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Une question récurrente de ces derniéres
années concerne le r6le joué par DC-SIGN
dans I’endocytose des virus. Une impli-
cation directe de la lectine dans Iinter-
nalisation de particules virales menant
a I'infection n’a jamais été rapportée. La
mutation de ce motif ne modifie pas, par
exemple, I'entrée infectieuse du virus de
la dengue [9]. €n revanche, bien que le
mutant di-leucine puisse capturer VUUK,
nous avons montré qu’il n'est pas en
mesure d’assurer I’endocytose du virus
conduisant a I’infection des cellules.
Nous avons finalement établi que les
phlébovirus endocytés par DC-SIGN sont
ensuite libérés dans le [umen des endo-
somes précoces, en réponse probable-
ment a I’acidité environnante (pH d’envi-
ron 6,0-6,5) [10], 10 & 20 min aprés leur
internalisation (Figure 1). A ces valeurs,
I’acidité provoque la dissociation des
tétrameres de DC-SIGN en monomeres
qui ont une faible affinité pour leurs
substrats [11]. Alors que la lectine est
probablement recyclée vers la surface,
les virus poursuivent leur route vers les
endosomes tardifs ot le pH (5,0-6,0) per-
met la fusion membranaire des particules
virales (Figure 1) [10, 12].

Perspectives

Bien qu’ils doivent étre confirmés dans un
contexte naturel, nos travaux suggérent
que les phlébovirus utilisent DC-SIGN
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> Comprendre I"immunité antimicro-
bienne est essentiel afin de pouvoir
envisager de nouvelles thérapeutiques
permettant de combattre, voire d’éra-
diquer les infections. Quatre articles
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pour cibler et infecter les cellules den-
dritiques dans le derme de I’hGte, a la
suite d’une piglire d’arthropodes infec-
tés. En tirant profit de la mobilité des
cellules dendritiques, ces virus assu-
reraient leur dissémination chez I’hote
(Figure 1). Comme ces virus infectent un
large spectre de tissus, dont la plupart
n’expriment pas DC-SIGN, il est évident
que les bunyavirus utilisent d’autres
récepteurs dans un second cycle d’infec-
tion. Lidentification de ces récepteurs
reste un objectif important.

Cette étude souléve de nouvelles ques-
tions. Etant donné son importance dans
I’établissement de la réponse immu-
nitaire, il sera important de détermi-
ner si la signalisation conduisant a la
maturation des cellules dendritiques
est altérée aprés une infection par les
phlébovirus. Quels sont les mécanismes
et facteurs cellulaires impliqués dans
I’endocytose de DC-SIGN ? Qu’en-est-il
des autres bunyavirus ? Une meilleure
compréhension du fonctionnement cel-
lulaire de DC-SIGN aidera a développer
de nouvelles approches préventives et
thérapeutiques, non seulement contre
les infections a phlébovirus, mais aussi
contre tous les virus utilisant cette
lectine. A cette fin, les phlébovirus,
comme VUUK, s’averent étre, en tant que
modeles, de précieux outils. ¢

DC-SIGN, a receptor for phlebovirus
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publiés récemment dans les revues
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ceedings of the National Academy
of sciences of USA et Cell Host and
Microbe jettent un regard nouveau sur

les mécanismes impliqués dans la des-
truction des micro-organismes par les
macrophages, en montrant comment les
métaux de transition peuvent contribuer
directement a cette fonction.
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NRAMP, un paradigme a revisiter

Les macrophages, cellules immunitaires
impliquées dans la phagocytose et la
destruction des micro-organismes ainsi
que dans la restructuration des tis-
sus, emploient divers mécanismes pour
détruire les microbes, notamment : aci-
dification de la vacuole de phagocytose
(phagosome), accumulation et acti-
vation dans le phagosome de plusieurs
hydrolases, génération de radicaux libres
nitrés et oxygénés, production de pep-
tides antimicrobiens (défensines) qui
lysent I'enveloppe des bactéries [1].

Un autre de ces mécanismes repose sur
la capacité des macrophages a priver
les micro-organismes ingérés d’éléments
essentiels a leur croissance, tels le fer ou
le manganése. Cette notion a été si
généralisée qu’elle constitue presqu’un
paradigme de la microbiologie cellulaire
et de 'immunité innée antimicrobienne
qu’on pourrait appeler le « paradigme
NRAMP ». Quelques explications s’im-
posent. Du milieu des années 1970 au
début des années 1980, trois équipes
indépendantes ont localisé chez la souris
un géne (encore non identifié a I’époque)
conférant, selon sa forme allélique, une
susceptibilité différentielle a I'infection
par des pathogenes intracellulaires :
le parasite Leishmania donovani et les
bactéries Salmonella typhimurium et
Mycobacterium bovis BCG. Ce gene mys-
tere fut nommé respectivement Lsh, Ity
et Bcg par les trois équipes. Les cher-
cheurs réalisérent rapidement que les
trois genes n’en formaient qu’un, a pré-
sent séquencé et connu sous le nom de
Nrampl pour natural resistance-asso-
ciated protein 1 [2, 3]. Prés de quatre
décennies de travaux réalisés par de
nombreuses équipes ont permis de mon-
trer que ce gene code pour un transpor-
teur intracellulaire de métaux, plus pré-
cisément de fer et de manganese, et que
lorsque les macrophages phagocytent
une particule, un micro-organisme par
exemple, ce transporteur s’accumule a
la membrane du phagosome et pompe le
fer et le manganese depuis I'intérieur de
la vacuole vers le cytosol de la cellule,
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privant ainsi le microbe ingéré de métaux
essentiels a sa survie (Figure 1) [4]. I
est a présent admis que la privation en
métaux (d’une facon générale) constitue
un des mécanismes de I'immunité anti-
microbienne. Cette généralisation est
peut-étre abusive.

Empoisonnement et immunité,

vers un second paradigme ?

Les travaux récents conduits dans notre
laboratoire et d’autres sont a appré-
cier a la lumiere de ce « paradigme
NRAMP ». Ces études suggeérent que le
mécanisme inverse serait également
vrai : les macrophages pourraient aussi
non pas exclure mais accumuler des
métaux, comme le cuivre ou le zinc,
dans les phagosomes, a des concentra-
tions potentiellement toxiques pour les
micro-organismes. Concernant le cuivre,
il a été montré qu'une pompe cellulaire a

cuivre, ATP7A, s’accumule a la membrane
des phagosomes dans des macrophages
contenant des bactéries Escherichia coli,
et que des mutants de £. coli déficients
pour la pompe d’efflux CopA (permettant
a la bactérie de résister a un exces de
cuivre dans son environnement) sont
détruits plus rapidement par les cellules
immunitaires que la souche sauvage [5].
Les mycobactéries, dont les plus connues
sont les agents de la lepre et de la
tuberculose, Mycobacterium leprae et
Mycobacterium tuberculosis, possé-
dent également des pompes d’efflux
de métaux comme CopA (qu’on appelle
des ATPases de type P). €n particulier
le génome de M. tuberculosis contient
douze genes codant potentiellement de
telles ATPases ; ces genes sont appelés
ctp, pour cation-transporting protein.
De fagon un peu similaire a I’étude chez
€. coli précédemment citée, deux équipes

Mort microbienne

@ Phagocytose

Macrophage
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C

icro-organismes

V-ATPase
O H*
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Figure 1. Mode d’action de NRAMPI. Aprés ingestion (ou phagocytose) d’un micro-organisme par

un macrophage, la particule ingérée se localise dans une vacuole intracellulaire ou phagosome.

Une pompe & protons (V-ATPase) acidifie 'intérieur du phagosome (accumulation de protons

H*). Au cours de sa maturation, le phagosome accumule @ sa membrane la protéine NRAMP1 qui

pompe, dans un mouvement d’antiport avec des protons, des ions fer et manganese (Fe?*, Mn%")

depuis la lumiére du phagosome vers le cytosol de la cellule, privant ainsi le micro-organisme

ingéré de ces nutriments essentiels a sa survie et sa prolifération. Uensemble de ces mécanismes,

avec d’autres, conduit a la mort microbienne.
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américaines ont montré en 2010 et 2011
que la protéine MctB et I’ATPase CtpV
sont nécessaires a I'efflux de cuivre
chez M. tuberculosis, et que des mutants
mctB- ou ctpV-déficients de la bactérie
sont moins virulents que la souche sau-
vage dans divers modeéles cellulaires et
animaux [6, 7]. Ces résultats suggeérent
que, comme pour €. coli, M. tubercu-
losis a besoin d’un systéeme d’efflux de
cuivre fonctionnel pour étre pleinement
virulente. Des études réalisées avec
d’autres pathogenes, comme Listeria
monocytogenes ou Streptococcus pneu-
moniae, ont conduit a des conclusions
similaires, montrant qu’un systeme d’ef-
flux de cuivre intact est nécessaire a la
virulence de ces bactéries [8].

Plus récemment encore, nous avons mon-
tré au laboratoire qu’une autre de ces
ATPases de type P chez M. tuberculosis,
la protéine CtpC, est impliquée dans la
résistance des bactéries a des concentra-
tions potentiellement toxiques de zinc, et
qu’'un mutant inactivé dans le gene ctpC
se multiplie mal dans les macrophages,
sa virulence est donc atténuée [9]. Nous
avons également observé, par micros-
copie confocale et électronique, que du
zinc est libéré dans les macrophages au
cours de Iinfection par M. tuberculosis,
une fraction de ce zinc libre s’accumu-
lant dans le phagosome mycobactérien
(Figure 2A). Ces résultats renforcent des
résultats plus anciens obtenus par fluo-
rescence aux rayons X, montrant que la
concentration du phagosome mycobac-
térien en zinc peut atteindre pres de 0,5
mM apres 24 heures d’infection [10], une
concentration a laquelle le mutant ctpC-
déficient de la bactérie est tué.

Préadaptation et virulence,

ou comment sortir des eaux

pour entrer dans un macrophage

Ces travaux jettent un regard nouveau sur
le role des métaux dans 'immunité anti-
microbienne et la virulence bactérienne.
A la différence du mécanisme d’exclusion
du fer par NRAMP, et en complément de
celui-ci, ces études mettent en évidence
I’existence de mécanismes de surcharge
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Figure 2. Modéle d’action antimicrobienne des métaux de transition (cuivre et zinc) dans les macro-
phages. A. coupe fine (70 nm) de trois bacilles tuberculeux (Mycobacterium tuberculosis) dans un
macrophage humain. Le compartiment dans lequel résident les bacilles (phagosome) est riche en
zinc, que I’on voit sous forme de petits dépdts noirs de sulfate de zinc (fléches) obtenus apres traite-
ment approprié en microscopie électronique. B. En complément du « paradigme NRAMP » qui propose
que les macrophages privent les micro-organismes ingérés d’éléments essentiels comme le fer ou le
manganése (schéma de gauche), nous proposons que ces cellules immunitaires sont aussi capables
d’intoxiquer les microbes par d’autres métaux de transition, le cuivre et le zinc en particulier. Les
pompes a cuivre et surtout a zinc restent a identifier. €n réaction a ces mécanismes cellulaires,
M. tuberculosis (Mtb) surexprime dans les phagosomes des molécules lui permettant a la fois de
capter le fer (mycobactine, protéines IrtA et IrtB) et d’effluer le cuivre (CtpV, MctB) et le zinc (CtpC).

en autres métaux des compartiments  a cette intoxication intracellulaire, les

intracellulaires contenant des bactéries.  bactéries utilisent des transporteurs

Nous proposons que les macrophages
utilisent certains métaux de transition
pour empoisonner les microbes ingérés
(Figure 2B). Le zinc et le cuivre en sont
deux exemples, d’autres seront peut-
étre découverts plus tard. €n réaction

de métaux, dont les ATPases de type P
(telles CopA pour £. coli, ou CtpV et CtpC
pour M. tuberculosis) pour détoxifier leur
milieu intracellulaire.

Il est intéressant de remarquer que ces
ATPases de type P ne sont pas restreintes



aux espéces pathogénes. Par exemple
des mycobactéries environnementales
non pathogenes, telle que Mycobac-
terium smegmatis, une lointaine cou-
sine de M. tuberculosis, possede aussi
certaines de ces pompes. On peut propo-
ser que I'ancétre de M. tuberculosis, qui
était tres vraisemblablement une espece
environnementale, utilisait ces pompes
pour détoxifier les métaux présents
dans les sols et les eaux, des milieux
qui peuvent étre soumis a de brusques
variations de composition chimique. Au
cours de son évolution vers sa forme
actuelle de pathogene intracellulaire,
M. tuberculosis a pu trouver « utile » de
conserver ces pompes pour détoxifier les
métaux présents dans un nouvel envi-
ronnement : le phagosome. Cette idée
rappelle la théorie de « I'exaptation »
(ou préadaptation) proposée il y a une
trentaine d’années par le paléonto-
logue Stephen J. Gould, et qui décrit
une forme d’évolution dans laquelle
la fonction actuellement remplie par
I’adaptation n’était pas celle remplie
initialement. Les plumes des oiseaux par
exemple ont sans doute d’abord servi a
réguler la chaleur du corps avant d’étre
« exaptées » pour le vol.

Vers des applications thérapeutiques ?
Comment les métaux atteignent-ils le
phagosome ? Que transportent les autres
ATPases de type P de M. tuberculosis et
jouent-elles un r6le dans la virulence de
la bactérie ? Dans quelle mesure pour-
rait-on manipuler ces mécanismes pour
les rendre encore plus efficaces et envi-
sager des applications thérapeutiques ?
Pourrait-on développer des antibiotiques
qui bloqueraient I'action des ATPases de
type P chez les microbes et faciliteraient
leur intoxication métallique et leur élimi-
nation ? Pourrait-on améliorer les traite-
ments classiques avec des suppléments
nutritionnels adaptés aux populations
et en particulier a leur capacité relative
a métaboliser le zinc (différences géné-
tiques) ? De multiples questions se posent
maintenant. L'avenir et la recherche
diront si la manipulation de mécanismes
aussi sophistiqués soutenant les interac-
tions hote-pathogene peut étre envisagée
a des fins thérapeutiques. ¢

A novel role for transition metals

in anti-microbial immunity
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L’étude des connexions
cérébrales révele les bases
anatomiques de la dominance
de ’hémisphere droit

pour ’attention spatiale

Michel Thiebaut de Schotten’?

> Contempler une ceuvre d’art, chercher
un ami dans la foule ou éviter un dan-
ger soudain sont des mécanismes qui
reposent sur I’efficacité de notre cerveau
pour le traitement visuospatial. Plusieurs
décennies de recherche en neuropsycho-
logie [1] et en neuro-imagerie [2] ont
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révélé que le traitement visuospatial
est une fonction dominante de I"hémis-
phére cérébral droit, construite grdce
a Iinteraction du lobe frontal avec le
lobe pariétal [3]. Cependant, I’anatomie
précise de cette dominance et 'organi-
sation des connexions frontopariétales
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chez ’homme restaient jusqu’a ce jour
inconnues [4, 5].

Explorer les connexions cérébrales

chez I’étre vivant

Afin d’étudier plus en détail ces deux
questions, nous avons scanné le cerveau
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