   son	
   domaine	
   de	
   liaison	
   aux	
   phospholipides.	
   En	
  

effet,	
  l’utilisation	
  de	
  petites	
  molécules	
  inhibitrices	
  en	
  traitement	
  rapide	
  et	
  efficace	
  a	
  permis	
  

de	
  bloquer	
  des	
  processus	
  biologiques	
  dynamiques	
  à	
  des	
   temps	
  d’intérêt	
  et	
  ainsi	
  de	
  mieux	
  

appréhender	
  les	
  cinétiques	
  d’action	
  des	
  acteurs	
  moléculaires	
  jouant	
  un	
  rôle	
  au	
  cours	
  de	
  ces	
  

processus.	
  

Grâce	
   à	
   un	
   crible	
   sur	
   16	
   000	
   petites	
   molécules,	
   le	
   groupe	
   de	
   Tomas	
   Kirchhausen	
   a	
  

identifié	
  une	
  molécule	
  nommée	
  dynasore	
  comme	
  drogue	
  inhibitrice	
  de	
  la	
  dynamine.	
  Celle-­‐ci	
  

interfère	
   in	
  vitro	
  avec	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine-­‐1,	
  dynamine-­‐2	
  et	
  Drp1.	
  Le	
  dynasore	
  

n’empêche	
  pas	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  dynamine	
  en	
  polymère	
  ni	
  sa	
  liaison	
  aux	
  phospholipides.	
  Il	
  

agit	
  in	
  vitro	
  comme	
  un	
  inhibiteur	
  non	
  compétitif	
  de	
  la	
  dynamine-­‐1	
  et	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2.	
  	
  Son	
  

action	
   est	
   rapide.	
   Dès	
   3	
   minutes	
   d’action,	
   il	
   induit	
   une	
   inhibition	
   de	
   moitié	
   des	
   puits	
  

d’endocytose	
  nouvellement	
  formés.	
  Le	
  dynasore	
  est	
  modérément	
  puissant	
  avec	
  une	
  IC50	
  de	
  

15	
  µM	
  in	
  vitro	
  et	
  la	
  cellule	
  y	
  est	
  perméable.	
  En	
  utilisant	
  cette	
  drogue	
  sur	
  des	
  cellules	
  Hela,	
  les	
  

auteurs	
  ont	
  pu	
  montrer	
  un	
  défaut	
  d’internalisation	
  de	
   la	
   transferrine,	
   	
  des	
   lipoprotéines	
  à	
  

faible	
   densité	
   («	
  Low	
   density	
   lipoprotein	
  »,	
   LDL)	
   et	
   de	
   la	
   toxine	
   cholérique.	
   Toutes	
   ces	
  

molécules	
  empruntent	
  des	
  voies	
  d’endocytose	
  connues	
  pour	
  leur	
  dépendance	
  à	
  l’activité	
  de	
  

scission	
   de	
   la	
   dynamine.	
   De	
   plus	
   l’observation	
   de	
   la	
   formation	
   de	
   vésicules	
   couvertes	
   de	
  

clathrine	
   par	
   microscopie	
   électronique	
   révèle	
   qu’en	
   présence	
   de	
   cette	
   drogue,	
   deux	
  

phénotypes	
  majoritaires	
  sont	
  détectés	
  :	
  (i)	
  un	
  puits	
  couvert	
  de	
  clathrine	
  lâche	
  en	
  forme	
  de	
  U	
  

évasé	
  ;	
  (ii)	
  une	
  vésicule	
  couverte	
  de	
  clathrine	
  presque	
  fermée	
  mais	
  rattachée	
  à	
  la	
  membrane	
  

plasmique	
  par	
  un	
  cou	
  membranaire	
  étroit	
  (Macia,	
  Ehrlich	
  et	
  al.	
  2006,	
  Kirchhausen,	
  Macia	
  et	
  

al.	
  2008).	
  	
  

Par	
   la	
   suite,	
   Dyngo,	
   un	
   composé	
   analogue	
   de	
   la	
   dynamine	
   fut	
   développé	
   (McCluskey,	
  

Daniel	
  et	
  al.	
  2013).	
  Présenté	
  comme	
  plus	
  puissant	
  que	
  le	
  dynasore,	
  il	
  inhibe	
  in	
  vitro	
  de	
  façon	
  

préférentielle	
  la	
  formation	
  des	
  anneaux	
  de	
  dynamine	
  comparée	
  à	
  la	
  formation	
  en	
  hélice.	
  De	
  

plus,	
   il	
   inhibe	
   l’endocytose	
   dépendante	
   de	
   la	
   clathrine	
   mais	
   contrairement	
   au	
   dynasore,	
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n’inhibe	
   pas	
   l’internalisation	
   de	
   la	
   toxine	
   cholérique.	
  D’autres	
   familles	
   de	
   composés	
   telles	
  

que	
   	
   les	
   	
   iminochromènes,	
   les	
   rhodadynes	
   inhibent	
   l’activité	
  GTPase	
  des	
  dynamines	
  1	
  et	
  2	
  

(Hill,	
  Mariana	
  et	
  al.	
  2010,	
  Robertson,	
  Hadzic	
  et	
  al.	
  2012).	
   L’iminodyn-­‐22	
  se	
   lie	
  au	
  domaine	
  

GTPase	
  de	
  la	
  dynamine	
  sans	
  interférer	
  avec	
  la	
  liaison	
  du	
  GTP.	
  	
  

L’action	
  spécifique	
  du	
  dynasore	
  et	
  de	
  dyngo	
  a	
  été	
  remise	
  en	
  question	
  suite	
  à	
  des	
  travaux	
  

menés	
  dans	
  les	
  souris	
  déficientes	
  pour	
  les	
  trois	
  dynamines	
  (Park,	
  Shen	
  et	
  al.	
  2013).	
  	
  En	
  effet,	
  

malgré	
   l’absence	
   de	
   ses	
   trois	
   protéines	
   cibles,	
   ces	
   drogues	
   inhibent	
   la	
   pinocytose	
   et	
  

diminuent	
   le	
   signal	
   d’actine-­‐F	
   au	
   niveau	
   des	
   lamellipodes.	
   Toutefois,	
   il	
   est	
   possible	
   qu’en	
  

absence	
   de	
   leurs	
   cibles	
   principales,	
   le	
   dynasore	
   et	
   le	
   dyngo	
   s’orientent	
   sur	
   des	
   cibles	
   de	
  

moindre	
  affinité	
  qui	
  normalement	
  ne	
  seraient	
  pas	
  touchées	
  en	
  présence	
  de	
  la	
  dynamine.	
  Par	
  

conséquent	
   les	
   effets	
   secondaires	
  mentionnés	
   ne	
   seraient	
   pas	
   existants	
   dans	
   le	
   contexte	
  

d’une	
  cellule	
  normale.	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

Tableau	
  3	
  :	
  Quelques	
  inhibiteurs	
  et	
  mutants	
  de	
  la	
  dynamine	
  et	
  leurs	
  caractéristiques	
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D’autres	
   composés	
   inhibent	
   la	
   liaison	
   de	
   la	
   dynamine	
   aux	
   phospholipides	
   sont	
   non	
  

compétitifs	
   avec	
   la	
   liaison	
   du	
   GTP.	
   Parmi	
   eux	
   sont	
   retrouvés	
   le	
  MiTMAB	
   et	
   l’OctMAB	
   qui	
  

induisent	
  un	
  défaut	
  d’endocytose	
  des	
  récepteurs	
  à	
  la	
  transferrine	
  et	
  de	
  l’EGF	
  (Hill,	
  Odell	
  et	
  

al.	
  2004,	
  Quan,	
  McGeachie	
  et	
  al.	
  2007).	
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OBJECTIFS 	
  

Au	
   travers	
   de	
   l’introduction,	
   vous	
   avez	
   pu	
   constater	
   que	
   les	
   connaissances	
   des	
  

mécanismes	
  cellulaires	
   impliqués	
  dans	
  la	
  phagocytose	
  et	
  en	
  particulier	
  celle	
   induite	
  par	
   les	
  

récepteurs	
  Fcγ,	
  évoluent	
  jour	
  après	
  jour.	
  En	
  revanche,	
  suite	
  à	
  l’engagement	
  des	
  récepteurs	
  

au	
  complément	
  CR3,	
  les	
  mécanismes	
  moléculaires	
  sont	
  moins	
  bien	
  décrits.	
  	
  

Le	
  rôle	
  crucial	
  du	
  réseau	
  d’actine-­‐F	
  et	
  des	
  endomembranes	
  exocytées	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  

formation	
   et	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes	
   a	
   largement	
   été	
   démontré.	
   Cependant,	
   au	
  

moment	
  où	
   j’ai	
   débuté	
  mon	
  projet	
   de	
   thèse,	
   une	
   étape	
  de	
   l’internalisation	
   restait	
   encore	
  

obscure.	
  Les	
  acteurs	
  moléculaires	
  responsables	
  de	
  la	
  fermeture	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  et	
  	
  

de	
   la	
   scission	
   des	
   phagosomes	
   	
   étaient	
   méconnus.	
   	
   Bien	
   entendu,	
   des	
   études	
   ont	
   tenté	
  

d’identifier	
  les	
  différentes	
  protéines	
  indispensables	
  à	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  mais	
  du	
  

fait	
   de	
   la	
   dynamique	
   du	
   processus,	
   observer	
   le	
   moment	
   et	
   le	
   site	
   de	
   	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes	
  n’était	
  pas	
  simple.	
  	
  

Dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  j’ai	
  donc	
  décidé	
  d’étudier	
  le	
  rôle	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  au	
  cours	
  

de	
   la	
   scission	
   des	
   phagosomes.	
   Cette	
   GTPase	
   connue	
   pour	
   sa	
   capacité	
   de	
   scission	
   des	
  

membranes,	
   a	
   été	
   démontrée	
   comme	
   étant	
   nécessaire	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose	
  

dépendante	
  des	
  récepteurs	
  Fcγ	
  et	
  CR3	
  (Gold,	
  Underhill	
  et	
  al.	
  1999).	
  En	
  revanche,	
   	
  son	
  rôle	
  

dans	
  la	
  scission	
  du	
  phagosome	
  n’a	
  pas	
  été	
  mis	
  en	
  évidence.	
  Pour	
  répondre	
  à	
  cette	
  question	
  

j’ai	
   utilisé	
   des	
   modèles	
   expérimentaux	
   de	
   phagocytose	
   induite	
   par	
   les	
   FcγRs	
   sur	
   cellules	
  

fixées	
  visualisées	
  par	
  microscopie	
  à	
  épifluorescence.	
  Mais	
  j’ai	
  également	
  utilisé	
  des	
  cellules	
  

vivantes	
   dans	
   un	
   système	
   dédié	
   à	
   la	
   visualisation	
   de	
   la	
   formation	
   et	
   de	
   la	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes	
   par	
   microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes	
   (TIRFM,	
   «	
  Total	
   internal	
   reflection	
  

fluorescence	
  microscopy	
  »)	
  de	
  haute	
  résolution.	
  	
  Ce	
  système	
  expérimental	
  original	
  a	
  été	
  mis	
  

au	
  point	
  dans	
  mon	
  laboratoire	
  et	
  j’ai	
  contribué	
  à	
  l’adapter.	
  Il	
  a	
  fait	
  l’objet	
  de	
  la	
  publication	
  

d’un	
  protocole	
  filmé.	
  L’étude	
  du	
  rôle	
  de	
  la	
  dynamine	
  a	
  fait	
  l’objet	
  d’une	
  publication	
  dans	
  le	
  

journal	
  «	
  Traffic	
  »	
  (Marie-­‐Anais,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2016).	
  

	
   Dans	
   un	
   second	
   temps,	
   mon	
   objectif	
   était	
   d’analyser	
   la	
   réorganisation	
   du	
  

cytosquelette	
  d’actine	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  CR3.	
  Pour	
  ce	
  faire,	
   j’ai	
  observé	
  l’organisation	
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spatio-­‐temporelle	
   du	
   réseau	
   d’actine	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
  

dans	
  un	
  sytème	
  de	
  phagocytose	
  frustrée	
  visualisée	
  par	
  microscopie	
  à	
  ondes	
  évanescentes.	
  

Parallèlement,	
  j’ai	
  analysé	
  	
  l’influcence	
  de	
  la	
  filamine,	
  protéine	
  connue	
  pour	
  son	
  rôle	
  dans	
  la	
  

régulation	
   de	
   l’activation	
   des	
   intégrines,	
   mais	
   aussi	
   pour	
   son	
   activité	
   de	
   pontage	
   des	
  

filaments	
  d’actine,	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  Les	
  	
  résultats	
  obtenus	
  sont	
  préliminaires.	
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RESULTATS 	
  

1ère	
   partie	
  :	
   Rôle	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  
formation	
   et	
   fermeture	
   des	
   phagosomes	
   dans	
   les	
  
macrophages.	
  

1. Hypothèses	
  de	
  travail.	
  

L’implication	
  de	
   la	
  dynamine-­‐2	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  phagocytose	
  dans	
   les	
  macrophages	
  a	
  été	
  

décrite	
   par	
   plusieurs	
   équipes	
   (Gold,	
   Underhill	
   et	
   al.	
   1999,	
   Di,	
   Nelson	
   et	
   al.	
   2003).	
   Elle	
   est	
  

requise	
   pour	
   une	
   exocytose	
   focalisée	
   et	
   une	
   internalisation	
   efficace.	
   La	
   dynamine-­‐2	
   est	
  

largement	
   décrite	
   pour	
   sa	
   capacité	
   de	
   scission	
   des	
   vésicules	
   d’endocytose	
   clathrine	
  

dépendantes	
   et	
   indépendantes,	
   et	
   des	
   vésicules	
   intracellulaires.	
   Par	
   analogie	
   entre	
  

l’endocytose	
   dépendant	
   de	
   la	
   clathrine	
   et	
   la	
   phagocytose,	
   nous	
   avons	
   supposé	
   que	
   cette	
  

GTPase	
  pourrait	
  directement	
  être	
  responsable	
  de	
   la	
  scission	
  des	
  phagosomes.	
  De	
  plus,	
  ces	
  

dernières	
   années,	
   une	
   fonction	
   émergeante	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   dans	
   la	
   régulation	
   du	
  

cytosquelette	
   d’actine,	
   nous	
   a	
   laissé	
   penser	
   qu’elle	
   pourrait	
   aussi	
   être	
   impliquée	
   dans	
   le	
  

remodelage	
   de	
   l’actine-­‐F	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   Enfin,	
   il	
   n’était	
   pas	
   à	
   exclure	
   que	
   la	
  

dynamine-­‐2	
  pourrait	
   jouer	
  un	
  rôle	
  dans	
  des	
  phénomènes	
  d’endocytose	
  compensatoires	
  au	
  

site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  (Figure	
  34).	
  

Pour	
  élucider	
  ces	
  différentes	
  fonction	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose,	
  j’ai	
  

utilisé	
   principalement	
   deux	
   systèmes	
   expérimentaux:	
   la	
   phagocytose	
   frustrée	
   et	
  

phagocytose	
  en	
  trois	
  dimensions	
  (phagocytose	
  3D)	
  visualisées	
  par	
  TIRFM.	
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Figure	
  34	
  :	
   Schéma	
   représentatif	
   des	
   activités	
   potentielles	
   de	
   la	
   dynamine	
   2	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  
formation	
   et	
   fermeture	
   des	
   phagosomes.	
   Lors	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
  
caractérisée	
  par	
   l’extension	
  des	
  pseudopodes,	
   la	
   dynamine	
  2	
   (en	
   vert)	
   pourrait	
   jouer	
  un	
   rôle	
  dans	
  
l’organisation	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine	
   (en	
   rouge)	
   et	
   la	
   scission	
   de	
   vésicules	
   d’endocytose	
  
dépendantes	
  de	
  la	
  clathrine.	
  Puis	
  lors	
  de	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes,	
  la	
  dynamine	
  2	
  pourrait	
  être	
  
responsable	
  de	
  la	
  scission	
  du	
  phagosome.	
  Il	
  a	
  été	
  démontré	
  qu’elle	
  est	
  impliquée	
  dans	
  la	
  génération	
  
de	
  vésicules	
  nécessaires	
  à	
  l’exocytose	
  focalisée.	
  

2. Systèmes	
  expérimentaux.	
  

Le	
  modèle	
  de	
  particule	
  internalisée	
  utilisé	
  pour	
  analyser	
  la	
  phagocytose	
  au	
  cours	
  de	
  mon	
  

étude	
   est	
   le	
   globule	
   rouge	
   frais.	
   Il	
   mesure	
   3	
   µm	
   environ	
   et	
   entre	
   dans	
   la	
   catégorie	
   des	
  

particules	
  de	
  grandes	
  tailles	
  (>	
  0,5	
  µm).	
  Il	
  s’agit	
  d’une	
  particule	
  inerte	
  qui	
  n’est	
  pas	
  du	
  tout	
  

reconnue	
  par	
  les	
  macrophages	
  lorsque	
  le	
  globule	
  rouge	
  n’est	
  pas	
  altérée	
  ou	
  senescent,	
  mais	
  

qui	
  est	
  facilement	
  opsonisable.	
  Les	
  macrophages	
  murins	
  immortalisés	
  de	
  la	
  lignée	
  RAW264.7	
  

ont	
   été	
   largement	
   utilisés	
   pour	
   étudier	
   la	
   phagocytose.	
   Bien	
   que	
   moins	
   «	
  agressifs	
  »	
  

(phagocytose	
   plus	
   lente	
   et	
   moins	
   efficace	
   en	
   termes	
   de	
   maturation	
   et	
   dégradation	
   du	
  

matériel	
  ingéré)	
  que	
  les	
  macrophages	
  primaires,	
  les	
  macrophages	
  murins	
  de	
  cette	
  lignée	
  ont	
  

été	
  très	
  utilisés	
  pour	
  disséquer	
  les	
  mécanismes	
  moléculaires	
   impliqués	
  durant	
   la	
  formation	
  

des	
  phagosomes,	
  qui	
  ont	
  été	
  largement	
  confirmés	
  dans	
  les	
  macrophages	
  primaires.	
  De	
  plus,	
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du	
   fait	
   de	
   la	
   facilité	
   à	
   les	
   transfecter,	
   les	
   RAW264.7	
   sont	
   un	
   modèle	
   de	
   choix	
   pour	
   la	
  

surexpression	
  de	
  protéines	
  mutées	
  ou	
  sauvages.	
  

a. Phagocytose	
  frustrée	
  

Pour	
  rappel,	
  lors	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  phagosomes,	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  constitue	
  la	
  

force	
   motrice	
   qui	
   permet	
   l’extension	
   membranaire	
   nécessaire	
   à	
   la	
   formation	
   des	
  

pseudopodes.	
   Ces	
   extensions	
   membranaires	
   sont	
   également	
   possible	
   grâce	
   à	
   l’apport	
   de	
  

membranes	
  que	
  constituent	
  les	
  vésicules	
  issues	
  des	
  compartiments	
  intracellulaires	
  tels	
  que	
  

les	
   endosomes	
   de	
   recyclages	
   (VAMP3+),	
   les	
   endosomes	
   tardifs	
   (VAMP7+),	
   le	
   réticulum	
  

endoplasmique	
  ou	
  encore	
  les	
  lysosomes	
  (Desjardins	
  2003,	
  Braun,	
  Fraisier	
  et	
  al.	
  2004,	
  Braun,	
  

Deschamps	
  et	
  al.	
  2007,	
  Samie,	
  Wang	
  et	
  al.	
  2013,	
  Niedergang	
  2016).	
  	
  

L’organisation	
   spatio-­‐temporelle	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine	
   et	
   des	
   vésicules	
   durant	
   la	
  

formation	
  des	
  pseudopodes	
  a	
  été	
  mise	
  en	
  évidence	
  grâce	
  à	
  un	
  système	
  expérimental	
  appelé	
  

phagocytose	
   frustrée.	
   Le	
   système	
   repose	
   sur	
   l’utilisation	
   d’une	
   lignée	
   cellulaire	
   de	
  

macrophages	
  murins	
  exprimant	
  de	
  façon	
  transitoire	
  des	
  protéines	
  couplées	
  à	
  une	
  étiquette	
  

fluorescente	
  telles	
  que	
  le	
  peptide	
  lifeact-­‐mCherry	
  capable	
  de	
  lier	
  l’actine-­‐F	
  et	
  la	
  protéine	
  de	
  

fusion	
   VAMP3-­‐GFP	
   caractéristique	
   des	
   endosomes	
   de	
   recyclages.	
   Les	
   macrophages	
   sont	
  

déposés	
   sur	
   une	
   lamelle	
   de	
   verre	
   préalablement	
   recouverte	
   par	
   des	
   	
   IgG.	
   Ainsi	
   la	
  

phagocytose	
  dépendante	
  des	
  FcγRs	
  est	
  mimée	
  par	
  des	
  macrophages	
  qui	
   s’étaleront	
   sur	
   la	
  

lamelle	
   en	
   formant	
   une	
   «	
  zone	
   phagocytaire	
   frustrée	
  »	
   (Marion,	
   Mazzolini	
   et	
   al.	
   2012)	
  

(Figure	
  35A).	
  Ce	
  processus	
  est	
  entièrement	
  visualisé	
  par	
  microscopie	
  à	
  onde	
  évanescente.	
  Il	
  

est	
   possible	
   d’observer	
   la	
   formation	
   d’un	
   anneau	
   d’actine-­‐F	
   qui	
   se	
   polymérise	
   à	
   ses	
  

extrémités	
   et	
   se	
   dépolymérise	
   en	
   son	
   centre,	
   là	
   où	
   des	
   vésicules	
   de	
   recyclage	
   sont	
   en	
  

mouvements	
   (Figure	
   35B).	
   Ceci	
   correspondrait	
   à	
   la	
   polymérisation	
   d’actine	
   dans	
   les	
  

pseudopodes	
   en	
   extension	
   et	
   la	
   dépolymérisation	
   à	
   la	
   base	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
   où	
  

fusionnent	
  des	
  vésicules	
  de	
  recyclage.	
  	
  

La	
  microscopie	
  à	
  onde	
  évanescente	
  utilise	
  une	
  onde	
  pour	
  exciter	
   les	
  fluorophores	
  dans	
  

une	
   zone	
  mince	
  à	
   l'interface	
  entre	
  un	
   solide	
   transparent	
   (lamelle)	
  et	
  un	
   liquide	
   (milieu	
  de	
  

culture	
   cellulaire).	
   Cette	
   onde	
   illumine	
   environ	
   100	
   nm	
   à	
   partir	
   de	
   la	
   lamelle	
   de	
   verre	
   et	
  

permet	
   la	
   visualisation	
   d'événements	
   moléculaires	
   proches	
   de	
   la	
   membrane	
   plasmique.	
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C’est	
   pour	
   cela	
   que	
   cette	
  microscopie	
   est	
   beaucoup	
  utilisée	
   dans	
   l’étude	
  des	
   événements	
  

d’endocytose	
  et	
  d’exocytose.	
  Elle	
  permet	
  une	
  amélioration	
  du	
  rapport	
  signal/bruit	
  de	
  fond	
  

en	
  limitant	
  le	
  recueil	
  de	
  fluorescence	
  en	
  dehors	
  du	
  plan	
  d’intérêt.	
  De	
  plus	
  l’épaisseur	
  de	
  la	
  

région	
  illuminée	
  permet	
  de	
  diminuer	
  la	
  cytotoxicité	
  due	
  à	
  l’éclairage	
  (Johnson,	
  Jaiswal	
  et	
  al.	
  

2012).	
  

	
  

Figure	
  35:	
  Organisation	
   spatio-­‐temporelle	
  de	
   l’actine-­‐F	
  et	
  de	
  VAMP3	
  au	
   cours	
  de	
   la	
  phagocytose	
  
frustrée.	
   	
   (A)	
  Représentation	
   schématique	
  de	
   la	
  phagocytose	
   frustrée.	
   Les	
   IgG	
  couvrent	
   la	
   lamelle.	
  
Les	
   récepteurs	
   Fc	
   reconnaissent	
   leur	
   ligand	
   et	
   induisent	
   le	
   processus	
   d’internalisation.	
   (B)	
   Les	
  
macrophages	
   murins	
   RAW264.7	
   expriment	
   transitoirement	
   Lifeact-­‐mCherry	
   (panel	
   du	
   bas)	
   et	
  
VAMP3-­‐GFP	
  (panel	
  du	
  haut).	
  Les	
  images	
  de	
  l’étalement	
  de	
  la	
  cellule	
  dans	
  les	
  différents	
  canaux	
  sont	
  
acquises	
  alternativement	
  par	
  TIRFM	
  à	
  37°C	
  	
  toutes	
  les	
  100	
  ms	
  durant	
  120	
  s.	
  La	
  flèche	
  verte	
  indique	
  le	
  
centre	
   de	
   la	
   région	
   d’étalement	
   où	
   s’accumulent	
   les	
   vésicules	
   VAMP3	
   positives.	
   La	
   flèche	
   rouge	
  
indique	
   la	
  périphérie	
   	
  de	
   la	
  zone	
  d’étalement	
  où	
   l’anneau	
  d’actine	
  polymérise.	
  Adapté	
  de	
   (Marion,	
  
Mazzolini	
  et	
  al.	
  2012).	
  

b. Phagocytose	
  3D	
  

L’approche	
   expérimentale	
   par	
   phagocytose	
   frustrée	
   a	
   été	
   complétée	
   par	
   le	
  

développement	
   d’un	
   nouveau	
   système	
   dédié	
   à	
   l’étude	
   de	
   l’étape	
   de	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes	
   appelé	
   «	
  phagocytose	
   3D	
  »	
   ou	
   «	
  test	
   de	
   fermeture	
   du	
   phagosome	
  »	
   (Marie-­‐

Anais,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2016).	
  En	
  effet	
  jusqu’à	
  cette	
  nouvelle	
  méthode,	
  aucune	
  technique	
  ne	
  

permettait	
   de	
   stabiliser	
   l’extension	
  des	
   pseudopodes	
   au	
  delà	
   de	
   la	
   région	
   équatoriale	
   des	
  

particules,	
  et	
  la	
  visualisation	
  du	
  site	
  de	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  était	
  donc	
  très	
  difficile	
  à	
  



Résultats	
  

	
  

 102 

capturer	
   par	
   vidéomicroscopie	
   «	
  classique	
  ».	
   Habituellement,	
   les	
   expériences	
   de	
  

phagocytose	
   sont	
   réalisées	
   en	
   déposant	
   des	
   particules	
   cibles	
   au	
   dessus	
   des	
   cellules	
  

adhérentes.	
   Ainsi	
   les	
   particules	
   sont	
   directement	
  mises	
   au	
   contact	
   de	
   la	
   face	
   dorsale	
   des	
  

cellules,	
  qui,	
  phagocytent	
  donc	
  vers	
  le	
  haut.	
  	
  	
  

Au	
   laboratoire,	
   Julie	
  Mazzolini	
   a	
   «	
  renversé	
  »	
   le	
   système.	
   En	
   effet,	
   les	
   particules	
   cibles	
  

sont	
  fixées	
  de	
  façon	
  non	
  covalente	
  à	
  la	
  surface	
  d’une	
  lamelle	
  de	
  verre,	
  puis	
  les	
  macrophages	
  

qui	
  ont	
  été	
  décrochés	
  sont	
  déposés	
  au	
  dessus	
  des	
  particules.	
   Ils	
  entourent	
  et	
  détachent	
   la	
  

particule	
  qu’ils	
  phagocytent	
  au	
  niveau	
  de	
  leur	
  surface	
  ventrale.	
  L’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  

est	
  donc	
  apposée	
  à	
   la	
   surface	
  de	
  verre	
  au	
  moment	
  de	
   la	
   fermeture	
  du	
  phagosome.	
  Cette	
  

conformation	
   permet	
   de	
   visualiser	
   en	
   temps	
   réel	
   par	
   microscopie	
   à	
   onde	
   évanescente	
  

(TIRFM),	
   les	
   évènements	
   moléculaires	
   qui	
   se	
   déroulent	
   au	
   site	
   de	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes.	
  	
  

	
  

Figure	
  36	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  phagocytose	
  3D	
  analysé	
  par	
  TIRFM.	
  La	
  phagocytose	
  
3D	
  est	
  réalisée	
  à	
  l’aide	
  macrophages	
  qui	
  expriment	
  transitoirement	
  une	
  ou	
  deux	
  protéines	
  marquées	
  
par	
  fluorescence.	
  Les	
  macrophages	
  sont	
  déposés	
  sur	
  des	
  GR	
  opsonisés	
  avec	
  des	
  IgG	
  et	
  fixés	
  de	
  façon	
  
non	
   covalente	
   sur	
   des	
   lamelles	
   de	
   verre	
   couvertes	
  de	
  poly-­‐lysine.	
   Les	
   images	
   sont	
   enregistrées	
   en	
  
mode	
  TIRF	
  pour	
  détecter	
  le	
  site	
  de	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  et	
  en	
  épifluorescence	
  pour	
  détecter	
  la	
  
base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire.(Marie-­‐Anais,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2016)	
  	
  	
  

 

L’onde	
   évanescente	
   est	
   générée	
   lorsque	
   la	
   lumière	
   arrive	
   avec	
   un	
   angle	
   d’incidence	
  

faible	
  à	
   la	
  surface	
  de	
   la	
   lamelle	
  verre.	
  Ainsi,	
   la	
   lumière	
  ne	
  peut	
  se	
  propager	
  dans	
   le	
  milieu	
  

cellulaire/liquide	
   et	
   est	
   réfléchie.	
   Elle	
   illumine	
   le	
   milieu	
   cellulaire/liquide	
   dans	
   une	
   zone	
  

mince	
  que	
  appelée	
  région	
  TIRF.	
  Le	
  microscope	
  iMIC	
  TILL	
  Photonics	
  que	
  nous	
  utilisons	
  nous	
  

permet	
  d’alterner	
  entre	
  un	
  mode	
  TIRF	
  et	
  un	
  mode	
  épiflorescence	
  (EPI)	
  qui	
  illumine	
  toute	
  la	
  

cellule.	
  Par	
  conséquent,	
   l’utilisation	
  de	
   la	
  microscopie	
  à	
  ondes	
  évanescentes	
  en	
  alternance	
  

avec	
   l’épifluorescence	
  dans	
  notre	
  système	
  de	
  phagocytose	
  3D,	
  permet	
  d’observer	
  à	
   la	
   fois	
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l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  et	
   le	
   site	
  de	
   fermeture	
  des	
  phagosomes	
  en	
  mode	
  TIRF,	
   ainsi	
  

que	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  en	
  épifluorescence	
  (EPI)	
  (Figure	
  36).	
  	
  

C’est	
   ainsi	
   que	
   Julie	
   Mazzolini	
   a	
   montré	
   qu’à	
   l’extrémité	
   des	
   pseudopodes	
   l’anneau	
  

d’actine-­‐F	
   se	
   referme	
  autour	
  de	
   la	
  particule	
  en	
  un	
  point	
   fluorescent	
   intense	
   tandis	
  qu’à	
   la	
  

base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  le	
  signal	
  est	
  flou	
  ce	
  qui	
  est	
  significatif	
  de	
  la	
  dépolymérisation	
  

d’actine-­‐F	
  (Figure	
  37).	
  

	
  

	
  

Figure	
   37:	
   L’actine-­‐F	
   s’accumule	
   en	
   un	
   point	
   sur	
   le	
   site	
   de	
   fermeture	
   du	
   phagosome.	
   Une	
  
phagocytose	
   3D	
   a	
   été	
   réalisée	
   avec	
   des	
   macrophages	
   RAW264.7	
   exprimant	
   transitoirement	
   le	
  
peptide	
   Lifeact-­‐mCherry	
   qui	
   lie	
   l’actine-­‐F.	
   Le	
   signal	
   d’actine-­‐F	
   à	
   l’extrémité	
   des	
   pseudopodes	
   est	
  
acquis	
   en	
   mode	
   TIRF	
   (en	
   haut).	
   Le	
   signal	
   à	
   la	
   base	
   de	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
   est	
   acquis	
   en	
  
épifluorescence	
  (EPI	
  en	
  bas).	
  	
  Le	
  GR	
  internalisé	
  à	
  3	
  min	
  est	
  visible	
  à	
  la	
  lumière	
  transmise	
  (LED).	
  Barre	
  
d’échelle	
  10	
  µm	
  (Marie-­‐Anais,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2016).	
  	
  

 

Afin	
   de	
   rendre	
   la	
   technique	
   de	
   phagocytose	
   3D	
   plus	
   visible	
   et	
   accessible,	
   nous	
   avons	
  

décidé	
   de	
   publier	
   le	
   détail	
   du	
   protocole	
   expérimental	
   filmé	
   dans	
   le	
   journal	
   “Journal	
   of	
  

Visualised	
   Experiments”.	
   	
   Celui-­‐ci	
   est	
   actuellement	
   sous	
   presse	
   (ANNEXE2)	
   (Marie-­‐Anais,	
  

Mazzolini	
  et	
  al.	
  2016).	
   Il	
  décrit	
   les	
  étapes	
  d’opsonisation	
  des	
  GR,	
  de	
  fixation	
  non	
  covalente	
  

sur	
   la	
   lamelle	
   de	
   verre,	
   les	
   réglages	
   du	
   microscope	
   et	
   notamment	
   la	
   méthode	
   de	
  

détermination	
  de	
   l’angle	
  d’incidence	
   (angle	
  TIRF)	
  des	
   lasers	
  nécessaires	
  à	
   la	
  génération	
  de	
  

l’onde	
  évanescente.	
  

Dans	
  notre	
  système,	
  nous	
  déterminons	
  l’angle	
  TIRF	
  de	
  façon	
  systématique.	
  En	
  effet,	
  sur	
  

une	
  cellule	
   fluorescente	
   type,	
  un	
  protocole	
   initie	
  des	
   captures	
  d’images	
  après	
   illumination	
  

de	
  la	
  surface	
  par	
  les	
  lasers	
  suivant	
  différents	
  angles	
  d’incidence	
  de	
  0°	
  à	
  5°	
  avec	
  un	
  incrément	
  

de	
  0,01°.	
  Un	
  tracé	
  du	
  profil	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  cellule	
  («	
  Plot	
  7	
  axis	
  profile	
  »)	
  sur	
  le	
  logiciel	
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d’imagerie	
   ImageJ	
   permet	
   de	
   déterminer	
   l’angle	
   critique	
   qui	
   correspond	
   à	
   l’angle	
   où	
  

l’intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  cellule	
  atteint	
  son	
  maximum	
  avant	
  une	
  diminution	
  brutale.	
  

L’angle	
  TIRF	
  est	
  supérieur	
  à	
  cet	
  angle	
  (Figure	
  38).	
  

	
  

Figure	
  38:	
  Détermination	
  de	
   l’angle	
  TIRF	
   sur	
   Image	
   J.	
  En	
  utilisant	
   la	
  fonction	
  «	
  Plot	
  Z-­‐axis	
  profile	
  »	
  
sur	
  ImageJ,	
  le	
  tracé	
  de	
  fluorescence	
  d’une	
  région	
  d’intérêt	
  (ROI	
  en	
  jaune	
  sur	
  la	
  cellule	
  fluorescence)	
  
est	
   obtenu.	
   La	
   position	
   x	
   du	
  maximum	
  de	
   fluorescence	
   atteint	
   correspond	
   à	
   l’angle	
   critique	
   (ligne	
  
pointillée	
   noire).	
   Toute	
   valeur	
   supérieure	
   à	
   cet	
   angle	
   peut	
   être	
   utilisée	
   comme	
   angle	
   TIRF.	
   Par	
  
exemple,	
  2,00°	
  peut	
  être	
  choisi	
  (ligne	
  rouge).	
  Adapté	
  de	
  (Marie-­‐Anais,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2016).	
  

 

En	
   résumé,	
   la	
   phagocytose	
   frustrée	
   et	
   la	
   phagocytose	
   3D	
   permettent	
   de	
   suivre	
   et	
  

disséquer	
  la	
  localisation	
  et	
  le	
  comportement	
  des	
  acteurs	
  moléculaires	
  d’intérêt	
  au	
  cours	
  de	
  

la	
   formation	
   et	
   fermeture	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   dans	
   des	
   cellules	
   vivantes.	
   Ils	
  

permettent	
  d’observer	
  en	
   temps	
   réel	
   les	
  effets	
  de	
  drogues	
   sur	
   le	
  processus	
  étudié.	
   En	
   les	
  

utilisant	
  j’ai	
  suivi	
  le	
  comportement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  conjointement	
  à	
  l’actine-­‐F	
  au	
  cours	
  de	
  

la	
  phagocytose	
  dépendante	
  des	
   FcγRs.	
   J’ai	
   utilisé	
  également	
  des	
  méthodes	
  plus	
   classiques	
  

telles	
   que	
   l’immunofluorescence	
   sur	
   cellules	
   fixées	
   et	
   des	
   expériences	
   de	
   co-­‐

immunoprécipitations.	
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3. Matériels	
  et	
  Méthodes	
  

• Cellules,	
  transfections	
  

Les	
   macrophages	
   murins	
   RAW264.7	
   (ATCC®	
   TIB-­‐71™)	
   sont	
   cultivés	
   en	
   milieu	
   complet	
  

(RPMI	
  1640-­‐Glutamax,	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  50	
  µM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM,	
  

L-­‐glutamine	
  2	
  mM,	
  sérum	
  de	
  veau	
  fœtal	
  10%	
  (SVF).	
  

Ces	
  cellules	
  sont	
  transfectées	
  par	
  électroporation	
  avec	
  le	
  kit	
  Optimix	
  (Cell	
  Project)	
  dans	
  

des	
  cuvettes	
  0,4	
  cm	
  à	
  250	
  V,	
  950	
  µF	
  dans	
  un	
  appareil	
  Gene	
  Pulser	
  II	
  (Biorad)	
  pour	
  permettre	
  

la	
  surexpression	
  de	
  plasmides.	
  Habituellement,	
  une	
  boite	
  	
  de	
  100	
  mm	
  contenant	
  des	
  cellules	
  

subconfluentes	
   et	
   20	
   µg	
   de	
   plasmides	
   (10	
   µg/	
   plasmides	
   lors	
   de	
   co-­‐transfections)	
   sont	
  

utilisés	
   pour	
   chaque	
   transfection.	
   Les	
   cellules	
   sont	
   remises	
   en	
   culture	
   en	
   milieu	
   complet	
  

durant	
  18	
  à	
  20h	
  à	
  37°C	
  5%	
  CO2	
  dans	
  des	
  boites	
  de	
  culture	
  100	
  mm	
  avec	
  ou	
  sans	
  lamelles	
  de	
  

verre.	
  

	
  

• Anticorps	
  et	
  plasmides	
  

Les	
  anticorps	
  (Ac)	
  suivants	
  ont	
  été	
  utilisés	
  :	
  l’Ac	
  polyclonal	
  de	
  lapin	
  anti-­‐globules	
  rouges	
  

de	
  mouton	
   (ICN),	
   l’Ac	
   polyclonal	
   d’âne	
   F(ab’)2	
  anti-­‐IgG	
  de	
   lapin	
   couplé	
   à	
   l’AMCA	
   (Jackson	
  

Immunoresearch),	
   l’Ac	
   polyclonal	
   de	
   chèvre	
   anti-­‐dynamine-­‐2	
   (C-­‐18)	
   (Santa	
   Cruz),	
   l’Ac	
  

monoclonal	
  de	
  souris	
  anti-­‐GFP	
  (Roche),	
   l’Ac	
  monoclonal	
  de	
  souris	
  anti-­‐actine	
  (clone	
  AC-­‐40)	
  

(Sigma	
  Aldrich).	
   La	
   phalloïdine	
   couplée	
   au	
   fluorochrome	
  Alexa	
   546	
   (Molecular	
   Probes)	
   est	
  

utilisée	
  pour	
  marquer	
  l’actine-­‐F.	
  

Les	
  plasmides	
  codant	
  pour	
  le	
  peptide	
  Lifeact-­‐mCherry	
  (donné	
  par	
  G.Montagnac,	
  Institut	
  

Curie),	
  DynWT-­‐GFP	
  et	
  DynK44A-­‐GFP	
  (donnés	
  par	
  M.	
  McNiven,	
  Mayo	
  Clinic),	
  clathrine-­‐DsRed	
  

(donné	
  par	
  T.	
  Kirchhausen,	
  Harvard	
  Medical	
  School)	
  ont	
  été	
  utilisés.	
  

	
  

• Réactifs	
  

Le	
   modèle	
   de	
   particules	
   à	
   internaliser	
   utilisé	
   est	
   le	
   globule	
   rouge	
   de	
   mouton	
  

(Euromedex).	
   Les	
   inhibiteurs	
   de	
   l’activité	
   GTPases	
   de	
   la	
   dynamine	
   qui	
   ont	
   été	
   utilisés	
   au	
  

cours	
  des	
  différents	
  tests	
  de	
  phagocytose	
  sont	
  :	
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-­‐ Dynasore	
  (Sigma	
  Aldrich)	
  à	
  80µM	
  au	
  cours	
  des	
  expériences	
  de	
  phagocytose	
  classique	
  

et	
  100	
  µM	
  dans	
  les	
  expériences	
  de	
  phagocytose	
  3D	
  

-­‐ Iminodyne-­‐22TM	
  (Abcam)	
  à	
  60	
  µM	
  dans	
  les	
  expériences	
  de	
  phagocytose	
  3D	
  

Les	
  inhibiteurs	
  de	
  la	
  polymérisation	
  de	
  l’actine	
  utilisés	
  sont:	
  	
  

-­‐ Latrunculine	
  A	
  (Sigma	
  Aldrich)	
  à	
  0,26	
  µM	
  durant	
  des	
  expériences	
  de	
  phagocytose	
  3D.	
  

-­‐ Cytochalasine	
  D	
  (Sigma	
  Aldrich)	
  à	
  0,2	
  µg/ml	
  durant	
  des	
  expériences	
  de	
  phagocytose	
  

frustrée.	
  

-­‐ CK-­‐869	
   (Calbiochem)	
   inhibiteur	
   du	
   complexe	
   Arp2/3	
   utilisé	
   à	
   0,01	
   ng/ml	
   dans	
   les	
  

expériences	
  de	
  phagocytose	
  3D.	
  

	
  

• Opsonisation	
  des	
  globules	
  rouges	
  avec	
  des	
  IgG.	
  

Les	
   globules	
   rouges	
   (GR)	
   dont	
   le	
   nombre	
   utilisé	
   varie	
   en	
   fonction	
   de	
   l’expérience	
   de	
  

phagocytose	
   réalisée,	
   sont	
   lavés	
  deux	
   fois	
  dans	
  100	
  µl	
  de	
  PBS1X/BSA	
  0,1%	
  à	
  600	
  g	
  durant	
  

4min.	
  Le	
  culot	
  est	
  resuspendu	
  dans	
  une	
  solution	
  de	
  PBS1X/BSA	
  0,1%	
  additionnée	
  de	
  l’IgG	
  de	
  

lapin	
   anti-­‐GR	
   à	
   une	
   concentration	
   subagglutinante	
   au	
   préalable	
   déterminée	
   par	
   test	
  

d’hémagglutination.	
  Les	
  GR	
  sont	
  alors	
   incubés	
  30	
  min	
  à	
  température	
  ambiante	
  en	
  rotation	
  

lente.	
   Ils	
   sont	
  ensuite	
  centrifugés	
   (600	
  g,	
  4	
  min)	
  et	
   lavés	
  deux	
   fois	
  en	
  PBS1X/BSA	
  0,1%.	
  Le	
  

culot	
   est	
   resuspendu	
   dans	
   un	
  milieu	
   dit	
   de	
   «	
  phagocytose	
  »	
   dépourvu	
   de	
   sérum	
   de	
   veau	
  

fœtal	
  (SVF)	
  (RPMI	
  1640	
  Glutamax,	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  50	
  µM,	
  L-­‐glutamine	
  2	
  

mM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM)	
  et	
  préchauffé	
  à	
  37°C.	
  

	
  

• Phagocytose	
  classique	
  et	
  Immunofluorescence	
  

Les	
  GR	
  opsonisés	
   (3.106	
  GR/puit	
   de	
   1,9	
   cm2)	
   avec	
   des	
   IgG	
   sont	
  mis	
   au	
   contact,	
   durant	
  

différents	
   temps	
   (2	
  min,	
   5	
  min,	
   60	
  min),	
   avec	
   des	
  macrophages	
  murins	
   RAW264.7	
   (3.105	
  

cellules/lamelle)	
   adhérents	
   sur	
   des	
   lamelles	
   de	
   verre	
   (Ø12	
  mm).	
   Après	
   internalisation	
   des	
  

GR,	
   	
   les	
   cellules	
   sont	
   fixées	
   avec	
   du	
  paraformaldéhyde	
   (PFA)	
   4%/sucrose	
   durant	
   45	
  min	
   à	
  

4°C.	
  	
  Le	
  PFA	
  est	
  neutralisée	
  avec	
  du	
  NH4CL	
  (50	
  mM)	
  en	
  PBS1X	
  durant	
  7	
  min.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  

ensuite	
  perméabilisées	
   avec	
  du	
  PBS1X/SVF	
  2%	
  /saponine	
  0,05%	
  afin	
  de	
  marquer	
   l’actine-­‐F	
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(phalloïdine-­‐Alexa	
  546),	
  et	
   les	
  globules	
   rouges	
   (	
  F(ab)’2	
  anti-­‐IgG	
  de	
   lapin	
  couplé	
  à	
   l’AMCA).	
  

Les	
  lamelles	
  sont	
  montées	
  sur	
  lame	
  en	
  milieu	
  de	
  montage	
  Fluoromount	
  G.	
  	
  

Le	
  nombre	
  de	
  GR	
  internalisés	
  est	
  compté	
  sur	
  cinquante	
  cellules	
  observées	
  par	
  microscopie	
  à	
  

épifluorescence	
   (Microscope	
   LEICA	
   DMI6000	
   inversé,	
   objectif	
   100x	
   (1,4	
   NA),	
   caméra	
  

MicroMAX	
   (Princeton	
   Instruments)).	
   Les	
   images	
   acquises	
   ont	
   été	
   traitées	
   avec	
   le	
   logiciel	
  

ImageJ.	
  	
  

• Phagocytose	
  frustrée	
  et	
  Phagocytose	
  3D	
  

La	
  veille	
  des	
  expériences	
  de	
  phagocytose	
  frustrée	
  et	
  3D,	
  les	
  cellules	
  RAW264.7	
  cultivées	
  

en	
   milieu	
   complet	
   (RPMI	
   1640-­‐Glutamax,	
   HEPES	
   10	
   mM,	
   β-­‐mercaptoéthanol	
   50	
   µM,	
  

pyruvate	
   de	
   sodium	
   1	
   mM,	
   L-­‐glutamine	
   2	
   mM,	
   sérum	
   de	
   veau	
   fœtal	
   10%	
   (SVF))	
   sont	
  

transfectées	
   par	
   électroporation	
   (Biorad)	
   avec	
   des	
   plasmides	
   codant	
   pour	
   des	
   protéines	
  

d’intérêts	
  fusionnées	
  à	
  une	
  protéine	
  fluorescente.	
  

o Phagocytose	
  frustrée	
  

Les	
   cellules	
   transfectées	
   sont	
   déposées	
   sur	
   une	
   lamelle	
   de	
   verre	
   (Ø	
  35	
  mm)	
   contenue	
  

dans	
   des	
   boites	
   (MatTek).	
   Ces	
   lamelles	
   ont	
   préalablement	
   été	
   lavées	
   trois	
   fois	
   avec	
   du	
  

PBS1X,	
   puis	
   incubée	
   toute	
   la	
   nuit	
   à	
   4°C	
   avec	
   de	
   l’anticorps	
   IgG	
   anti-­‐GR	
   de	
  mouton	
   dilué	
  

(1/200)	
  en	
  	
  PBS1X.	
  L’adhésion	
  des	
  cellules	
  à	
  la	
  surface	
  opsonisée	
  est	
  suivie	
  par	
  microscopie	
  à	
  

ondes	
   évanescentes	
   (iMIC,	
   TILL	
   Photonics).	
   Le	
   microscope	
   est	
   équipé	
   d’une	
   caméra	
   CCD	
  

refroidie	
   (iXonEM,	
   Andor	
   Technology),	
   d’une	
   chambre	
   thermostatée	
   à	
   37°C	
   et	
   du	
   logiciel	
  

«	
  Live	
  Acquisition	
  »	
  de	
  	
  contrôle.	
  Les	
  vidéos	
  sont	
  traitées	
  avec	
  le	
  logiciel	
  ImageJ	
  (Figure	
  1A	
  de	
  

l’article).	
  

o Phagocytose	
  3D	
  

Les	
  lamelles	
  de	
  verre	
  des	
  boites	
  sont	
  traitées	
  durant	
  30	
  min	
  avec	
  de	
  la	
  poly-­‐lysine	
  0,01%	
  

à	
   température	
   ambiante,	
   puis	
   rincées	
   trois	
   fois	
   avec	
   du	
   PBS1X.	
   Ensuite	
   les	
   GR	
   (7.	
  

106/lamelles)	
   opsonisés	
   avec	
   des	
   IgG	
  qui	
   ont	
   resuspendus	
   dans	
   du	
  milieu	
   de	
   phagocytose	
  

dépourvu	
  de	
  rouge	
  de	
  phénol	
  (RPMI	
  1640	
  Glutamax,	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  50	
  

µM,	
  L-­‐glutamine	
  2	
  mM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM)	
  sont	
  distribués	
  dans	
  les	
  boites	
  contenant	
  

les	
   lamelles.	
   Les	
   GR	
   sont	
   	
   alors	
   centrifugés	
   2	
   min	
   à	
   500	
   g.	
   Les	
   GR	
   sont	
   lavés	
   par	
   du	
  

PBS1X/BSA	
  10%	
  puis	
  incubés	
  30	
  min	
  à	
  température	
  ambiante	
  avec	
  du	
  PBS1X/BSA	
  10%.	
  Les	
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GR	
   sont	
   lavés	
   trois	
   fois	
   avec	
   du	
   PBS1X	
   avant	
   d’être	
   mis	
   dans	
   du	
   milieu	
   phagocytose	
  

dépourvu	
   de	
   rouge	
   de	
   phénol.	
   Les	
   macrophages	
   RAW	
   264.7	
   transfectés	
   la	
   veille	
   sont	
  

déposés	
   sur	
   les	
   GR.	
   La	
   phagocytose	
   est	
   suivie	
   par	
   suivie	
   par	
   microscopie	
   à	
   ondes	
  

évanescentes	
   (iMIC,	
  TILL	
  Photonics).	
  Le	
  microscope	
  est	
  équipé	
  d’une	
  caméra	
  CCD	
  refroidie	
  

(iXonEM,	
   Andor	
   Technology),	
   d’une	
   chambre	
   thermostatée	
   à	
   37°C	
   et	
   du	
   logiciel	
   «	
  Live	
  

Acquisition	
  »	
   de	
   	
   contrôle.	
   Les	
   vidéos	
   sont	
   traitées	
   avec	
   le	
   logiciel	
   ImageJ	
   (Figure	
   1C	
   de	
  

l’article	
  Traffic	
  et	
  ANNEXE	
  2).	
  

4. Résumé	
  des	
  principaux	
  	
  résultats	
  

A	
   l’aide	
   d’un	
   système	
  de	
   «	
  phagocytose	
   3D	
  »	
   que	
  nous	
   avons	
   spécialement	
   développé	
  

pour	
  visualiser	
  la	
  formation	
  et	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  sur	
  cellule	
  vivante,	
  nous	
  avons	
  

pu	
   démontrer	
   le	
   recrutement	
   simultané	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   de	
   l’actine-­‐F	
   durant	
   la	
  

formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires.	
  Nous	
  avons	
  également	
  mis	
  en	
  évidence	
  le	
  rôle	
  crucial	
  

de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  dans	
  la	
  scission	
  du	
  phagosome	
  et	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  d’une	
  régulation	
  croisée	
  

entre	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  tout	
  au	
  long	
  de	
  l’étape	
  d’internalisation	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  	
  

Dans	
  cette	
  partie,	
  je	
  vous	
  présenterai	
  les	
  principaux	
  résultats	
  obtenus,	
  suivis	
  de	
  l’acticle	
  

publié.	
  

a. La	
  dynamine-­‐2	
  est	
  recrutée	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  durant	
  

l’extension	
  et	
  la	
  fermeture	
  des	
  pseudopodes.	
  

Dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   afin	
   d’observer	
   la	
   localisation	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   au	
   cours	
   de	
  

l’étape	
   précoce	
   d’extension	
   des	
   pseudopodes,	
   nous	
   avons	
   réalisé	
   des	
   expériences	
   de	
  

phagocytose	
   frustrée	
   visualisée	
   par	
   microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes.	
   Les	
   macrophages	
  

murins	
   RAW264.7	
   transitoirement	
   transfectés	
   pour	
   exprimer	
   la	
   dynamine-­‐2	
   sauvage	
  

fusionnée	
   à	
   la	
   GFP	
   (Dyn-­‐2-­‐GFP)	
   et	
   le	
   peptide	
   Lifeact,	
   qui	
   se	
   fixe	
   à	
   l’actine	
   polymérisée,	
  

fusionné	
  à	
   la	
  mCherry	
   (Riedl,	
   Crevenna	
  et	
   al.	
   2008),	
   ont	
   été	
  mis	
   au	
   contact	
   d’une	
   surface	
  

opsonisée	
  avec	
  des	
  IgGs	
  afin	
  de	
  cibler	
  les	
  FcγRs	
  présents	
  à	
  leur	
  surface.	
  Lors	
  de	
  la	
  formation	
  

d’une	
   coupe	
   phagocytaire	
   «	
  frustrée	
  »,	
   la	
   dynamique	
   de	
   polymérisation	
   de	
   l’actine	
   et	
   le	
  

recrutement	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   sont	
   enregistrés	
   par	
   microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes	
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(TIRFM)	
   (Figure	
   1B	
   de	
   l’article).	
   L’actine-­‐F	
   forme	
   un	
   anneau	
   qui	
   se	
   polymérise	
   à	
   ses	
  

extrémités	
   et	
   se	
   dépolymérise	
   en	
   son	
   centre	
   comme	
   visualisée	
   précédemment	
   (Marion,	
  

Mazzolini	
  et	
  al.	
  2012).	
  Parallèlement,	
   la	
  dynamine-­‐2	
  est	
  recrutée	
  dans	
   la	
  zone	
  d’étalement	
  

de	
   la	
   cellule	
   de	
   façon	
   homogène	
   puis	
   par	
   la	
   suite,	
   forme	
   également	
   un	
   anneau	
   qui	
   co-­‐

localise	
  avec	
  l’actine-­‐F.	
  

Dans	
  un	
  second	
  temps,	
  nous	
  avons	
  observé	
  le	
  devenir	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  de	
  l’actine-­‐F	
  	
  

à	
  l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  en	
  utilisant	
  la	
  «	
  phagocytose	
  3D	
  »	
  visualisée	
  par	
  TIRFM.	
  Nous	
  

assistons	
  à	
  la	
  fermeture	
  de	
  l’anneau	
  d’actine-­‐F	
  et	
  de	
  dynamine-­‐2,	
  entourant	
  la	
  particule,	
  en	
  

un	
  point	
  fluorescent	
  intense	
  qui	
  disparaît	
  progressivement	
  (Figure	
  1D-­‐E	
  de	
  l’article).	
  

La	
  visualisation	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  à	
  l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  suggère	
  qu’elle	
  joue	
  un	
  

rôle	
  dans	
  la	
  scission	
  du	
  phagosome.	
  

b. La	
  dynamine-­‐2	
  ne	
  colocalise	
  pas	
  avec	
  la	
  clathrine	
  durant	
  la	
  

formation	
  et	
  fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  

Du	
   fait	
   du	
   rôle	
   connu	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   dans	
   la	
   scission	
   des	
   vésicules	
   d’endocytose	
  

dépendante	
  de	
  la	
  clathrine,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  savoir	
  si	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  au	
  site	
  

de	
   la	
  phagocytose	
  était	
  due	
  à	
   la	
  présence	
  de	
  puits	
  de	
  clahrine.	
   	
  En	
  utilisant	
   le	
   système	
  de	
  

«	
  phagocytose	
  3D	
  »	
  avec	
  des	
  macrophages	
  murins	
  RAW264.7	
  exprimant	
  la	
  dynamine-­‐2-­‐GFP	
  

et	
  la	
  clathrine-­‐DsRed,	
  	
  visualisée	
  par	
  TIRFM,	
  	
  nous	
  avons	
  pu	
  démontrer	
  que	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  

dynamine-­‐2	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  n’est	
  pas	
  due	
  à	
  la	
  présence	
  de	
  clathrine	
  à	
  l’extrémité	
  

des	
   pseudopodes.	
   En	
   effet	
   celle-­‐ci	
   est	
   totalement	
   exclue	
   du	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose,	
  

confirmant	
  les	
  données	
  publiées	
  (Braun,	
  Deschamps	
  et	
  al.	
  2007)	
  alors	
  qu’elle	
  est	
  visualisable	
  

sous	
  forme	
  de	
  points	
  dans	
  la	
  région	
  adhérente	
  de	
  la	
  cellule	
  (Figure	
  2	
  de	
  l’article).	
  

c. L’inhibition	
  de	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  induit	
  un	
  défaut	
  

de	
  	
  phagocytose	
  et	
  de	
  polymérisation	
  d’actine.	
  

Comme	
   décrit,	
   l’inhibition	
   de	
   l’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   par	
   surexpression	
   du	
  

mutant	
   dominant	
   négatif	
   Dyn2K44A-­‐GFP	
   qui	
   ne	
   lie	
   et	
   n’hydrolyse	
   pas	
   le	
   GTP,	
   ou	
   par	
  

traitement	
   au	
   dynasore	
   (80	
   µM)	
   induit	
   un	
   défaut	
   d’internalisation	
   des	
   globules	
   rouges	
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opsonisées	
  avec	
  des	
   IgGs	
  (Figure	
  3	
  de	
   l’article).	
   	
  Cette	
   inhibition	
  n’est	
  pas	
  due	
  à	
  un	
  défaut	
  

d’association	
  entre	
   les	
  particules	
  opsonisées	
  et	
   les	
  récepteurs	
  phagocytaires	
  car	
   le	
  nombre	
  

de	
  particules	
  associées	
  aux	
  macrophages	
  en	
  présence	
  ou	
  en	
  absence	
  de	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  

la	
   dynamine-­‐2	
   n’est	
   quasiment	
   pas	
   modifié.	
   L’inhibition	
   de	
   phagocytose	
   a	
   été	
   confirmée	
  

dans	
  des	
  macrophages	
  murins	
  RAW264.7	
  déplétés	
  par	
  ARN	
  interférence	
  pour	
  la	
  dynamine-­‐2.	
  

Ainsi	
   l’inhibition	
   de	
   l’activité	
   GTPase	
   ou	
   de	
   l’expression	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   empêche	
   la	
  

formation	
  des	
  phagosomes.	
  

	
  Afin	
   de	
  mieux	
   caractériser	
   l’effet	
   de	
   l’absence	
   d’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   au	
  

cours	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires,	
   nous	
   avons	
   quantifié	
   le	
   signal	
   d’actine-­‐F	
  

présent	
  à	
   la	
   coupe	
  phagocytaire	
  dans	
  des	
  macrophages	
  d’une	
  part	
   traités	
  ou	
  non	
  avec	
  du	
  

dynasore	
  ;	
  d’autre	
  part	
  transfectés	
  séparément	
  avec	
  la	
  dynamine-­‐2-­‐GFP	
  sauvage,	
  le	
  mutant	
  

Dyn-­‐2K44A	
  ou	
  la	
  GFP	
  seule.	
  	
  L’absence	
  d’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  induit	
  un	
  défaut	
  

d’accumulation	
   d’actine-­‐F	
   à	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
   (Figure	
   3	
   de	
   l’article).	
   La	
   dynamine-­‐2	
  

active	
  est	
  donc	
  requise	
  pour	
  la	
  polymérisation	
  initiale	
  de	
  l’actine-­‐F	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  

d. 	
  L’inhibition	
  en	
  temps	
  réel	
  de	
  l’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  

bloque	
  l’extension	
  et	
  la	
  fermeture	
  des	
  coupes	
  phagocytaires.	
  

L’une	
   des	
   plus	
   grandes	
   difficultés	
   dans	
   la	
   détermination	
   des	
   protéines	
   impliquées	
   au	
  

cours	
   de	
   la	
   fermeture	
   des	
   phagosomes,	
   était	
   l’impossibilité	
   de	
   bloquer	
   le	
   mécanisme	
  

d’internalisation	
  au	
  moment	
  précis	
  de	
   la	
  scission.	
  En	
  utilisant	
   le	
  système	
  de	
  «	
  phagocytose	
  

3D	
  »	
  et	
   l’addition	
  de	
  dynasore	
  sur	
   les	
  cellules	
  vivantes	
  au	
  moment	
  de	
   l’accumulation	
  de	
   la	
  

dynamine-­‐2	
  en	
  un	
  point	
  correspondant	
  au	
  site	
  de	
   fermeture	
  des	
  phagosomes,	
  nous	
  avons	
  

pu	
   mettre	
   en	
   évidence	
   une	
   persistance	
   et	
   une	
   accumulation	
   du	
   signal	
   dynamine-­‐2-­‐GFP	
  

contrairement	
   au	
   phénotype	
   observé	
   lors	
   du	
   déroulement	
   normal	
   du	
   processus	
   sans	
  

inhibition	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2.	
  Le	
  globule	
  rouge	
  visible	
  en	
  contraste	
  de	
  phase	
  reste	
  accolé	
  à	
  la	
  

membrane	
  plasmique.	
  La	
  scission	
  n’a	
  pas	
  eu	
  lieu	
  (Figure	
  4B	
  de	
  l’article).	
  

Parallèlement,	
  à	
  un	
  stade	
  plus	
  précoce	
  de	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes	
  qui	
  se	
  caractérise	
  

par	
  l’accumulation	
  d’actine-­‐F	
  et	
  de	
  dynamine	
  2	
  autour	
  de	
  la	
  particule,	
  l’addition	
  de	
  dynasore	
  

conduit	
   à	
   la	
   formation	
  d’une	
   coupe	
  phagocytaire	
   abortive.	
  Nous	
   avons	
  observé	
  une	
  perte	
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rapide	
   du	
   signal	
   d’actine-­‐F	
   et	
   une	
   perte	
   progressive	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose.	
  Le	
  globule	
  rouge	
  en	
  contact	
  avec	
  la	
  cellule	
  n’est	
  pas	
  internalisée	
  (Figure	
  4A	
  de	
  

l’article).	
  

Ces	
   résultats	
   ont	
   été	
   confirmés	
   par	
   l’utilisation	
   d’une	
   autre	
   drogue	
   inhibitrice	
   de	
   la	
  

dynamine-­‐2	
   appelée	
   Iminodyne-­‐22TM.	
   L’addition	
   de	
   l’Iminodyne-­‐22TM	
   induit	
   une	
  

accumulation	
   et	
   une	
   persistance	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   à	
   l’extrémité	
   des	
   pseudopodes	
  

accompagnée	
  d’actine-­‐F	
  juste	
  avant	
  sa	
  disparition	
  progressive.	
  Le	
  globule	
  rouge	
  se	
  retrouve	
  

bloqué	
  à	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  (Figure	
  4C	
  de	
  l’article).	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  résultats	
  démontre	
  que	
  la	
  dynamine-­‐2	
  est	
  requise	
  pour	
  le	
  maintien	
  et	
  

l’extension	
  du	
  réseau	
  d’actine-­‐F	
  durant	
  la	
  formation	
  des	
  pseudopodes	
  mais	
  également	
  pour	
  

son	
  activité	
  de	
  scission	
  du	
  phagosome.	
  	
  

e. La	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  interagissent	
  durant	
  la	
  formation	
  des	
  

phagosomes.	
  

Des	
   expériences	
   de	
   co-­‐immunoprécipitaiton	
   ont	
   été	
   réalisées	
   dans	
   le	
   but	
   de	
   mieux	
  

caractériser	
   l’interaction	
   potentielle	
   entre	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   l’actine-­‐F	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  

phagocytose.	
   En	
   parallèle,	
   une	
   cinétique	
   de	
   phagocytose	
   a	
   été	
   réalisée	
   avec	
   des	
  

macrophages	
  RAW264.7	
  exprimant	
  la	
  dynamine-­‐2-­‐GFP	
  ou	
  la	
  GFP	
  seule	
  comme	
  témoin.	
  	
  A	
  10	
  

min	
   de	
   phagocytose,	
   nous	
   avons	
   observé	
   une	
   co-­‐immunoprécipitation	
   de	
   l’actine	
   avec	
   la	
  

dynamine-­‐2-­‐GFP	
  qui	
  n’existe	
  pas	
  lors	
  de	
  l’immunoprécipitation	
  avec	
  la	
  GFP	
  seule.	
  Ce	
  résultat	
  

confirme	
   une	
   interaction	
   directe	
   ou	
   indirecte	
   entre	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   l’actine	
   (Figure	
  

supplémentaire	
  1	
  de	
  l’article).	
  

f. L’inhibition	
  en	
  temps	
  réel	
  de	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  empêche	
  

le	
  recrutement	
  et	
  l’activité	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2.	
  

Du	
   fait	
   de	
   la	
   diminution	
   rapide	
   de	
   la	
   polymérisation	
   d’actine	
   lors	
   de	
   l’inhibition	
   de	
  

l’activité	
  GTPase	
  de	
   la	
  dynamine,	
  nous	
  nous	
   sommes	
   intéressés	
  à	
   l’interdépendance	
  entre	
  

ces	
  deux	
  protéines.	
  Nous	
  avons	
  utilisés	
  des	
  drogues	
  inhibitrices	
  de	
  la	
  polymérisation	
  d’actine	
  

(latrunculine	
  A,	
  cytochalasine	
  D,	
  CK-­‐869)	
   lors	
  d’expériences	
  de	
  phagocytose	
  frustrée	
  ou	
  3D	
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sur	
  des	
  macrophages	
  murins	
  exprimant	
  de	
  façon	
  transitoire	
  la	
  dynamine-­‐2-­‐GFP	
  et	
  le	
  peptide	
  

lifeact-­‐mCherry	
  (Figure	
  5	
  de	
  l’article).	
  	
  

L’addition	
   de	
   la	
   cytochalasine	
   D	
   au	
   cours	
   de	
   l’étalement	
   de	
   la	
   cellule	
   sur	
   une	
   surface	
  

opsonisée	
  par	
  des	
   IgG,	
  mimant	
   la	
   formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires,	
  arrête	
   la	
   formation	
  

de	
   l’anneau	
   d’actine-­‐F	
   caractéristique	
   de	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes	
   et	
   empêche	
   le	
  

recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  dans	
  la	
  zone	
  d’étalement.	
  Par	
  conséquent	
  la	
  polymérisation	
  

initiale	
  de	
  l’actine-­‐F	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  est	
  nécessaire	
  au	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐

2.	
  

L’addition	
   de	
   latruncculine	
   A	
   au	
   moment	
   de	
   la	
   fermeture	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
  

autour	
  des	
  GR	
  opsonisés	
  par	
  des	
  IgG,	
  	
  visualisée	
  par	
  TIRFM,	
  démontre	
  un	
  arrêt	
  rapide	
  de	
  la	
  

polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  à	
  l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  avec	
  une	
  accumulation	
  transitoire	
  

de	
  dynamine-­‐2	
  ce	
  qui	
  aboutit	
  à	
  l’expulsion	
  de	
  la	
  particule	
  qui	
  était	
  presque	
  internalisée.	
  La	
  

polymérisation	
   d’actine	
   et	
   son	
   accumulation	
   au	
   site	
   de	
   fermeture	
   des	
   phagosomes	
   sont	
  

nécessaires	
   au	
   recrutement	
   ou	
   à	
   l’activité	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   lors	
   de	
   la	
   scission	
   du	
  

phagosome.	
  

Enfin,	
   l’utilisation	
   d’un	
   inhibiteur	
   du	
   complexe	
   Arp2/3	
   sur	
   un	
   macrophage	
   en	
   cours	
  

d’internalisation	
  de	
  deux	
  globules	
  rouges	
  	
  induit	
  d’une	
  part	
  un	
  arrêt	
  et	
  une	
  stabilisation	
  des	
  

pseudopodes	
   autour	
   d’une	
   particule,	
   qui	
   ne	
   sera	
   donc	
   pas	
   internalisée,	
   et	
   d’autre	
   part	
   le	
  

second	
   globule	
   rouge	
   est	
   totalement	
   internalisé	
   car	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes	
   au	
  

moment	
  de	
   l’addition	
  de	
   la	
  drogue	
   inhibitrice	
  CK-­‐869	
  était	
  beaucoup	
  plus	
  avancé.	
  En	
  effet	
  

l’actine-­‐F	
   et	
   la	
   dynamine-­‐2	
   étaient	
   accumulées	
   en	
   un	
   point	
   au	
   site	
   de	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes	
   au	
   moment	
   de	
   l’ajout	
   du	
   CK-­‐869.	
   Ce	
   résultat	
   suggère	
   donc	
   que	
   la	
  

polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  fermeture	
  du	
  phagosome	
  n’est	
  pas	
  requise	
  pour	
  

la	
  scission	
  du	
  phagosome.	
  

g. Conclusion	
  

L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   indique	
   que	
   lors	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
  

phagocytaires,	
  la	
  polymérisation	
  initiale	
  d’actine-­‐F	
  permet	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  

au	
   site	
  de	
  phagocytose.	
   L’accumulation	
  de	
   cette	
  dernière	
  permet	
  une	
  augmentation	
  de	
   la	
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polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  qui	
  favorise	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  à	
  

internaliser.	
  Ainsi	
  cette	
  polymérisation	
  favorise	
  la	
  formation	
  et	
  la	
  maintenance	
  d’un	
  cou	
  de	
  

phagosome	
  où	
  la	
  dynamine-­‐2	
  s’accumule	
  et	
  exerce	
  son	
  activité	
  de	
  scission	
  (Figure	
  39).	
  

	
  

	
  

Figure	
   39	
   :	
   Modèle	
   d’organisation	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   de	
   l’actine	
   durant	
   la	
   formation	
   du	
  
phagosome.	
   La	
   liaison	
   d’une	
   particule	
   opsonisée	
   pour	
   cibler	
   le	
   FcγR	
   induit	
   une	
   signalisation	
  
intracellulaire	
   conduisant	
   à	
   la	
   polymérisation	
   de	
   l’actine	
   (1)	
   nécessaire	
   à	
   l’extension	
   des	
  
pseudopodes	
   (2).	
   La	
   dynamine-­‐2	
   est	
   recrutée	
   au	
   même	
  moment	
   avec	
   l’actine-­‐F	
   et	
   dépend	
   de	
   sa	
  
polymérisation.	
   L’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   soutient	
   la	
   polymérisation	
   d’actine-­‐F.	
  
Progressivement	
  l’actine-­‐F	
  se	
  dépolymérise	
  à	
  la	
  base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  alors	
  qu’elle	
  continue	
  
à	
  polymériser	
  à	
  l’extrémité	
  des	
  pseudopodes.	
  La	
  dynamine-­‐2	
  s’accumule	
  également	
  à	
  ces	
  extrémités	
  
et	
  est	
  impliquée	
  dans	
  la	
  scission	
  de	
  la	
  membrane.	
  Cette	
  scission	
  membranaire	
  nécessite	
  la	
  liaison	
  et	
  
l’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  par	
   la	
  dynamine-­‐2.	
  Une	
   régulation	
  croisée	
  entre	
   la	
  dynamine-­‐2	
  et	
   l’actine-­‐F	
  est	
  
nécessaire	
  à	
  la	
  formation	
  et	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  (3).	
  Le	
  phagosome	
  clos	
  initie	
  sa	
  maturation	
  
(4).	
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Supplemental	
  Figure	
  7	
  :	
  Actin	
  is	
  coimmunoprecipitated	
  with	
  Dynamin-­‐2.	
  RAW264.7	
  transfected	
  to	
  
express	
  EGFP	
  or	
  Dyn2WT-­‐GFP	
  were	
  allowed	
  to	
  phagocytose	
  RBCs	
  during	
  10	
  min	
  then	
  lysed.	
  Lysates	
  
were	
  incubated	
  with	
  anti-­‐GFP	
  antibodies	
  and	
  immunoprecipitated	
  in	
  presence	
  or	
  absence	
  of	
  bovine	
  
serum	
   albumin	
   (BSA).	
   Proteins	
   were	
   analyzed	
   by	
   immunoblotting	
   using	
   anti-­‐actin	
   and	
   anti-­‐GFP	
  
antibodies	
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2ème	
  partie	
  :	
  Mécanismes	
  moléculaires	
  en	
  aval	
  du	
  CR3.	
  

1. Introduction	
  	
  

L’activité	
   du	
   récepteur	
   au	
   complément	
   CR3	
   implique	
   différentes	
   signalisations	
   qui	
  

rendent	
  complexe	
  l’étude	
  des	
  acteurs	
  moléculaires	
  impliqués	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  En	
  

effet,	
   l’existence	
   d’une	
   signalisation	
   pré-­‐activatrice	
   «	
  inside-­‐out	
  »	
   puis	
   d’une	
   signalisation	
  

activatrice	
   «	
  outside-­‐in	
  »	
   engage	
   de	
   nombreuses	
   protéines	
   qui	
   doivent	
   être	
   régulées	
  

précisément	
  dans	
  l’espace	
  et	
  le	
  temps.	
  Comparée	
  à	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  les	
  FcγRs,	
  de	
  

nombreuses	
  observations	
  mettent	
  en	
  évidence	
  le	
  caractère	
  plus	
  lent	
  et	
  moins	
  efficace	
  de	
  la	
  

phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  CR3.	
  De	
  plus,	
   la	
  morphologie	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  induites	
  

par	
   ces	
   deux	
   types	
   de	
   récepteurs	
   présente	
   des	
   différences	
   révélées	
   dès	
   1996	
   (Figure	
   22)	
  

(Allen	
  and	
  Aderem	
  1996).	
  Bien	
  qu’il	
  soit	
  un	
  récepteur	
  phagocytaire,	
  le	
  CR3	
  est	
  une	
  intégrine	
  

mécano-­‐réceptrice	
  capable	
  de	
  détecter	
  des	
  changements	
  morphologiques	
  ou	
  chimiques	
  de	
  

la	
  matrice-­‐extracellulaire,	
  qui	
  sont	
  ensuite	
  transduits	
  en	
  signaux	
  intracellulaires	
  aboutissant	
  

au	
   remodelage	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine.	
   Les	
   protéines	
   de	
   liaison	
   à	
   l’actine	
   telles	
   que	
   la	
  

taline,	
  la	
  vinculine	
  ou	
  encore	
  la	
  myosine	
  impliquées	
  dans	
  la	
  transmission	
  du	
  signal	
  «	
  outside-­‐

in	
  »,	
  	
  sont	
  toutes	
  requises	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  CR3.	
  	
  En	
  revanche,	
  l’implication	
  de	
  la	
  

filamine	
  	
  au	
  cours	
  de	
  ce	
  processus	
  n’a	
  pas	
  encore	
  été	
  mise	
  en	
  évidence.	
  

Dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   afin	
   de	
   comprendre	
   d’où	
   proviennent	
   les	
   différences	
  

morphologiques	
   entre	
   les	
   coupes	
   phagocytaires	
   induites	
   par	
   	
   les	
   FcγRs	
   et	
   les	
   CR3,	
   nous	
  

avons	
  initié	
  l’analyse	
  de	
  l’organisation	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine-­‐F	
  et	
  des	
  protéines	
  telles	
  que	
  

la	
  taline,	
  la	
  myosine	
  II	
  et	
  VAMP3	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  induites	
  

par	
   le	
   CR3	
   dans	
   le	
   modèle	
   de	
   phagocytose	
   frustrée	
   visualisée	
   par	
   microscopie	
   à	
   ondes	
  

évanescentes.	
  	
  

Dans	
   un	
   second	
   temps,	
   pour	
   déterminer	
   la	
   fonction	
   de	
   la	
   filamine	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  

phagocytose,	
   nous	
   avons	
   analysé	
   l’effet	
   de	
   son	
   absence	
   dans	
   les	
   macrophages	
   sur	
   la	
  

phagocytose	
   induite	
   par	
   le	
   CR3.	
   Pour	
   ce	
   faire,	
   nous	
   avons	
   utilisé	
   la	
   technique	
   d’ARN	
  

interférence	
   ciblant	
   la	
   filamine	
   (FLN),	
   mais	
   aussi	
   la	
   surexpression	
   d’une	
   protéine	
   E3	
  

ubiquitine	
   ligase	
  ASB2	
  (	
  «	
  Ankyrin	
  Repeat	
  and	
  SOCS	
  box	
  Containing	
  2	
  »)	
  qui	
  a	
  pour	
  cible	
   la	
  

filamine.	
   Celle-­‐ci	
   est	
   alors	
   dirigée	
   	
   vers	
   la	
   voie	
   de	
   dégradation	
   par	
   le	
   protéasome	
   (Heuze,	
  



Résultats	
  

	
  

 129 

Lamsoul	
  et	
  al.	
  2008,	
  Razinia,	
  Baldassarre	
  et	
  al.	
  2011,	
  Razinia,	
  Baldassarre	
  et	
  al.	
  2013).	
  Notre	
  

hypothèse	
   de	
   travail	
   est	
   que	
   la	
   filamine	
   pourrait	
   avoir	
   un	
   rôle	
   négatif	
   sur	
   l’activité	
   des	
  

intégrines	
  notamment	
  du	
  CR3	
  et	
  que	
  son	
  inhibition	
  pourrait	
  donc	
  augmenter	
  les	
  efficacités	
  

d’adhésion	
   et/ou	
   d’internalisation	
   en	
   particulier	
   en	
   aval	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
  

intégrines.	
  	
  

2. Matériels	
  et	
  méthodes	
  

• Anticorps,	
  plasmides	
  et	
  séquences	
  de	
  siRNA	
  

Les	
  anticorps	
  primaires	
  suivants	
  ont	
  été	
  utilisés	
  :	
  IgG	
  de	
  lapin	
  anti-­‐GR	
  de	
  mouton	
  (ICN),	
  IgM	
  

de	
  lapin	
  anti-­‐GR	
  de	
  mouton	
  (Accurate),	
  IgG	
  de	
  lapin	
  anti-­‐filamine	
  A	
  de	
  souris	
  et	
  IgG	
  de	
  lapin	
  

anti-­‐filamine	
  B	
  de	
  souris	
   (tous	
   les	
  deux	
  de	
  Abcam),	
   IgG	
  de	
  souris	
  anti-­‐filamine	
  A	
  d’homme	
  	
  

(clone	
  PM6/317	
  Merck	
  Millipore),	
  	
  IgG	
  de	
  souris	
  anti-­‐tubuline	
  (Clone	
  DM1A	
  de	
  chez	
  Sigma).	
  

Les	
  anticorps	
  secondaires	
  suivants	
  ont	
  été	
  utilisés	
  	
  F(ab)’2	
  anti-­‐IgG	
  de	
  lapin	
  couplé	
  à	
  l’AMCA,	
  

F(ab)’2	
  anti-­‐IgG	
  de	
  lapin	
  couplé	
  à	
  la	
  Cyanine	
  3,	
  F(ab)’2	
  anti-­‐IgG	
  de	
  souris	
  couplé	
  à	
  la	
   	
  F(ab)’2	
  

anti-­‐IgG	
  de	
  lapin	
  couplé	
  à	
  la	
  HRP,	
  F(ab)’2	
  anti-­‐IgG	
  de	
  souris	
  couplé	
  à	
  la	
  HRP	
  (tous	
  de	
  Jackson	
  

Immunoresearch).	
  

Les	
   plasmides	
  utilisés	
   sont	
   :	
   pEGFP	
   hASB2α	
   WT	
   donné	
   par	
   Pierre	
   Lutz	
   (IPBS,	
   Toulouse),	
  

pEGFP-­‐C1	
  donné	
  par	
  Anne	
  Brelot	
  (Institut	
  Cochin,	
  Paris),	
  pEGFPC-­‐taline	
  donné	
  par	
  Christoph	
  

Ballestrem	
   (Université	
   de	
  Manchester)	
   et	
   pEGFP-­‐N3NN-­‐MH-­‐SF9	
   codant	
   pour	
   un	
   anticorps	
  

recombinant	
  ciblant	
  la	
  myosine	
  II	
  donné	
  par	
  Franck	
  Perez	
  (Institut	
  Curie,	
  Paris)	
  

Les	
  duplex	
  d’ARN	
  interférents	
  suivant	
  ont	
  été	
  utilisés	
  :	
  	
  

siGFP	
  :	
   GAACGGCAUCAAGGUGAACTT	
  ;	
   siAP1	
  :	
   AGCUAUGAAUGAUAUAUUA55;	
   siFLN	
  :	
  

CCAGCAAGGUGAAGGCGUU55	
  .	
  

• Cellules	
  et	
  transfections	
  

Les	
   macrophages	
   murins	
   RAW264.7	
   (ATCC®	
   TIB-­‐71™)	
   sont	
   cultivés	
   en	
   milieu	
   complet	
  

(RPMI	
  1640-­‐Glutamax,	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  50	
  µM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM,	
  

L-­‐glutamine	
   2	
   mM,	
   sérum	
   de	
   veau	
   fœtal	
   10%	
   (SVF).	
   Ces	
   cellules	
   sont	
   transfectées	
   par	
  

électroporation	
   avec	
   le	
   kit	
  Optimix	
   (Cell	
   Project)	
   dans	
   des	
   cuvettes	
   0,4cm	
  à	
   250V,	
   950	
  µF	
  

dans	
  un	
  appareil	
  Gene	
  Pulser	
   II	
   (Biorad).	
  Habituellement	
  une	
  boite	
  de	
   culture	
  de	
  100	
  mm	
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contenant	
   des	
   cellules	
   subconfluentes	
   et	
   20	
   µg	
   de	
   plasmides	
   sont	
   utilisés	
   pour	
   chaque	
  

transfection.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  remises	
  en	
  culture	
  en	
  milieu	
  complet	
  durant	
  18-­‐20h	
  à	
  37°C	
  5%	
  

CO2	
  dans	
  des	
  boites	
  de	
  culture	
  100	
  mm	
  avec	
  ou	
  sans	
  lamelles	
  de	
  verre.	
  

Les	
  macrophages	
  primaires	
  humains	
  dérivés	
  de	
  monocytes	
  (hMDMs)	
  sanguins	
  sont	
  isolés	
  

par	
  gradient	
  de	
  densité	
  de	
  Ficoll	
  (GE	
  Healthcare)	
  à	
  partir	
  du	
  sang	
  de	
  donneurs	
  sains	
  récupéré	
  

à	
   l’Etablissement	
   Français	
   du	
   Sang	
   (EFS),	
   suivi	
   de	
  2h	
  d’adhésion	
   sur	
   plastique.	
   Les	
   cellules	
  

sont	
  alors	
  cultivées	
  en	
  milieu	
  complet	
  (RPMI	
  1640-­‐Glutamax	
  complété	
  de	
  10%	
  de	
  sérum	
  de	
  

veau	
   fœtal,	
   100	
   µg/ml	
   streptomycine/penicilline	
   et	
   2mM	
   L-­‐glutamine(Invitrogen/Gibco),	
  

rhM-­‐CSF	
   (R&D	
   systems))	
   dans	
   lequel	
   elles	
   	
   vont	
   se	
   différencier.	
   Les	
   hMDMs	
   sont	
  

nucléofectées	
  à	
  5	
  jours	
  de	
  différenciation	
  (5.105	
  cellules/cuvette)	
  avec	
  5	
  µg	
  de	
  plasmides,	
  en	
  

utilisant	
   l’appareil	
   Nucleofector	
   II	
   device	
   (Amaxa	
   GmbH	
   Europe/World)	
   et	
   le	
   kit	
   Ingenio	
  

(Mirus).	
  

Le	
  traitement	
  par	
  siRNA	
  	
  durant	
  48-­‐72h	
  est	
  réalisé	
  avec	
  les	
  réactifs	
  RNAiMAX	
  (Invitrogen).	
  

	
  

• Opsonisation	
  des	
  globules	
  rouges.	
  

o IgG	
  

Les	
  globules	
  rouges	
  (GR)	
  dont	
  le	
  nombre	
  utilisé	
  varie	
  en	
  fonction	
  de	
  l’expérience	
  de	
  

phagocytose	
   réalisée,	
   sont	
   lavés	
  deux	
   fois	
  dans	
  100	
  µl	
  de	
  PBS1X/BSA	
  0,1%	
  à	
  600	
  g	
  durant	
  

4min.	
  Le	
  culot	
  est	
  resuspendu	
  dans	
  une	
  solution	
  de	
  PBS1X/BSA	
  0,1%	
  additionnée	
  de	
  l’IgG	
  de	
  

lapin	
   anti-­‐GR	
   à	
   une	
   concentration	
   subagglutinante	
   au	
   préalable	
   déterminée	
   par	
   test	
  

d’hémagglutination.	
  Les	
  GR	
  sont	
  alors	
   incubés	
  30	
  min	
  à	
  température	
  ambiante	
  en	
  rotation	
  

lente.	
   Ils	
   sont	
  ensuite	
  centrifugés	
   (600	
  g,	
  4	
  min)	
  et	
   lavés	
  deux	
   fois	
  en	
  PBS1X/BSA	
  0,1%.	
  Le	
  

culot	
   est	
   resuspendu	
   dans	
   un	
  milieu	
   dit	
   de	
   «	
  phagocytose	
  »	
   dépourvu	
   de	
   sérum	
   de	
   veau	
  

fœtal	
  (SVF)	
  (RPMI	
  1640	
  Glutamax,	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  50	
  µM,	
  L-­‐glutamine	
  2	
  

mM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM)	
  et	
  préchauffé	
  à	
  37°C.	
  

	
  

o IgM	
  et	
  	
  fragment	
  C3bi	
  du	
  complément	
  

Les	
   globules	
   rouges	
   (GR)	
   dont	
   le	
   nombre	
   utilisé	
   varie	
   en	
   fonction	
   de	
   l’expérience	
   de	
  

phagocytose	
   réalisée,	
   sont	
   lavés	
  deux	
   fois	
  dans	
  100	
  µl	
  de	
  PBS1X/BSA	
  0,1%	
  à	
  600	
  g	
  durant	
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4min.	
  Le	
  culot	
  est	
  resuspendu	
  dans	
  une	
  solution	
  de	
  PBS1X/BSA	
  0,1%	
  additionnée	
  de	
  l’IgM	
  de	
  

lapin	
   anti-­‐GR	
   à	
   une	
   concentration	
   subagglutinante	
   au	
   préalable	
   déterminée	
   par	
   test	
  

d’hémagglutination.	
  Les	
  GR	
  sont	
  alors	
   incubés	
  30	
  min	
  à	
  température	
  ambiante	
  en	
  rotation	
  

lente.	
   Ils	
   sont	
  ensuite	
  centrifugés	
   (600	
  g,	
  4	
  min)	
  et	
   lavés	
  deux	
   fois	
  en	
  PBS1X/BSA	
  0,1%.	
  Le	
  

culot	
   est	
   resuspendu	
   dans	
   un	
  milieu	
   dit	
   de	
   «	
  phagocytose	
  »	
   dépourvu	
   de	
   sérum	
   de	
   veau	
  

fœtal	
  (SVF)	
  (RPMI	
  1640	
  Glutamax,	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  50	
  µM,	
  L-­‐glutamine	
  2	
  

mM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM)	
  	
  additionné	
  de	
  C3bi	
  du	
  complément	
  (1/200)	
  et	
  préchauffé	
  à	
  

37°C.	
   L’ensemble	
   est	
   incubé	
   durant	
   20	
   min	
   à	
   37°C.	
   Au	
   bout	
   des	
   20	
   min	
   d’incubation,	
   la	
  

suspension	
  est	
  centrifugée	
  (600	
  g,	
  4	
  min).	
  Le	
  culot	
  de	
  GR	
  est	
  remis	
  en	
  suspension	
  dans	
  du	
  

milieu	
   phagocytose	
   (RPMI	
   1640	
   Glutamax,	
   HEPES	
   10	
   mM,	
   β-­‐mercaptoéthanol	
   50	
   µM,	
   L-­‐

glutamine	
  2	
  mM,	
  pyruvate	
  de	
  sodium	
  1	
  mM)	
  préchauffé	
  à	
  37°C.	
  

• Phagocytose	
  classique	
  et	
  Immunofluorescence	
  

Dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  CR3,	
  les	
  cellules	
  sont	
  pré-­‐traitées	
  15	
  min	
  à	
  

37°C	
  avec	
  du	
  PMA	
  (Phorbol	
  myristate	
  acétate)	
  150	
  ng/ml.	
  Les	
  GR	
  opsonisés	
   (3.106	
  GR/puit	
  

de	
  1,9	
  cm2)	
  avec	
  des	
  IgG/	
  IgM	
  et	
  C3bi	
  sont	
  mis	
  au	
  contact,	
  durant	
  différents	
  temps	
  (2	
  min,	
  5	
  

min,	
   60	
  min),	
   avec	
  des	
  macrophages	
  murins	
  RAW	
  264.7	
   (3.105	
   cellules/lamelle)	
   adhérents	
  

sur	
  des	
   lamelles	
  de	
  verre	
   (Ø12	
  mm).	
  Après	
   internalisation	
  des	
  GR,	
   	
   les	
   cellules	
   sont	
   fixées	
  

avec	
  du	
  paraformaldéhyde	
   (PFA)	
  4%/sucrose	
  durant	
  45	
  min	
  à	
  4°C.	
   	
   Le	
  PFA	
  est	
  neutralisée	
  

avec	
  du	
  NH4CL	
  (50	
  mM)	
  en	
  PBS1X	
  durant	
  7min.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  ensuite	
  perméabilisées	
  avec	
  

du	
  PBS1X/SVF	
  2%	
  /	
  saponine	
  0,05%	
  afin	
  de	
  marquer	
  l’actine-­‐F	
  (phalloïdine-­‐Alexa	
  546),	
  et	
  les	
  

globules	
  rouges	
  (	
  F(ab)’2	
  anti-­‐IgG	
  de	
   lapin	
  couplé	
  à	
   l’AMCA).	
  Les	
   lamelles	
  sont	
  montées	
  sur	
  

lame	
  en	
  milieu	
  de	
  montage	
  Fluoromount	
  G.	
  	
  

Le	
   nombre	
   de	
   GR	
   internalisés	
   est	
   compté	
   sur	
   cinquante	
   cellules	
   observées	
   par	
  

microscopie	
  à	
  épifluorescence	
   (Microscope	
  LEICA	
  DMI6000	
   inversé,	
  objectif	
  100x	
   (1,4	
  NA),	
  

caméra	
  MicroMAX	
   (Princeton	
   Instruments)).	
   Les	
   images	
   acquises	
   ont	
   été	
   traitées	
   avec	
   le	
  

logiciel	
  ImageJ.	
  	
  

• Phagocytose	
  frustrée	
  

Les	
  cellules	
  transfectées	
  sont	
  déposées	
  sur	
  une	
  lamelle	
  de	
  verre	
  (Ø	
  35	
  mm)	
  intégrée	
  au	
  fond	
  

des	
  boites	
  (MatTek).	
  Ces	
  lamelles	
  ont	
  préalablement	
  été	
  lavées	
  trois	
  fois	
  avec	
  du	
  PBS1X,	
  puis	
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incubée	
  toute	
  la	
  nuit	
  à	
  4°C	
  avec	
  une	
  goutte	
  d’anticorps	
  IgM	
  anti-­‐GR	
  de	
  mouton	
  dilué	
  (1/50)	
  

en	
  	
  PBS1X.	
  Le	
  lendemain,	
  l’anticorps	
  IgM	
  anti-­‐GR	
  est	
  éliminé	
  et	
  remplacé	
  par	
  	
  le	
  complément	
  

C3bi	
   dilué	
   en	
   PBS1X	
   (1/10)	
   durant	
   30	
  min	
   à	
   température	
   ambiante.	
   Au	
   bout	
   des	
   30	
  min	
  

d’incubation,	
   la	
   goutte	
   est	
   retirée	
   et	
   remplacée	
   par	
   du	
  milieu	
   phagocytose	
   sans	
   rouge	
   de	
  

phénol.	
   L’adhésion	
   des	
   cellules	
   à	
   la	
   surface	
   opsonisée	
   est	
   suivie	
   par	
  microscopie	
   à	
   ondes	
  

évanescentes	
   (iMIC,	
  TILL	
  Photonics).	
  Le	
  microscope	
  est	
  équipé	
  d’une	
  caméra	
  CCD	
  refroidie	
  

(iXonEM,	
   Andor	
   Technology),	
   d’une	
   chambre	
   thermostatée	
   à	
   37°C	
   C02	
   et	
   du	
   logiciel	
   	
   de	
  

contrôle	
   «	
  Live	
   Acquisition	
  ».	
   Les	
   vidéos	
   sont	
   traitées	
   avec	
   le	
   logiciel	
   ImageJ.	
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DISCUSSION	
  ET	
  PERSPECTIVES	
  

La	
  phagocytose	
  est	
  un	
  mécanisme	
  cellulaire	
  indispensable	
  au	
  bon	
  fonctionnement	
  de	
  

nombreux	
  organismes.	
  Chez	
  les	
  mammifères,	
  ce	
  processus	
  d’internalisation	
  et	
  d’élimination	
  

de	
   particules	
   de	
   grandes	
   tailles	
   (>0,5	
   µm)	
   sert	
   à	
   la	
   fois	
   au	
   système	
   immunitaire	
   et	
  

l’homéostasie	
  tissulaire.	
  Les	
  phagocytoses	
   induites	
  par	
   les	
  récepteurs	
  aux	
  opsonines,	
  FcγRs	
  

et	
  CR3,	
  dépendent	
  toutes	
  deux	
  de	
  la	
  dynamique	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  et	
  du	
  remodelage	
  

membranaire.	
  De	
   nombreuses	
   études	
   ont	
   permis	
   un	
   enrichissement	
   de	
   la	
   compréhension	
  

des	
   	
   voies	
   de	
   signalisation	
   impliquées	
   durant	
   la	
   phase	
   de	
   formation	
   et	
   d’extension	
   des	
  

pseudopodes	
  autour	
  de	
  la	
  particule	
  opsonisée.	
  Cependant,	
  peu	
  d’études	
  renseignent	
  sur	
  le	
  

mécanisme	
  de	
  fermeture	
  et	
  relargage	
  des	
  phagosomes	
  dans	
  le	
  milieu	
  intracellulaire.	
  

	
  Parallèlement,	
   la	
   phagocytose	
   induite	
   par	
   le	
   CR3	
   impliquant	
   une	
   signalisation	
   plus	
  

complexe	
   reste	
   beaucoup	
   moins	
   étudiée	
   que	
   la	
   phagocytose	
   dépendante	
   des	
   FcγRs.	
   Les	
  

acteurs	
   et	
  mécanismes	
  moléculaires	
   à	
   l’origine	
   des	
   différences	
  morphologiques	
   observées	
  

entre	
   les	
   coupes	
   phagocytaires	
   générées	
   par	
   ces	
   deux	
   types	
   de	
   récepteurs	
   ne	
   sont	
   pas	
  

connus.	
  De	
  même,	
  la	
  fonction	
  de	
  certaines	
  protéines	
  connues	
  dans	
  la	
  signalisation	
  «	
  inside-­‐

out	
  »	
   ou	
   «	
  outside	
   in	
  »	
   liée	
   aux	
   intégrines	
   n’a	
   pas	
   été	
   démontrée	
   dans	
   le	
   cadre	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  dépendante	
  du	
  CR3.	
  	
  Au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse,	
  j’ai	
  étudié	
  ces	
  deux	
  aspects	
  de	
  la	
  

phagocytose	
  que	
  je	
  discute	
  en	
  deux	
  parties	
  ci-­‐après.	
  

1. La	
  régulation	
  croisée	
  entre	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  

formation	
  et	
  de	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  

Mon	
  travail	
  m’a	
  permis	
  d’identifier	
  la	
  dynamine-­‐2	
  en	
  tant	
  que	
  protéine	
  responsable	
  de	
  la	
  

scission	
  des	
  phagosomes	
  suite	
  à	
  l’activation	
  des	
  récepteurs	
  Fcγs.	
  J’ai	
  également	
  pu	
  mettre	
  en	
  

évidence	
   une	
   régulation	
   croisée	
   entre	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   le	
   réseau	
   d’actine-­‐F	
   dans	
   les	
  

macrophages.	
   L’utilisation	
   de	
   la	
   microscopie	
   	
   à	
   ondes	
   évanescentes,	
   dans	
   des	
   systèmes	
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expérimentaux	
   astucieux	
   sur	
   des	
   cellules	
   vivantes,	
   ont	
   permis	
   d’observer	
   la	
   formation	
   et	
  

plus	
  spécifiquement	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes	
  pour	
  la	
  toute	
  première	
  fois.	
  	
  	
  

	
  

• Co-­‐localisation	
  entre	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  

Il	
  y	
  a	
  17	
  ans,	
  le	
  groupe	
  d’Alan	
  Aderem	
  a	
  démontré	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  

aux	
  coupes	
  phagocytaires	
  5	
  min	
  après	
  l’activation	
  des	
  récepteurs	
  Fcγs,	
  CR3	
  et	
  des	
  récepteurs	
  

zymosan	
  dans	
  des	
  macrophages	
  péritonéaux	
  murins	
  ou	
  des	
  lignées	
  de	
  macrophages	
  murins.	
  

En	
  suivant	
  la	
  formation	
  des	
  phagosomes,	
  en	
  temps	
  réel,	
  dans	
  notre	
  système	
  de	
  phagocytose	
  

3D	
  ou	
  par	
  phagocytose	
  frustrée,	
  j’ai	
  précisé	
  l’organisation	
  spatio-­‐temporelle	
  de	
  la	
  dynamine-­‐

2	
   à	
   la	
   coupe	
   phagocytaire	
   suite	
   à	
   l’engagement	
   des	
   récepteurs	
   Fcγs.	
   Le	
   recrutement	
  

simultané	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  se	
  fait	
  tout	
  au	
  long	
  du	
  processus	
  d’internalisation	
  :	
  

de	
  l’initiation	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  en	
  passant	
  par	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes	
  jusqu’à	
  

la	
   fermeture	
   des	
   phagosomes.	
   Ces	
   protéines	
   co-­‐localisent	
   et	
   forment	
   un	
   anneau	
  

caractéristique	
  de	
  l’activation	
  séquentielle	
  des	
  récepteurs	
  selon	
  un	
  système	
  de	
  «	
  fermeture	
  

éclair	
  »,	
   et	
   de	
   l’extension	
   des	
   pseudopodes	
   dans	
   un	
   système	
   de	
   phagocytose	
   frustrée.	
   Ce	
  

résultat	
   suggère	
   une	
   fonction	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   dans	
   le	
   remodelage	
   du	
   cytosquelette	
  

d’actine.	
  Cette	
  nouvelle	
  fonction	
  de	
  la	
  dynamine	
  a	
  déjà	
  été	
  énoncée.	
  En	
  effet,	
  la	
  dynamine,	
  

via	
  son	
  domaine	
  PRD,	
   	
   interagit	
  avec	
  des	
  protéines	
  telles	
  que	
   la	
  profiline,	
   la	
  cortactine,	
  ou	
  

encore	
   Abp1,	
   capables	
   de	
   lier	
   l’actine-­‐F	
   ou	
   de	
   stimuler	
   sa	
   dynamique	
   (Orth	
   and	
  McNiven	
  

2003,	
  Menon	
  and	
  Schafer	
  2013).	
  Une	
  co-­‐localisation	
  entre	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  a	
  été	
  

observée	
  au	
  niveau	
  de	
  structures	
  telles	
  que	
  les	
  lamellipodes,	
  les	
  podosomes	
  et	
  invadopodes.	
  

Cependant,	
  aucune	
  étude,	
  dans	
  les	
  macrophages,	
  ne	
  rapporte	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  protéine	
  

HS1,	
   homologue	
   de	
   la	
   cortactine	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   Celle-­‐ci	
   pourrait	
   faire	
   le	
   lien	
  

entre	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  le	
  complexe	
  Arp2/3.	
  	
  

Comme	
   dans	
   l’endocytose,	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   au	
   site	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  a	
  été	
  décrit	
  comme	
  étant	
  dépendant	
  de	
  l’interaction	
  de	
  son	
  domaine	
  PRD	
  avec	
  

le	
  domaine	
  SH3	
  de	
  la	
  protéine	
  amphiphysine	
  II	
  dans	
  les	
  macrophages	
  (Gold,	
  Morrissette	
  et	
  

al.	
  2000).	
  Celle-­‐ci	
  agit	
  en	
  aval	
  de	
   la	
  PI3K.	
   L’expression	
  dans	
  des	
  macrophages	
  d’un	
  mutant	
  

dominant	
   négatif	
   de	
   l’amphiphysine,	
   dépourvue	
   de	
   son	
   domaine	
   SH3,	
   conduit	
   à	
   une	
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inhibtion	
   de	
   la	
   phagocytose	
   de	
   75%,	
   suggérant	
   que	
   l’interaction	
   entre	
   la	
   dynamine	
   et	
  

l’amphiphysine	
   est	
   cruciale	
   pour	
   une	
   phagocytose	
   efficace.	
   Cependant,	
   de	
   façon	
  

surprenante,	
   la	
   surexpression	
   d’un	
   mutant	
   dominant	
   négatif	
   DynΔPRD	
   	
   dans	
   les	
  

macrophages	
   RAW264.7	
  mis	
   au	
   contact	
   de	
   gobules	
   rouges	
   opsonisés	
   avec	
   des	
   IgG,	
   entre	
  

mes	
   mains,	
   n’induit	
   qu’une	
   faible	
   inhibition	
   de	
   l’internalisation	
   (25%)	
   (résultats	
   non	
  

présentés).	
  Ce	
  résultat	
  contradictoire	
  suggère	
  que	
  l’amphiphysine	
  pourrait	
  recruter	
  d’autres	
  

acteurs	
  de	
  la	
  phagocytose	
  et	
  que	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  pourrait	
  être	
  régulé	
  par	
  

d’autres	
  mécanismes	
   tels	
   que	
   son	
   interaction	
   directe	
   avec	
   le	
   PI(4,5)P2	
  par	
   le	
   biais	
   de	
   son	
  

domaine	
   PH,	
   ou	
   encore	
   avec	
   l’actine.	
   Une	
   étude	
   du	
   laboratoire	
   de	
   Sanja	
   Sever	
   a	
  mis	
   en	
  

évidence	
   l’existence	
   d’un	
   domaine	
   de	
   liaison	
   à	
   l’actine	
   (ABD)	
   dans	
   la	
   séquence	
   des	
  

dynamines	
   1	
   et	
   2	
   (Gu,	
   Yaddanapudi	
   et	
   al.	
   2010).	
   In	
   vitro,	
   les	
   filaments	
   courts	
   d’actine-­‐F	
  

stimulent	
   l’oligomérisation	
  de	
   la	
  dynamine-­‐1	
  en	
  anneau	
  dépendamment	
  de	
   la	
  présence	
  de	
  

GTP.	
   De	
   plus,	
   comme	
   il	
   a	
   été	
   décrit	
   dans	
   l’endocytose	
   indépendante	
   de	
   la	
   clathrine	
  

(Sauvonnet,	
  Dujeancourt	
  et	
  al.	
  2005,	
  Grassart,	
  Meas-­‐Yedid	
  et	
  al.	
  2010),	
  le	
  recrutement	
  de	
  la	
  

dynamine-­‐2	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  pourrait	
  également	
  se	
  faire	
  par	
  le	
  biais	
  de	
  la	
  protéine	
  

HS1	
  homologue	
  de	
  la	
  cortactine.	
  A	
  ce	
  jour,	
  aucune	
  étude	
  ne	
  rapporte	
  l’implication	
  de	
  cette	
  

protéine	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  Il	
  serait	
  donc	
  intéréssant	
  d’analyser	
  sa	
  contribution	
  au	
  

cours	
  de	
  ce	
  processus.	
  	
  	
  	
  

	
  

• Activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine	
  et	
  efficacité	
  de	
  phagocytose	
  

L’inhibition	
   de	
   l’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   par	
   surexpression	
   d’un	
   mutant	
  

dominant	
   négatif	
   DynK44A,	
   par	
   ARN	
   interférence	
   ou	
   par	
   traitement	
   avec	
   une	
   drogue	
  

inhibitrice	
   induit	
   un	
   défaut	
   d’internalisation	
   des	
   particules	
   opsonisées.	
   Ceci	
   confirme	
   les	
  

observations	
  faites	
  dans	
  les	
  macrophages	
  primaires	
  murins	
  ou	
  différentes	
  lignées	
  cellulaires	
  

de	
  macrophages	
  mis	
  au	
  contact	
  de	
  particules	
  ciblant	
   les	
  Fcγs	
  ,	
   le	
  CR3	
  ou	
   les	
   récepteurs	
  au	
  

zymosan	
  (Gold,	
  Underhill	
  et	
  al.	
  1999).	
  Initialement,	
  le	
  défaut	
  de	
  phagocytose	
  observé	
  fut	
  lié	
  

au	
   rôle	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   dans	
   la	
   scission	
   des	
   vésicules	
   d’endocytose	
   ou	
   des	
   vésicules	
  

bourgeonnant	
   à	
   la	
   surface	
   du	
   trans-­‐Golgi	
   nécessaire	
   à	
   l’exocytose	
   focalisée	
   ou	
   des	
  

phénomènes	
   compensatoires	
   d’endocytose.	
   En	
   effet,	
   une	
   étude	
   basée	
   sur	
   la	
   mesure	
   de	
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capacitance	
   de	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   qui	
   permet	
   d’apprécier	
   les	
   cycles	
   d’endocytose-­‐

exocytose	
  révèle	
  que	
  le	
  défaut	
  d’activité	
  GTPase	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  conduit	
  à	
  une	
  inhibition	
  

de	
   l’augmentation	
   de	
   la	
   capacitance	
   membranaire	
   caractéristique	
   de	
   la	
   phagocytose	
   en	
  

condition	
   physiologique	
   (Di	
   2003).	
   En	
   revanche,	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   dans	
   des	
  

phénomènes	
  compensatoires	
  d’endocytose	
  au	
  site	
  de	
  formation	
  du	
  phagosome	
  n’a	
  pas	
  été	
  

démontré.	
   Sa	
   présence	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   n’est	
   pas	
   liée	
   à	
   des	
   puits	
   d’endocytose	
  

couverts	
  de	
  clathrine.	
  En	
  effet,	
  nous	
  n’avons	
  détecté	
  aucun	
  signal	
  associé	
  à	
   la	
  clathrine	
  au	
  

niveau	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  visualisées	
  par	
  TIRFM	
  ou	
  par	
  microscopie	
  à	
  épifluorescence	
  

(Braun,	
  Deschamps	
   et	
   al.	
   2007,	
  Marie-­‐Anais,	
  Mazzolini	
   et	
   al.	
   2016).	
   Bien	
  qu’une	
   étude	
   ait	
  

montré	
   un	
   recrutement	
   de	
   la	
   clathrine	
   au	
   niveau	
   de	
   certaines	
   coupes	
   phagocytaires,	
  

l’extinction	
   de	
   son	
   expression	
   ou	
   la	
   surexpression	
   de	
   mutants	
   d’EPS15	
   qui	
   inhibent	
  

l’endocytose	
   n’affecte	
   pas	
   l’efficacité	
   de	
   phagocytose	
   via	
   	
   confirmant	
   que	
   l’endocytose	
  

clathrine	
  dépendante	
  n’influence	
  pas	
  l’étape	
  d’internalisation	
  (Niedergang,	
  Colucci-­‐Guyon	
  et	
  

al.	
  2003,	
  Tse,	
  Furuya	
  et	
  al.	
  2003).	
  Cependant,	
  le	
  rôle	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  dans	
  d’autres	
  formes	
  

d’endocytose	
  notamment	
  indépendantes	
  de	
  la	
  clathrine,	
  ne	
  peut	
  être	
  exclu	
  à	
  ce	
  stade.	
  Ainsi	
  

vérifier	
   la	
  présence	
  de	
  structure	
   telles	
  que	
   les	
   caveoles	
  au	
   site	
  de	
   la	
  phagocytose	
  pourrait	
  

compléter	
  cette	
  étude.	
  

• La	
  dynamine	
  et	
  l’actine	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  

L’organisation	
   en	
   anneau	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2-­‐GFP	
   lors	
   de	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   coupe	
  

phagocytaire	
  est	
  différente	
  de	
   l’accumulation	
  sous	
   forme	
  de	
  «	
  spots	
  »	
  caractéristiques	
  des	
  

puits	
   d’endocytose.	
   Sa	
   co-­‐localisation	
   avec	
   l’actine-­‐F	
   suggère	
   davantage	
   un	
   rôle	
   dans	
   le	
  

remodelage	
   du	
   cytosquelette.	
   L’observation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   abortives	
   par	
  

microscopie	
  électronique	
  à	
  balayage	
  dans	
  les	
  cellules	
  exprimant	
  le	
  mutant	
  dominant	
  négatif	
  

DynK44A	
  montre	
  un	
  phénotype	
  dans	
  lequel	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes	
  est	
  arrêtée	
  dans	
  la	
  

région	
   équatoriale	
   de	
   la	
   particule.	
   Ce	
   phénotype	
   est	
   comparable	
   à	
   celui	
   obtenu	
   suite	
   à	
  

l’inhibition	
  de	
  la	
  PI3K	
  ou	
  encore	
  l’inhibition	
  de	
  l’exocytose	
  focalisée	
  régulée	
  par	
  AP-­‐1	
  et	
  Arf6	
  

(Araki,	
  Johnson	
  et	
  al.	
  1996,	
  Niedergang,	
  Colucci-­‐Guyon	
  et	
  al.	
  2003,	
  Braun,	
  Deschamps	
  et	
  al.	
  

2007).	
   Néanmoins,	
   l’impact	
   de	
   ces	
   inhibitons	
   sur	
   le	
   remodelage	
   de	
   l’actine-­‐F	
   n’est	
   pas	
   le	
  

même.	
  	
  En	
  effet,	
  l’étude	
  d’E.	
  Gold	
  révèle	
  que	
  les	
  cellules	
  exprimant	
  le	
  mutant	
  DynK44A,	
  sont	
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capables	
  de	
  lier	
  les	
  particules	
  et	
  de	
  polymériser	
  l’actine-­‐F	
  au	
  site	
  de	
  contact,	
  aucune	
  analyse	
  

quantitative	
   n’a	
   été	
   effectuée.	
   	
   J’ai	
   donc	
   quantifié	
   le	
   signal	
   d’actine-­‐F	
   généré	
   par	
   la	
  

phalloïdine	
  couplée	
  à	
  l’Alexa	
  546	
  à	
  la	
  base	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  dans	
  les	
  macrophages	
  

surexprimant	
   la	
   dynamine-­‐2	
   sauvage	
   ou	
   mutée	
   et	
   traités	
   ou	
   non	
   avec	
   le	
   dynasore,	
   une	
  

drogue	
   inhibitrice	
   de	
   l’activité	
   GTPase.	
   L’absence	
   de	
   l’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
  

conduit	
   à	
   un	
   défaut	
   d’enrichissement	
   de	
   l’actine-­‐F	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   observé	
   par	
  

microscopie	
  à	
  épifluorescence	
  sur	
  des	
  cellules	
  fixées.	
  Lors	
  de	
  l’inhibition	
  des	
  protéines	
  PI3K,	
  

AP-­‐1	
  et	
  Arf6,	
  l’enrichissement	
  initial	
  en	
  actine-­‐F	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  n’est	
  pas	
  perturbé.	
  

L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   suggère	
   que	
   la	
   dynamine	
   joue	
   un	
   rôle	
   précoce	
   dans	
   le	
  

remodelage	
  de	
  l’actine-­‐F.	
  	
  

Nous	
   n’avons	
   pas	
   regardé	
   de	
   façon	
   précise	
   l’implication	
   de	
   la	
   dynamine	
   dans	
   la	
  

scission	
   des	
   vésicules	
   à	
   partir	
   des	
   compartiments	
   intracellulaires.	
   Bien	
   que	
   son	
   inhibition	
  

induit	
   un	
   défaut	
   de	
   l’augmentation	
   de	
   la	
   capacitance	
   membranaire	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  (Di,	
  Nelson	
  et	
  al.	
  2003),	
  aucune	
  étude	
  ne	
  prouve	
  son	
  implication	
  directe	
  sur	
  la	
  

scission	
  des	
  vésicules	
   requises	
  à	
   la	
  coupe	
  phagocytaire.	
  De	
  plus	
   l’inhibiton	
  de	
   la	
  dynamine	
  

peut	
   induire	
  un	
  défaut	
  d’endocytose	
  qui	
   	
  déséquilibrerait	
   la	
  balance	
  endocytose/exocytose	
  

de	
  la	
  cellule	
  et	
  modifierait	
  la	
  capacitance	
  membranaire.	
  

L’ajout	
   de	
   dynasore	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   «	
  phagocytose	
   3D	
  »	
   permettant	
   de	
   suivre	
   la	
  

formation	
  des	
  phagosomes	
  et	
  de	
  visualiser	
   l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  en	
  temps	
  réel	
  par	
  

microscopie	
  à	
  ondes	
  évanescentes,	
  a	
  permis	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  le	
  rôle	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  

à	
  deux	
  étapes	
  distinctes	
  de	
   l’internalisation	
  :	
  extension	
  des	
  pseudopodes	
  et	
   fermeture	
  des	
  

phagosomes.	
  	
  

Premièrement,	
   l’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   est	
   requise	
   pour	
   la	
   polymérisation	
  

d’actine-­‐F	
  au	
  cours	
  de	
  l’étape	
  d’extension	
  des	
  pseudopodes.	
  En	
  effet,	
  une	
  inhibition	
  précoce	
  

de	
   l’activité	
   GTPase	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   suite	
   à	
   l’initiation	
   de	
   la	
   polymérisation	
   d’actine-­‐F	
  

conduit	
  à	
  un	
  arrêt	
  de	
   la	
  polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  et	
  de	
   l’extension	
  des	
  pseudopodes.	
  Des	
  

expériences	
   d’immunoprécipitation	
   avec	
   des	
   cellules	
   transfectées	
   pour	
   exprimer	
   la	
  

dynamine-­‐2-­‐GFP	
   ou	
   la	
   GFP	
   seule	
   comme	
   témoin,	
   et	
   soumises	
   à	
   une	
   cinétique	
   de	
  

phagocytose,	
   ont	
   mis	
   en	
   évidence	
   une	
   interaction	
   entre	
   la	
   dynamine-­‐2	
   et	
   l’actine.	
   Cette	
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interaction	
   suggère	
   qu’ensemble,	
   la	
   dynamine	
   et	
   l’actine	
   régulent	
   la	
   phagocytose.	
   Ces	
  

dernières	
  années	
  de	
  nombreuses	
  études	
  in	
  vitro	
  ont	
  mis	
  en	
  évidence	
  une	
  régulation	
  croisée	
  

entre	
   la	
   dynamine-­‐1	
   et	
   l’actine-­‐F.	
   Des	
   études	
   du	
   groupe	
   de	
   Sanja	
   Sever	
   ont	
   révélé	
   que	
  

l’activité	
  GTPase	
  de	
   la	
   dynamine-­‐1	
  est	
   nécessaire	
   à	
   la	
   polymérisation	
  des	
   courts	
   filaments	
  

d’actine	
  coiffés	
  de	
  la	
  gelsoline.	
  In	
  vitro,	
  cette	
  dernière	
  est	
  déplacée	
  par	
  la	
  dynamine,	
  ce	
  qui	
  

par	
   la	
   suite	
   permet	
   la	
   polymérisation	
   d’actine	
   (Gu,	
   Yaddanapudi	
   et	
   al.	
   2010).	
   L’exact	
  

mécanisme	
   moléculaire	
   n’est	
   pas	
   encore	
   élucidé.	
   	
   De	
   façon	
   surprenante,	
   la	
   liaison	
   de	
   la	
  

dynamine-­‐1	
  à	
  l’actine-­‐F	
  va	
  stimuler	
  l’oligomérisation	
  de	
  la	
  dynamine	
  en	
  hélice	
  ou	
  en	
  anneau	
  

in	
  vitro,	
  mais	
  aussi	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  zone	
  de	
  transition	
  entre	
  l’actine	
  corticale	
  et	
  les	
  fibres	
  de	
  

stress	
  dans	
  les	
  podocytes	
  et	
  une	
  lignée	
  fibroblastique	
  Cos-­‐7	
  (Gu,	
  Chang	
  et	
  al.	
  2014).	
  Bien	
  que	
  

très	
  similaires,	
   les	
   fonctions	
  de	
   la	
  dynamine-­‐1	
  et	
  de	
   la	
  dynamine-­‐2	
  ne	
  sont	
  pas	
  totalement	
  

redondantes.	
  La	
  dynamine-­‐1	
  est	
  principalement	
  exprimée	
  dans	
   le	
  cerveau	
  et	
  est	
  retrouvée	
  

dans	
  certaines	
  lignées	
  cellulaires	
  (Reis,	
  Chen	
  et	
  al.	
  2015).	
  Cependant,	
   je	
  n’ai	
  pas	
  détecté	
  sa	
  

présence	
  dans	
   les	
  macrophages	
  murins	
  RAW264.7	
   lors	
  d’expériences	
  de	
  qTR-­‐PCR	
   (résultat	
  

non	
   montré).	
   En	
   revanche,	
   j’ai	
   pu	
   mettre	
   en	
   évidence	
   une	
   régulation	
   croisée	
   entre	
   la	
  

dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  dans	
  les	
  macrophages	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  J’ai	
  montré	
  que	
  

l’inhibition	
  en	
  temps	
  réel	
  de	
  la	
  polymérisation	
  d’actine-­‐F	
  par	
  l’utilisation	
  de	
  la	
  cytochalasine	
  

D,	
   qui	
   coiffe	
   l’extrémité	
   barbue	
   des	
   filaments	
   d’actine,	
   empêche	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
  

dynamine-­‐2	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose.	
   L’utilisation	
   de	
   la	
   latrunculine	
   A	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  

fermeture	
   du	
   phagosome	
   arrête	
   le	
   processus	
   avec	
   une	
   accumulation	
   transitoire	
   de	
   la	
  

dynamine-­‐2.	
  Ainsi	
   l’intégrité	
  de	
  la	
  dynamique	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine-­‐F	
  est	
  nécessaire	
  au	
  

maintien	
   et	
   à	
   la	
   fonction	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   à	
   la	
   coupe	
   phagocytaire.	
   A	
   l’avenir,	
   analyser	
  

l’architecture	
  des	
  filaments	
  dans	
  les	
  pseudopodes,	
  vérifier	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  gelsoline	
  et	
  son	
  

interaction	
  avec	
  la	
  dynamine-­‐2	
  et	
  l’actine-­‐F	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  phagosomes	
  dans	
  

les	
  macrophages	
  permettraient	
  de	
  disséquer	
  davantage	
  le	
  mécanisme	
  moléculaire	
  impliqué	
  

dans	
   la	
   régulation	
   croisée.	
   De	
   plus,	
   ces	
   observations	
   sont	
   cohérentes	
   avec	
   des	
   données	
  

issues	
  	
  d’études	
  récentes	
  mettant	
  en	
  lumière	
  l’implication	
  de	
  l’actine-­‐F	
  durant	
  l’endocytose	
  

(Merrifield,	
  Feldman	
  et	
  al.	
  2002,	
  Merrifield,	
  Perrais	
  et	
  al.	
  2005,	
  Grassart,	
  Cheng	
  et	
  al.	
  2014,	
  

Picco,	
   Mund	
   et	
   al.	
   2015).	
   La	
   polymérisation	
   d’actine-­‐F	
   précède	
   l’accumulation	
   de	
   la	
  

dynamine	
  aux	
  CCPs	
  et	
  est	
  nécessaire	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  vésicules	
  couvertes	
  de	
  clathrine.	
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Deuxièmement,	
  la	
  dynamine-­‐2	
  est	
  requise	
  pour	
  la	
  scission	
  du	
  phagosome.	
  J’ai	
  mis	
  en	
  

évidence	
   pour	
   la	
   première	
   fois	
   le	
   recrutement	
   et	
   l’accumulation	
   de	
   la	
   dynamine-­‐2	
   	
   à	
  

l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  au	
  moment	
  de	
   la	
   scission	
  du	
  phagosome.	
   L’inhibition	
  de	
   son	
  

activité	
   GTPase	
   en	
   temps	
   réel	
   sur	
   des	
   macrophages	
   vivants,	
   induit	
   un	
   blocage	
   de	
  

l’internalisation	
   avec	
   un	
   phagosome	
   accolé	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique.	
   Parallèlement,	
  

l’inhibition	
   de	
   la	
   polymérisation	
   d’actine,	
   dans	
   ce	
  même	
   système,	
   peu	
   de	
   temps	
   avant	
   la	
  

fermeture	
   du	
   phagosome,	
   bloque	
   aussi	
   l’internalisation	
   du	
   GR.	
   En	
   revanche,	
   le	
   défaut	
  

d’activité	
  du	
  complexe	
  Arp2/3,	
  au	
  moment	
  où	
  la	
  fermeture	
  du	
  phagosome	
  est	
  bien	
  engagée,	
  

ne	
   bloque	
   pas	
   le	
   processus.	
   Ces	
   résultats	
   suggèrent	
   qu’à	
   l’étape	
   de	
   fermeture	
   des	
  

phagosomes,	
   la	
  dynamine-­‐2	
  est	
   responsable	
  de	
   la	
  scission	
  du	
  phagosome	
  et	
  que	
   l’actine-­‐F	
  

pourrait	
   contrôler	
   la	
   tension	
   membranaire	
   afin	
   de	
   compléter	
   la	
   constriction	
   exercée	
   par	
  

l’hélice	
   de	
   dynamine-­‐2	
   juste	
   avant	
   la	
   scission	
   du	
   phagosome	
   comme	
   décrit	
   par	
   le	
   groupe	
  

d’Aurélien	
  Roux	
  (Morlot	
  and	
  Roux	
  2013).	
  

Suite	
   à	
  une	
  étude	
  du	
  groupe	
  de	
  Pietro	
  De	
  Camilli,	
   l’utilisation	
  du	
  dynasore	
   comme	
  

drogue	
  inhibitrice	
  pourrait	
  être	
  remise	
  en	
  question	
  (Park,	
  Shen	
  et	
  al.	
  2013).	
  En	
  effet,	
  malgré	
  

l’absence	
  de	
  ses	
  trois	
  protéines	
  cibles,	
  le	
  dynasore	
  inhibe	
  la	
  pinocytose	
  et	
  diminue	
  le	
  signal	
  

d’actine-­‐F	
   au	
   niveau	
   des	
   lamellipodes.	
   Toutefois,	
   il	
   est	
   possible	
   qu’en	
   absence	
   de	
   sa	
  

principale	
  cible,	
  le	
  dynasore	
  s’oriente	
  sur	
  des	
  cibles	
  de	
  moindre	
  affinité	
  qui	
  normalement	
  ne	
  

seraient	
  pas	
  touchées	
  en	
  présence	
  de	
  la	
  dynamine.	
  	
  

En	
  conclusion,	
  suivre	
  la	
  localisation	
  de	
  la	
  dynamine-­‐2	
  dans	
  les	
  macrophages	
  vivants	
  m’a	
  

permis	
  de	
   révéler	
   le	
   rôle	
  de	
   la	
  dynamine-­‐2	
  dans	
   la	
   scission	
  du	
  phagosome.	
   Le	
   système	
  de	
  

«	
  phagocytose	
  3D	
  »	
  permettra	
  dans	
   l’avenir	
  de	
  disséquer	
  avec	
  une	
  meilleure	
  définition	
   les	
  

machineries	
  impliquées	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  et	
  de	
  la	
  fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  	
  

2. Les	
  mécanismes	
  moléculaires	
  en	
  aval	
  du	
  CR3.	
  

• Organisation	
  spatio-­‐temporelle	
  des	
  coupes	
  phagocytaires	
  en	
  aval	
  du	
  CR3	
  

Contrairement	
  à	
  la	
  phagocytose	
  FcγR,	
  les	
  études	
  des	
  événements	
  cellulaires	
  se	
  déroulant	
  

au	
   cours	
   de	
   la	
   phagocytose	
   dépendante	
   du	
   CR3	
   sont	
  moins	
   bien	
   avancées.	
   L’organisation	
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spatio-­‐temporelle	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   est	
   méconnue	
   et	
   les	
   différences	
  

morphologiques	
   entre	
   les	
   coupes	
   phagocytaires	
   FcγRs	
   et	
   CR3	
   ne	
   sont	
   pas	
   totalement	
  

élucidées.	
  	
  

J’ai	
   donc	
   initié	
   l’étude	
   de	
   l’organisation	
   spatio-­‐temporelle	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
  

dépendantes	
   du	
   CR3,	
   en	
   utilisant	
   le	
   système	
   de	
   phagocytose	
   frustrée	
   visualisée	
   par	
  

microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes.	
   Le	
   suivi	
   de	
   l’actine-­‐F	
   ne	
   révèle	
   pas	
   la	
   formation	
   d’un	
  

anneau	
   typique	
   d’une	
   coupe	
   phagocytaire	
   induite	
   par	
   les	
   FcγRs	
   (Marion,	
   Mazzolini	
   et	
   al.	
  

2012).	
   Au	
   contraire	
   l’actine-­‐F	
   apparaît	
   sous	
   forme	
   de	
   foci	
   qui	
   se	
   polymérisent	
   et	
  

dépolymérisent	
   tout	
   en	
   élargissant	
   progressivement	
   la	
   région	
   d’adhérence.	
   Ceci	
   est	
  

cohérent	
  avec	
  l’organisation	
  observée	
  sur	
  les	
  cellules	
  fixées	
  (Allen	
  and	
  Aderem	
  1996)	
  (Figure	
  

22)	
  Parallèlement	
  la	
  taline	
  co-­‐localise	
  avec	
  l’actine-­‐F	
  et	
  la	
  myosine	
  II	
  est	
  recrutée	
  en	
  arrière	
  

plan.	
   Cette	
   organisation	
   fait	
   penser	
   aux	
   complexes	
   formés	
   suite	
   à	
   l’interaction	
   entre	
   les	
  

intégrines	
  et	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  appelées	
  adhésions	
  naissantes	
  (Nobes	
  and	
  Hall	
  1995,	
  

Zaidel-­‐Bar,	
   Ballestrem	
   et	
   al.	
   2003).	
   Ces	
   structures	
   ont	
   été	
   associées	
   aux	
   intégrines	
   β3	
   et	
  

maturent	
  en	
  points	
  focaux	
  d’adhésion	
  suite	
  à	
   l’activation	
  de	
   la	
  Rho-­‐GTPase	
  RhoA	
  (Rottner,	
  

Hall	
   et	
   al.	
   1999,	
   Ballestrem,	
   Hinz	
   et	
   al.	
   2001).	
   Comme	
   dans	
   la	
   phagocytose,	
   la	
   taline	
   est	
  

recrutée	
  très	
  tôt	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  formation	
  des	
  adhésions	
  naissantes	
  qui	
  s’enrichissent	
  par	
  la	
  

suite	
   d’α-­‐actinine,	
   de	
   vinculine	
   et	
   de	
   paxiline.	
   De	
   plus	
   il	
   a	
   été	
   démontré	
   que	
   l’activité	
  

contractile	
  de	
   la	
  myosine	
  II	
  agit	
  comme	
  un	
  interrupteur	
  majeur	
  qui	
  favorise	
   l’accumulation	
  

des	
  facteurs	
  de	
  maturation	
  ou	
  de	
  dissociation	
  impliqués	
  dans	
  les	
  protrusions	
  (Kuo,	
  Han	
  et	
  al.	
  

2011).	
  Par	
  analyse	
  protéomique,	
  cette	
  étude	
  a	
  identifié	
  459	
  protéines	
  dont	
  l’abondance	
  est	
  

modifiée	
   aux	
  point	
   focaux	
  d’adhésion	
   suite	
   à	
   l’inhibition	
  de	
   la	
  myosine	
   II.	
   	
   Au	
   cours	
   de	
   la	
  

phagocytose	
  via	
  le	
  CR3	
  et	
  non	
  via	
  le	
  FcγR,	
  la	
  myosine	
  II	
  joue	
  un	
  rôle	
  en	
  aval	
  de	
  ROCK	
  et	
  en	
  

amont	
  des	
  nucléateurs	
  d’actine.	
  Son	
  inhibition	
  par	
  une	
  drogue	
  inhibtrice	
  ML-­‐7	
  induit	
  inhibe	
  

l’internalisation	
   de	
   40%	
   avec	
   un	
   défaut	
   d’enrichissement	
   en	
   actine-­‐F	
   à	
   la	
   coupe	
  

phagocytaire(Olazabal,	
  Caron	
  et	
  al.	
  2002).	
  Sa	
  présence	
  est	
  donc	
  requise	
  pour	
  le	
  remodelage	
  

de	
  l’actine-­‐F	
  comme	
  au	
  point	
  focaux	
  d’adhésion.	
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Tout	
  comme	
  dans	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  CR3,	
  la	
  formation	
  des	
  points	
  focaux	
  est	
  

régulée	
  par	
  les	
  formines	
  mDia1	
  et	
  mDia2	
  ou	
  encore	
  par	
  la	
  kinase	
  effectrice	
  de	
  Rho-­‐A,	
  ROCK	
  

(Watanabe,	
  Kato	
  et	
  al.	
  1999,	
  Gupton,	
  Eisenmann	
  et	
  al.	
  2007).	
  

Ainsi	
  les	
  protéines	
  impliquées	
  dans	
  le	
  remodelage	
  de	
  l’actine	
  en	
  aval	
  des	
  récepteurs	
  au	
  

complément	
   CR3,	
   à	
   savoir	
   Rho-­‐A,	
   ROCK,	
   mDia1,	
   myosine	
   II,	
   	
   la	
   taline,	
   la	
   vinculine	
   sont	
  

impliquées	
   dans	
   l’adhésion	
   cellulaire.	
   	
   La	
   phagocytose	
   et	
   l’adhésion	
   cellulaire	
   présentent	
  

donc	
   de	
   nombreuses	
   similitudes	
   (Cougoule,	
   Wiedemann	
   et	
   al.	
   2004).	
   En	
   1970	
   North	
   a	
  

énoncé	
   que	
   l’adhésion	
   cellulaire	
   à	
   un	
   substrat	
   pouvait	
   être	
   assimilée	
   à	
   une	
   forme	
   de	
  

phagocytose	
   frustrée	
   d’une	
   particule	
   de	
   taille	
   infinie	
   (North	
   1970).	
   A	
   l’avenir,	
   il	
   serait	
  

intéressant	
  d’analyser	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose,	
  l’organisation	
  spatio-­‐temporelle	
  et	
  le	
  rôle	
  

précis	
   (par	
   expression	
   de	
   mutants)	
   des	
   protéines	
   impliquées	
   dans	
   la	
   dynamique	
   du	
  

cytosquelette	
  lors	
  de	
  l’adhésion	
  cellulaire,	
  telles	
  que	
  la	
  vinculine,	
  l’α-­‐actinine,	
  mais	
  aussi	
  des	
  

protéines	
  RIAM,	
  et	
  VASP.	
  	
  

J’ai	
   également	
   montré	
   qu’il	
   existe	
   un	
   apport	
   d’endomembranes	
   par	
   des	
   vésicules	
   de	
  

recyclage	
  VAMP3	
  positives	
  	
  au	
  site	
  de	
  la	
  phagocytose	
  CR3	
  dépendante.	
  En	
  effet	
  l’exocytose	
  

focalisée	
  de	
  vésicules	
  de	
  recyclages	
  VAMP3	
  positives	
  fut	
  uniquement	
  démontré	
  dans	
  le	
  cas	
  

de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  les	
  FcγRs	
  (Bajno,	
  Peng	
  et	
  al.	
  2000).	
  Cependant	
  le	
  recrutement	
  

de	
  ces	
  vésicules	
  semblent	
  être	
  moins	
  dense	
  suite	
  à	
  l’activation	
  du	
  CR3	
  que	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  

phagocytose	
  dépendante	
  des	
  FcγRs	
  comme	
  démontré	
  dans	
  (Marion,	
  Mazzolini	
  et	
  al.	
  2012).	
  

L’apport	
   de	
   ces	
   vésicules	
   permettant	
   l’extension	
   membranaire	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
  

devrait	
  être	
  une	
  caractéristique	
  de	
  toutes	
  les	
  phagocytose	
  quel	
  que	
  soit	
  le	
  récepteur	
  engagé.	
  

Il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  ces	
  vésicules	
  permettent	
  le	
  transport	
  d’éléments	
  de	
  signalisation	
  qui	
  

régule	
  le	
  cytosquelette	
  et	
  les	
  phosphoinositides	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  (Marion,	
  Mazzolini	
  

et	
   al.	
   2012).	
   Par	
   conséquent,	
   leur	
   abondance	
   au	
   site	
   de	
   la	
   phagocytose	
   pourrait	
   être	
   à	
  

l’origine	
  des	
  différences	
  morphologiques	
  observées	
  entre	
   les	
  coupes	
  phagocytaires	
   induite	
  

par	
  le	
  FcγR	
  et	
  les	
  coupes	
  phagocytaires	
  induites	
  par	
  le	
  CR3.	
  	
  	
  

Ces	
   observations	
   très	
   préliminaires	
   doivent	
   être	
   répétées	
   et	
   confirmées	
   par	
   une	
  

quantification	
  des	
  vésicules	
  de	
  recyclages	
  dans	
   la	
  région	
  d’adhésion	
  à	
   la	
  surface	
  opsonisée	
  

par	
  des	
  méthodes	
  de	
  	
  suivi	
  («	
  tracking	
  »)	
  d’objets	
  par	
  vidéomicroscopie.	
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• La	
  filamine,	
  lien	
  entre	
  les	
  intégrines	
  et	
  le	
  cytosquelette	
  d’actine-­‐F	
  

En	
  outre	
  des	
  nombreuses	
  similitudes	
  entre	
  l’adhésion	
  cellulaire	
  et	
  la	
  phagocytose,	
  il	
  

existe	
  vraisemblablement	
  des	
  différences	
  dans	
  les	
  machineries	
  moléculaires	
  impliquées	
  dans	
  

la	
   détection	
   des	
   propriétés	
   mécaniques	
   entre	
   une	
   surface	
   d’adhésion	
   et	
   une	
   particule	
   à	
  

ingérer.	
  Il	
  existe	
  aussi	
  potentiellement	
  des	
  différences	
  dans	
  l’activité	
  contractile	
  exercée	
  par	
  

le	
  cytosquelette	
  d’actine	
  et	
  ses	
  protéines	
  partenaires	
  au	
  cours	
  des	
  deux	
  processus.	
  	
  

Ces	
  dernières	
  années	
  des	
  études	
  ont	
  mis	
  en	
  lumière	
  	
  le	
  rôle	
  activateur	
  de	
  la	
  taline-­‐1	
  

et	
  	
  inhibiteur	
  de	
  la	
  filamine	
  en	
  réponse	
  à	
  des	
  stimuli	
  chimiques	
  ou	
  mécaniques	
  sur	
  l’activité	
  

des	
   intégrines	
   	
   (Bouvard,	
   Pouwels	
   et	
   al.	
   2013,	
   Calderwood,	
   Campbell	
   et	
   al.	
   2013,	
   Truong,	
  

Shams	
  et	
  al.	
  2015).	
  	
  En	
  effet,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  taline-­‐1	
  qui	
  lie	
  la	
  chaîne	
  β	
  des	
  intégrines	
  	
  

forme	
  un	
  complexe	
  avec	
  la	
  vinculine	
  suite	
  à	
  l’application	
  de	
  signaux	
  mécaniques	
  issus	
  de	
  la	
  

MEC.	
   Ce	
   complexe	
   transmet	
   le	
   signal	
   au	
   réseau	
   d’acto-­‐myosine	
   pour	
   permettre	
   le	
  

recrutement	
   des	
   protéines	
   qui	
   participent	
   à	
   la	
   formation	
   des	
   points	
   focaux	
   d’adhésion	
  

(Carisey,	
   Tsang	
   et	
   al.	
   2013,	
   Ciobanasu,	
   Faivre	
   et	
   al.	
   2014).	
   De	
   même,	
   la	
   filamine	
   A,	
   qui	
  

possède	
   une	
   inhibition	
   intra-­‐moléculaire	
  masquant	
   son	
   site	
   d’interaction	
   avec	
   la	
   chaîne	
  β	
  

des	
   intégrines,	
   lie	
   la	
   chaîne	
   β7	
   suite	
   à	
   l’application	
   de	
   forces	
   mécaniques	
   (Ehrlicher,	
  

Nakamura	
  et	
  al.	
  2011).	
   	
  La	
  filamine	
  et	
   la	
  taline	
  possèdent	
   le	
  même	
  site	
  d’interaction	
  sur	
   la	
  

queue	
  cytoplasmique	
  de	
   la	
  chaîne	
  β	
  des	
   intégrines.	
  Cependant,	
   la	
   raison	
  pour	
   laquelle	
  ces	
  

deux	
  protéines	
  ont	
  des	
  effets	
  opposés	
  sur	
  l’activation	
  des	
  intégrines	
  	
  reste	
  encore	
  obscure.	
  	
  

Etudier	
   l’effet	
   régulateur	
   de	
   ces	
   protéines	
   dans	
   un	
   processus	
   biologique	
   tel	
   que	
   la	
  

phagocytose	
  pourrait	
  permettre	
  d’éclaircir	
  ces	
  fonctions	
  opposées.	
  J’ai	
  donc	
  initié	
  l’étude	
  du	
  

rôle	
  de	
  la	
  filamine	
  dans	
  les	
  macrophages	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  CR3.	
  	
  Pour	
  

ce	
   faire	
   j’ai	
   atténué	
   l’expression	
   des	
   filamines	
   A	
   et	
   B	
   dans	
   les	
   macrophages	
   murins	
  

RAW264.7	
   par	
   ARN	
   interférence	
   ou	
   par	
   surexpression	
   de	
   la	
   protéine	
   E3-­‐ubiquitine	
   ligase	
  

ASB2α 	
   qui	
   stimule	
   la	
   dégradation	
   de	
   toutes	
   les	
   isoformes	
   de	
   la	
   filamine. Puis	
   ces	
  

macrophages	
  ont	
  été	
  mis	
  au	
  contact	
  de	
  particules	
  opsonisées	
  afin	
  de	
  cibler	
   les	
   récepteurs	
  

FcγRs	
   ou	
   CR3.	
   D’après	
   les	
   résultats	
   obtenus,	
   la	
   filamine	
   ne	
   joue	
   pas	
   un	
   rôle	
   direct	
   sur	
  

l’activation	
  des	
  récepteurs	
  comme	
  il	
  aurait	
  été	
  attendu.	
  En	
  effet,	
  en	
  absence	
  de	
  la	
  filamine,	
  	
  

l’association	
  des	
  particules	
  aux	
  macrophages	
  n’est	
  pas	
  modifiée	
  que	
  ce	
  soit	
  dans	
  le	
  cadre	
  de	
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la	
  phagocytose	
  FcγRs	
  ou	
  CR3.	
  Par	
   conséquent	
   la	
   filamine	
   se	
   semble	
  pas	
   impliquée	
  dans	
   la	
  

signalisation	
   «	
  inside-­‐out	
  »	
   des	
   intégrines	
   CR3.	
   Ce	
   résultat	
   pourrait	
   s’expliquer	
   par	
   des	
  

mécanismes	
  compensatoires	
  mis	
  en	
  place	
  au	
  sein	
  des	
  cellules	
  déplétées.	
  En	
  effet,	
  la	
  filamine	
  

n’est	
   pas	
   la	
   seule	
   protéine	
   inhibitrice	
   de	
   l’activité	
   des	
   intégrines.	
   	
   La	
   présence	
   de	
  motifs	
  

NPXY	
   dans	
   la	
   queue	
   cytoplasmique	
   des	
   chaînes	
   β	
   favorise	
   le	
   recrutement	
   de	
   protéines	
  

contenant	
  des	
  domaines	
  de	
   liaison	
  aux	
  phosphotyrosines	
   (domaine	
  PTB).	
  Ainsi,	
   in	
   vitro,	
   la	
  

protéine	
  DOK-­‐1	
  («	
  docking	
  protein	
  1	
  »),	
  qui	
  possède	
  un	
  domaine	
  PTB,	
  lie	
  la	
  chaîne	
  β2	
  sur	
  la	
  

même	
  région	
  que	
  la	
  taline	
  et	
  la	
  filamine,	
  	
  et	
  inhibe	
  l’activation	
  des	
  intégrines	
  (Calderwood,	
  

Fujioka	
   et	
   al.	
   2003,	
   Wegener,	
   Partridge	
   et	
   al.	
   2007).	
   Son	
   rôle	
   de	
   régulateur	
   négatif	
   de	
  

l’activité	
  des	
   intégrines	
  αIIβ3	
   fut	
  démontré	
   récemment	
  dans	
   les	
  plaquettes,	
   et	
   l’activité	
  de	
  

DOK-­‐1	
   dans	
   les	
   macrophages	
   reste	
   à	
   déterminer(Niki,	
   Nayak	
   et	
   al.	
   2016).	
   Bien	
   qu’il	
   soit	
  

admis	
  que	
   les	
   isoformes	
  A	
  et	
  B	
  sont	
  ubiquitaires	
   tandis	
  que	
   la	
   filamine	
  C	
  est	
   restreinte	
  au	
  

muscles	
  squelettiques	
  et	
  cardiaques,	
  une	
  étude	
  analysant	
  la	
  fonction	
  de	
  la	
  filamine	
  dans	
  la	
  

migration	
  cellulaire	
  a	
  mis	
  en	
  évidence	
  que	
  dans	
  une	
  lignée	
  de	
  fibroblastes	
  humains	
  HT1080,	
  

suite	
   à	
   la	
   déplétion	
   des	
   isoformes	
   A	
   et	
   B,	
   l’expression	
   de	
   la	
   filamine	
   C	
   était	
   augmentée	
  

(Baldassarre,	
   Razinia	
   et	
   al.	
   2009).	
   Il	
   n’est	
   donc	
   pas	
   à	
   exclure	
   que	
   la	
   filamine	
   C	
   pourrait	
  

compenser	
   l’activité	
   des	
   isoformes	
   A	
   et	
   B	
   dans	
   le	
   cadre	
   de	
   nos	
   expériences	
   d’ARN	
  

interférence.	
  Cependant,	
  il	
  est	
  à	
  noter	
  que	
  la	
  protéine	
  E3	
  ubiquitine	
  ligase	
  a	
  été	
  décrite	
  pour	
  

stimuler	
  la	
  dégradation	
  des	
  trois	
   isoformes	
  de	
  la	
  filamine	
  (Baldassarre,	
  Razinia	
  et	
  al.	
  2009).	
  

Par	
  conséquent,	
  la	
  non	
  modification	
  du	
  pourcentage	
  de	
  particules	
  opsonisées	
  associées	
  aux	
  

macrophages	
   dans	
   les	
   cellules	
   surexprimant	
   la	
   protéine	
   ASB2α−GFP	
   laisse	
   à	
   penser	
  

qu’aucune	
  des	
   isoformes	
  de	
   la	
   filamine	
  n’est	
   impliquée	
  dans	
   la	
   régulation	
  de	
   l’activité	
  des	
  

récepteurs	
  FcγR	
  et	
  CR3.	
  A	
   l’avenir,	
   Il	
   serait	
   judicieux	
  de	
  mieux	
   investiguer	
   l’expression	
  des	
  

différentes	
   isoformes	
  de	
   la	
   filamine	
  dans	
   les	
  macrophages	
  RAW264.7	
  à	
   l’état	
  de	
   repos	
  ou	
  

surexprimant	
  ASB2α	
  par	
  analyse	
  quantitative	
  des	
  ARNs	
  messagers	
  par	
  qRT-­‐PCR	
  et	
  aussi	
  des	
  

niveaux	
  protéiques	
  par	
  western-­‐blot.	
  

Le	
   pourcentage	
   de	
   particules	
   internalisées	
   donne	
   des	
   résultats	
   opposés	
   suite	
   aux	
  

pproches	
  d’ARN	
   interférence	
  ou	
  de	
  surexpression	
  de	
   la	
  protéine	
  ASB2α-­‐GFP.	
   Il	
  est	
  à	
  noter	
  

que	
  le	
  comptage	
  du	
  nombre	
  de	
  particules	
  associées	
  ou	
  internalisées	
  dans	
  les	
  macrophages	
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est	
   fait	
   à	
   l’aveugle	
  dans	
   les	
   expériences	
  d’ARN	
   interférence	
  du	
   fait	
   de	
   l’incompatibilité	
   de	
  

certains	
   immunomarquages,	
   contrairement	
   au	
   comptage	
  effectué	
  dans	
   les	
   expériences	
  de	
  

surexpression	
  où	
  les	
  cellules	
  analysées	
  présentent	
  à	
  la	
  fois	
  un	
  signal	
  GFP	
  positif	
  et	
  un	
  faible	
  

signal	
  en	
  filamine	
  A.	
  Ceci	
  peut	
  être	
  à	
   l’origine	
  d’un	
  biais.	
  Cependant	
  nous	
  pouvons	
  tout	
  de	
  

même	
  en	
  tirer	
  quelques	
  informations.	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  les	
  FcγRs,	
  la	
  

filamine	
   est	
   présente	
   à	
   la	
   fois	
   à	
   la	
   coupe	
  phagocytaire,	
   où	
   elle	
   joue	
   certainement	
   un	
   rôle	
  

dans	
  l’organisation	
  architecturale	
  du	
  réseau	
  d’actine-­‐F,	
  et	
  aux	
  extrémités	
  des	
  macrophages	
  

primaires	
   humains	
   (Figure	
   40).	
   	
   De	
   nombreux	
   arguments	
   sont	
   en	
   faveur	
   de	
   l’activité	
  

synergique	
  du	
  complexe	
  Arp2/3	
  et	
  de	
   la	
   filamine	
  A.	
  En	
  effet	
   le	
  nucléateur	
  majeur	
  d’actine	
  

qui	
  a	
  été	
  mis	
  en	
  évidence	
  dans	
  le	
  remodelage	
  d’actine	
  suite	
  à	
  l’activation	
  de	
  ces	
  récepteurs	
  

phagocytaires	
  est	
  le	
  complexe	
  Arp2/3.	
  Celui-­‐ci	
  permet	
  la	
  formation	
  d’un	
  réseau	
  de	
  filaments	
  

actine	
  branchés	
  à	
  70°	
  (Higgs	
  and	
  Pollard	
  2001).	
  La	
  filamine	
  quant	
  à	
  elle,	
  permet	
  la	
  formation	
  

et	
   le	
  maintien	
  des	
   filaments	
  d’actine	
  en	
  un	
   réseau	
  orthogonal	
  beaucoup	
  plus	
   solide	
  qu’un	
  

réseau	
  d’actine-­‐F	
  pur	
  in	
  vitro.	
  Il	
  a	
  été	
  démontré	
  dans	
  des	
  cellules	
  de	
  mélanome	
  humain	
  que	
  

la	
  filamine	
  A	
  stabilise	
  le	
  réseau	
  d’actine-­‐F	
  formé	
  par	
  le	
  complexe	
  Arp2/3	
  et	
  met	
  en	
  place	
  le	
  

réseau	
  orthogonal	
  nécessaire	
  à	
  la	
  locomotion	
  cellulaire.	
  Le	
  complexe	
  Arp2/3	
  seul	
  génère	
  un	
  

réseau	
  d’actine-­‐F	
  peu	
  stable	
  qui	
  est	
  insuffisant	
  à	
  maintenir	
  la	
  stabilité	
  mécanique	
  nécessaire	
  

à	
   la	
   locomotion	
   (Flanagan,	
  Chou	
  et	
  al.	
   2001,	
   Stossel,	
  Condeelis	
  et	
  al.	
   2001).	
  On	
  peut	
  alors	
  

supposer	
  que	
  la	
  filamine	
  à	
  la	
  coupe	
  phagocytaire	
  participe	
  au	
  maintien	
  de	
  l’architecture	
  de	
  

l’actine	
  pour	
  une	
  internalisation	
  plus	
  efficace	
  mais	
  n’est	
  pas	
  absolument	
  nécessaire.	
  Il	
  serait	
  

intéressant,	
   par	
   vidéomicroscopie,	
   de	
  mesurer	
   les	
   vitesses	
   d’internalisation	
   des	
   particules	
  

dans	
   des	
   macrophages	
   témoins	
   d’une	
   part	
   et	
   dépourvus	
   de	
   filamine	
   d’autre	
   part	
   afin	
  

d’analyser	
  le	
  rôle	
  de	
  la	
  filamine	
  sur	
  les	
  cinétiques	
  d’internalisation.	
  	
  	
  

Dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  phagocytose	
  induite	
  par	
  le	
  CR3,	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  filamine	
  à	
  la	
  coupe	
  

phagocytaire	
   semble	
   être	
   associée	
   à	
   la	
   signalisation	
   «	
  outside-­‐in	
  ».	
   En	
   effet,	
   suite	
   à	
  

l’inhibition	
  d’expression	
  par	
  ARN	
  interférence	
  de	
  la	
  filamine,	
  le	
  pourcentage	
  de	
  phagocytose	
  

n’est	
  pas	
  modifié	
  comparé	
  à	
  celui	
  des	
  cellules	
  témoins.	
  Ceci	
  peut	
  s’expliquer	
  par	
  l’expression	
  

de	
  la	
  filamine	
  C	
  qui	
  compenserait	
  l’absence	
  des	
  isoformes	
  A	
  et	
  B.	
  En	
  revanche	
  la	
  dégradation	
  

des	
   trois	
   isoformes	
   de	
   la	
   filamine	
   par	
   ASB2α-­‐GFP	
   induit	
   une	
   inhibition	
   de	
   l’efficacité	
   de	
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phagocyose,	
  ce	
  qui	
  suggère	
  un	
  rôle	
  régulateur	
  de	
   la	
  filamine	
  dans	
   le	
  processus.	
  En	
  plus	
  du	
  

complexe	
   Arp2/	
  3,	
   la	
   formine	
   mDia1	
   responsable	
   de	
   la	
   polymérisation	
   de	
   l’actine-­‐F	
   en	
  

filament	
   droit	
   est	
   nécessaire	
   à	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   conduisant	
   à	
   une	
  

architecture	
  différente	
  du	
  réseau	
  d’actine	
  décrit	
  en	
  aval	
  des	
  FcγRs.	
  Donc	
  la	
  filamine	
  pourrait	
  

également	
  exercer	
  un	
  rôle	
  dans	
  l’organisation	
  orthogonal	
  du	
  réseau	
  d’actine.	
  

Les	
   résultats	
   présentés	
   ont	
   été	
   obtenus	
   à	
   partir	
   d’une	
   lignée	
   cellulaire	
   de	
  

macrophages	
   murins	
   et	
   sont	
   peu	
   informatifs	
   sur	
   la	
   fonction	
   de	
   la	
   filamine	
   A	
   aux	
   coupes	
  

phagocytaires.	
   Il	
   serait	
   approprié	
   de	
   réaliser	
   des	
   expériences	
   de	
   déplétion	
   des	
   trois	
  

isoformes	
   de	
   la	
   filamine	
   dans	
   les	
  macrophages	
   primaires	
   humains	
   et	
   de	
   vérifier	
   le	
   niveau	
  

d’expression	
   des	
   récepteurs	
   phagocytaires	
   FcγRs	
   et	
   CR3.	
   Par	
   la	
   suite,	
   en	
   utilisant	
   des	
  

anticorps	
  capables	
  (mPAC)	
  de	
  reconnaître	
  la	
  forme	
  pré-­‐activée	
  des	
  récepteurs	
  CR3,	
  il	
  serait	
  

intéressant	
   de	
   vérifier	
   leur	
   état	
   d’activation	
   dans	
   les	
   macrophages	
   en	
   présence	
   ou	
   en	
  

absence	
   de	
   la	
   filamine.	
   Des	
   cinétiques	
   de	
   phagocytose	
   pourraient	
   ensuite	
   être	
   réalisées.	
  

Parallèlement,	
   l’analyse	
   des	
   coupes	
   phagocytaires	
   en	
   formation	
   dans	
   notre	
   système	
   de	
  

phagocytose	
  3D	
  pourrait	
  apporter	
  des	
  informations	
  quant	
  à	
  la	
  cinétique	
  de	
  recrutement	
  de	
  

la	
  filamine	
  et	
  de	
  la	
  taline	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
  

3. Conclusion	
  générale	
  

La	
   phagocytose	
   est	
   un	
   processus	
   biologique	
   complexe	
   qui	
   fait	
   intervenir	
   un	
   grand	
  

nombre	
  de	
  machineries	
   cellulaires.	
  Ceci	
  en	
   fait	
  un	
   sujet	
   riche	
  en	
  problématiques	
  diverses.	
  

Ainsi	
   la	
   phagocytose	
   a	
   permis	
   l’étude	
   de	
   différentes	
   régulations	
   croisées	
   comme	
  

notamment,	
  entre	
  le	
  cytosquelette	
  d’actine-­‐F	
  et	
  les	
  microtubules	
  ou	
  encore	
  le	
  cytosquelette	
  

et	
  le	
  trafic	
  vésiculaire	
  ;	
  mes	
  travaux	
  viennent	
  donc	
  enrichir	
  ces	
  connaissances	
  et	
  mettent	
  en	
  

évidence	
   une	
   interdépendance	
   entre	
   l’actine-­‐F	
   et	
   la	
   dynamine-­‐2.	
   	
   Grâce	
   à	
   des	
   systèmes	
  

expérimentaux	
  originaux	
  nous	
  avons	
  aussi	
  montré	
  le	
  recrutement	
  et	
  l’activité	
  de	
  scission	
  de	
  

la	
  dynamine-­‐2	
  pour	
  la	
  toute	
  première	
  fois	
  au	
  site	
  de	
  fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  Nous	
  avons	
  

également	
   initié	
   l’étude	
   du	
   rôle	
   de	
   la	
   filamine	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   phagocytose.	
  

Cependant	
  ces	
  résultats	
  préliminaires	
  doivent	
  être	
  complétés	
  avant	
  de	
  conclure	
  quant	
  à	
   la	
  

fonction	
  de	
  la	
  filamine	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  phagocytose.	
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Ces	
   systèmes	
   expérimentaux	
   ouvrent	
   de	
   nouvelles	
   perspectives	
   dans	
   l’étude	
   des	
  

mécanismes	
   de	
   biologie	
   cellulaire	
   associés	
   à	
   la	
   formation	
   des	
   coupes	
   phagocytaires.	
   La	
  

microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes	
   adaptée	
   aux	
   systèmes	
   de	
   phagocytose	
   frustrée	
   ou	
   en	
  

trois	
  dimensions	
  permet	
   l’analyse	
  avec	
  une	
  haute	
  résolution	
  des	
  évènements	
  moléculaires	
  

au	
  cours	
  du	
  processus.	
  Ils	
  peuvent	
  être	
  adaptés	
  à	
  différentes	
  particules	
  cibles	
  telles	
  que	
  les	
  

bactéries,	
  et	
  différents	
  types	
  cellulaires	
  tels	
  que	
  les	
  neutrophiles	
  ou	
  les	
  cellules	
  dendritiques.	
  

Ainsi	
   nous	
   avons	
   montré	
   en	
   partie	
   l’organisation	
   spatio-­‐temporelle	
   du	
   cytosquelette	
  

d’actine-­‐F	
  et	
  de	
  quelques	
  partenaires	
  en	
  aval	
  de	
  l’activation	
  des	
  récepteurs	
  au	
  complément	
  

dans	
  les	
  macrophages.	
  Des	
  similitudes	
  avec	
  les	
  mécanismes	
  d’adhésion	
  sont	
  à	
  noter.	
  	
  Ainsi	
  la	
  

phagocytose	
  via	
  le	
  CR3	
  peut	
  être	
  proposée	
  comme	
  un	
  bon	
  modèle	
  pour	
  étudier	
  la	
  régulation	
  

des	
  intégrines,	
  également	
  impliquées	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  migration	
  et	
  de	
  l’adhésion	
  cellulaire.	
  	
  

De	
  plus,	
  la	
  question	
  du	
  mécanisme	
  par	
  lequel	
  les	
  cellules	
  s’adaptent	
  aux	
  forces	
  intra-­‐	
  et	
  

extracellulaires	
  pourrait	
  être	
  posée	
  dans	
  le	
  cadre	
  de	
  la	
  phagocytose	
  via	
  le	
  CR3.	
  En	
  effet,	
  ces	
  

dernières	
   années	
   un	
   nombre	
   croissant	
   d’études	
   in	
   vitro	
   démontre	
   que	
   les	
   protéines	
   de	
  

liaison	
   à	
   l’actine	
   telles	
   que	
   la	
   taline	
   et	
   la	
   filamine	
   sont	
   impliquées	
   dans	
   les	
   signaux	
   de	
  

mécanotransduction	
  (Rognoni,	
  Stigler	
  et	
  al.	
  2012,	
  Ciobanasu,	
  Faivre	
  et	
  al.	
  2014,	
  Ciobanasu,	
  

Faivre	
  et	
  al.	
  2015).	
  Par	
  conséquent	
  l’étude	
  de	
  ces	
  protéines	
  dans	
  le	
  cadre	
  de	
  la	
  phagocytose	
  

induite	
   par	
   le	
   CR3	
   apporterait	
   des	
   données	
   non	
   négligeables	
   à	
   l’améloration	
   de	
   la	
  

compréhension	
  de	
  ces	
  mécanismes	
  au	
  sein	
  de	
  la	
  cellule.	
  

Au	
  delà	
  d’être	
  une	
   intégrine,	
   le	
  CR3	
  est	
  un	
   récepteur	
   aux	
  microbes	
  opsonisés	
   avec	
  du	
  

complément	
  (Roozendaal	
  and	
  Carroll	
  2006).	
  Il	
  est	
  donc	
  crucial	
  pour	
  la	
  réponse	
  immunitaire	
  

immédiate	
   face	
   à	
   des	
   bactéries	
   telles	
   que	
   Streptococcus	
   pneumoniae	
   et	
   Salmonella	
  

Typhimurium.	
   Comprendre	
   son	
   mécanisme	
   d’action	
   est	
   donc	
   d’un	
   intérêt	
   général.	
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ANNEXE	
  1 	
  

Au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse,	
  j’ai	
  participé	
  aux	
  travaux	
  de	
  thèse	
  d’Audrey	
  Dumas,	
  portant	
  sur	
  	
  

la	
   perturbation	
  des	
   fonctions	
  de	
   clairance	
  et	
   d’activation	
  des	
  macrophages	
   infectés	
   par	
   le	
  

Virus	
  de	
  l’immunodéficience	
  humaine	
  de	
  type	
  1	
  (VIH-­‐1)	
  et	
  qui	
  a	
  fait	
  l’objet	
  d’une	
  publication	
  

dans	
   le	
   journal	
   «	
  The	
   journal	
   of	
   cell	
   biology	
  »	
   en	
   2015.	
   J’ai	
   apporté	
   mon	
   aide	
   sur	
   les	
  

nombreuses	
   expériences	
   de	
   phagocytose,	
   d’immunofluorescence	
   et	
   de	
   co-­‐

immunoprécipitation	
  qui	
  ont	
  été	
  nécessaires	
  pour	
   révéler	
   le	
   rôle	
   innatendu	
  de	
   la	
  protéine	
  

virale	
  Vpr	
  dans	
  la	
  modulation	
  du	
  trafic	
  intracellulaire	
  	
  et	
  de	
  la	
  dynamique	
  des	
  microtubules	
  

conduisant	
  à	
  un	
  trouble	
  profond	
  de	
  la	
  maturation	
  du	
  phagosome.	
  	
  

Au	
  laboratoire,	
  des	
  études	
  précédentes	
  ont	
  démontré	
  que	
  l’étape	
  d’internalisation	
  de	
  

la	
   phagocytose	
   dans	
   des	
  macrophages	
   humains	
   infectés	
   par	
   le	
   VIH-­‐1	
   était	
   inhibée	
   de	
   50%	
  

(Mazzolini,	
   Herit	
   et	
   al.	
   2010).	
   L’analyse	
   du	
   devenir	
   des	
   phagosomes,	
  malgré	
   tout,	
   formés	
   a	
  

montré	
   une	
   inhibition	
   de	
   l’activité	
   hydrolytique	
   et	
   de	
   la	
   production	
   d’espèces	
   réactives	
  

oxygénée	
   (ROS)	
   dans	
   les	
   phagosomes	
   en	
   cours	
   de	
   leur	
   maturation.	
   	
   L’identification	
   de	
   la	
  

protéine	
  Vpr	
  comme	
  facteur	
  responsable	
  de	
  ces	
  troubles	
  a	
  été	
  possible	
  grâce	
  à	
  l’infection	
  des	
  

macrophages	
   primaires	
   humains	
   avec	
   des	
   virus	
   sauvages	
   ou	
   mutés	
   et	
   l’analyse	
   de	
   la	
  

maturation	
  des	
  phagosomes	
  caractérisée	
  par	
  l’acquisition	
  du	
  marqueur	
  LAMP-­‐1,	
  la	
  vitesse	
  de	
  

migration	
   des	
   phagosomes	
   vers	
   la	
   région	
  périnucléaire.	
   En	
   absence	
  de	
  Vpr	
   un	
   recrutement	
  

normal	
   de	
   LAMP-­‐1	
   sur	
   les	
   phagosomes	
   est	
   observé.	
   De	
   plus	
   la	
   vitesse	
   de	
   migration	
   des	
  

phagosomes	
  est	
   inférieure	
  dans	
   les	
  macrophages	
   infectés	
  avec	
   	
   le	
  VIH-­‐1	
  sauvage	
  comparé	
  à	
  

ceux	
   infectés	
   par	
   le	
   VIH-­‐ΔVpr.	
   La	
   migration	
   des	
   phagosomes	
   étant	
   dépendante	
   des	
  

microtubules,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  Vpr	
  délocalise	
  d’une	
  part	
  EB-­‐1,	
  une	
  protéine	
  de	
  liaison	
  

et	
  de	
  stabilisation	
  de	
  l’extrémité	
  positive	
  des	
  microtubules,	
  et	
  d’autre	
  part	
  la	
  protéine	
  motrice	
  

dynéine	
   requise	
   pour	
   le	
   chargement	
   de	
   la	
   protéine	
   motrice	
   dynéine	
   responsable	
   de	
   la	
  

migration	
   rétrograde	
   des	
   phagosomes.	
   Des	
   expériences	
   de	
   co-­‐immunoprécipitations	
   et	
   des	
  

tests	
   de	
   ligation	
   de	
   proximité	
   visualisés	
   par	
   immunofluorescence	
   (PLA,	
   «	
  proximity	
   ligation	
  

assay	
  »)	
  ont	
  montré	
  l’interaction	
  de	
  Vpr	
  avec	
  EB-­‐1	
  et	
   la	
  dynéine.	
   	
   Il	
  a	
  également	
  été	
  montré	
  

que	
   le	
   VIH	
   détourne	
   la	
   machinerie	
   de	
   tri	
   endosomal	
   nécessaire	
   à	
   la	
   maturation	
   des	
  

phagosomes	
  (Dumas,	
  Le-­‐Bury	
  et	
  al.	
  2015).	
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ANNEXE	
  2	
  	
  

Afin	
   de	
   rendre	
   accessible	
   et	
   disponible	
   la	
   technique	
   de	
   phagocytose	
   en	
   trois	
  

dimensions.	
   Nous	
   avons	
   décidé	
   de	
   publier	
   le	
   détail	
   du	
   protocole	
   expérimental	
   dans	
   le	
  

journal	
  “Journal	
  of	
  Visualised	
  Expériments”.	
  	
  Celui-­‐ci	
  est	
  actuellement	
  «	
  sous	
  presse	
  ».	
  

	
   La	
   mise	
   au	
   point	
   de	
   cette	
   technique	
   est	
   née	
   de	
   la	
   nécessité	
   d’avoir	
   un	
   moyen	
  

technologique	
  pour	
  observer	
  la	
  formation,	
  l’extension	
  des	
  pseudopodes	
  et	
  particulièrement	
  

leur	
   fermeture.	
   Afin	
   d’analyser	
   les	
   évènements	
  moléculaires	
   se	
   déroulant	
   au	
   cours	
   de	
   ce	
  

processus,	
   la	
   microscopie	
   à	
   ondes	
   évanescentes	
   de	
   haute	
   résolution	
   a	
   été	
   utilisée	
   en	
  

alternance	
  avec	
  l’épifluorescence.	
  	
  

Des	
  macrophages	
   qui	
   expriment	
   transitoirement	
   des	
   protéines	
   d’intérêt	
   fusionnées	
   à	
   des	
  

étiquettes	
   fluorescentes	
   sont	
   mis	
   au	
   contact	
   d’une	
   surface	
   couvertes	
   de	
   globules	
   rouges	
  

opsonisés	
   et	
   fixés	
   de	
   façon	
   non	
   covalente.	
   Les	
   macrophages	
   peuvent	
   alors	
   entourer	
   et	
  

détacher	
   les	
   globules	
   rouges	
   tout	
   en	
   gardant	
   l’extrémité	
   des	
   pseudopodes	
   dans	
   la	
   région	
  

illuminée	
  par	
   l’onde	
  évanescente	
   (100	
  nm	
  entre	
   la	
   lamelle	
  et	
   l’échantillon),	
   ce	
  qui	
  permet	
  

une	
  visualisation	
  en	
  temps	
  réel	
  des	
  protéines	
  d’intérêt	
  à	
  l’extrémité	
  des	
  pseudopodes	
  et	
  au	
  

site	
  de	
   fermeture	
  des	
  phagosomes.	
  L’épifluorescence,	
  quant	
  à	
  elle,	
  permet	
  de	
  visualiser	
   la	
  

base	
  de	
  la	
  coupe	
  phagocytaire.	
  

Cette	
   technique	
   nous	
   a	
   donc	
   permis	
   d’identifier	
   sur	
   des	
   cellules	
   vivantes,	
   la	
  

dynamine-­‐2	
   comme	
  protéine	
   responsable	
   de	
   la	
   scission	
   des	
   phagosomes	
   et	
   de	
  mettre	
   en	
  

évidence	
   la	
   régulation	
   croisée	
   entre	
   celle-­‐ci	
   et	
   l’actine-­‐F.	
   	
   L’actine-­‐F	
   et	
   la	
   dynamine-­‐2	
  

s’accumulent	
  en	
  un	
  point	
  au	
  moment	
  de	
  la	
  fermeture	
  du	
  phagosome.	
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