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Tropisme cellulaire des mycobactéries

Mycobacterium leprae est une bactérie dont le tropisme
particulier pour le systéme nerveux périphérique est
responsable des Iésions caractéristiques de la lépre. Comme
M. tuberculosis, I'agent de la tuberculose, M. leprae a
aussi une prédilection pour les macrophages. Des données
récentes permettent de préciser les mécanismes par lesquels
le bacille de la Iépre interagit spécifiquement avec les
cellules de Schwann dans lesquelles il pénétre et se
multiplie. Le phénol glycolipide-1 de la capsule de

M. leprae interagit avec la laminine-2 de la lame basale
qui, a son tour, interagit avec la dystroglycane de la
membrane des cellules de Schwann. Certains partenaires
de ce complexe moléculaire pourraient représenter a terme
de nouvelles cibles thérapeutiques.

De méme, les mécanismes moléculaires impliqués dans le
tropisme de M. tuberculosis pour les macrophages sont
en cours d'élucidation et pourraient ouvrir de nouvelles
perspectives dans la lutte contre la tuberculose.

tieuse, chronique et contagieuse

naturellement confinée a
I’lhomme. La transmission de la mala-
die s’effectue principalement par
contact direct entre le malade et le
sujet sain ayant une lésion cutanée;
de ce fait, le risque de contamination
est 30 fois plus élevé pour une per-
sonne cohabitant avec un malade
gue pour le reste de la population.
La lepre est causée par Mycobacterium
leprae ou bacille de Hansen, du nom
de Gerhard Henrick Armauer Han-
sen qui, en 1873, affirmait un lien
entre cette pathologie et un germe.
Cependant, la communauté scienti-
fique n’a reconnu la responsabilité
de ce bacille dans le développement
de la Iepre que lorsque le bacille de
Koch, responsable de la tuberculose,
a été identifié en 1882. Les études
commencées quasi simultanément
sur les deux bacilles ne se développé-
rent pas paralléelement en raison
d’une différence essentielle: tandis
gue les microbiologistes ont trés rapi-
dement maitrisé la culture de Myco-
bacterium tuberculosis, on est encore

I a léepre est une maladie infec-

msssmmm aUjourd’hui, apres d’innombrables
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tentatives, a rechercher un milieu
nutritionnel permettant de cultiver le
bacille de Hansen, M. leprae.

La lépre est une maladie a durée
d’incubation longue (2-5 ans), trés
invalidante, non mortelle et curable,
qui sévit encore dans le monde
entier, a des degreés divers selon les
continents. Les trois grands foyers de
lepre sont I’Afrique noire, la Chine
et I’Asie Orientale, I'Inde et Mada-
gascar [1]. Bien qu’il soit trés difficile
d’évaluer le nombre exact de
malades lépreux dans le monde,
I’Organisation Mondiale de la Santé
I’estime & 2-3 millions. Il est vraisem-
blable que ces évaluations n’appro-
chent la réalité que d’assez loin. Tou-
jours selon I’OMS, environ 800000
nouveaux cas ont été diagnostiqués
en 1998 [2].

C’est la découverte d’animaux de
laboratoire susceptibles a la 1épre, la
souris puis le tatou & neuf bandes
(Dasypus novemcintus), qui a mis a la
disposition des chercheurs des quan-
tités de bacilles plus compatibles avec
le développement de leurs études
que celles fournies par les lésions
I[épromateuses de la peau. Le modéle

de la souris a permis de résoudre plu-
sieurs points comme le temps de
génération du bacille (12-13 jours),
le criblage de nouveaux médica-
ments, la vérification de leur effica-
cité et I'apparition de mutants résis-
tants. Les limites expérimentales
(durée de vie des souris inférieure au
temps d’incubation de la maladie,
peu de bactéries récoltées dans les
coussinets plantaires) ont, toutefois,
suscité la recherche d’un meilleur
modeéle d’étude. Le choix s’est alors
porté sur le tatou, animal naturelle-
ment immunodéprimé qui déve-
loppe douze a quinze mois apreés
I'infection une forme sévere de la
maladie qui rappelle la lépre
humaine.

Le tropisme de Mycobacterium leprae
pour le systtme nerveux périphérique

Dans la plupart des cas, I'immunité
cellulaire parvient a éliminer M.
leprae sans qu’aucun symptéme cli-
nique n’apparaisse [3]. Chez les indi-
vidus susceptibles, la lépre résulte
d’une infection des nerfs périphé-
riques. Méme lorsque des lésions de

m/s n°3, vol. 17, mars 2001



la peau sont visibles, les bactéries
s’accumulent en réalité au niveau des
nerfs périphériques, entrainant une
perte sensorielle caractéristique des
lésions de la peau. La perte senso-
rielle affecte également les pieds et
les mains et c’est en raison de I’anes-
thésie totale des extrémités que des
blessures et des brilures surviennent.
Elles sont la cause des traumatismes
observés chez les Iépreux. Enfin, la
perte de la motricité est due a la
perte de la fonction musculaire.

Il a été clairement établi que M.
leprae a un tropisme pour le systeme
nerveux périphérique, en particulier
pour les cellules de Schwann dans
lesquelles le bacille pénétre et se
multiplie (figure 1) [2]. Les nerfs péri-
phériques comprennent des unités
cellule de Schwann/axone myélinisé
ou axones non myélinisés. Ces cel-
lules gliales sont incapables de tuer la
bactérie et leur accés aux antibio-
tiques est restreint du fait de la bar-
riere sang-nerf. On retrouve égale-
ment M. leprae dans les macrophages
qui ont migré depuis le sang jusqu’a
I’espace périneural. La destruction
des cellules de Schwann a pour
conséquence celle des fibres ner-
veuses qu’elles entourent. Les cel-
lules de Schwann ne sont pas seule-
ment tuées par l'invasion des
bactéries mais aussi par le biais de la

réponse immunitaire impliquant des
lymphocytes T cytotoxiques [3].

La compréhension des mécanismes
par lesquels M. leprae envahit spécifi-
guement le systéme nerveux repré-
sente ainsi un des enjeux majeurs
pour le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques.

L’enveloppe externe de M. leprae

M. leprag, comme toutes les autres
mycobactéries, possede une enve-
loppe (membrane plasmique, paroi
et capsule) trés originale et de com-
position complexe [4]. Si la mem-
brane plasmique composée de phos-
pholipides et de protéines ressemble
a celle des autres cellules, la paroi
mycobactérienne est une entité
unique. Elle est formée d’un peptido-
glycane lié de fagon covalente a un
polysaccharide exotique I’arabinoga-
lactane [5] qui est lui-méme lié de
facon covalente aux acides myco-
liques, acides gras a tres longues
chaines (de 60 a 90 atomes de car-
bone), a-ramifiés et B-hydroxylés [4].
Cette paroi est entourée d’une cap-
sule de polysaccharides et de pro-
téines, trés riche en lipides dans le
cas de M. leprae [4]. En raison de leur
localisation a I'interface entre les
bacilles et les cellules de I'héte, les
constituants capsulaires jouent certai-

OM. leprae
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Cellule de Schwann
axone myélinisée
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Membrane de la
cellule de Schwann
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Noyau

Axones

Cellule de Schwann
axones non myélinisés

Figure 1. Interaction entre M. leprae et la lame basale qui entoure les cel-
lules de Schwann d’axones myélinisés et non myélinisés.
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nement un réle important dans le
processus infectieux.

M. leprae interagit avec la laminine-2
de la lame basale...

Les mécanismes moléculaires a la base
du tropisme de M. leprae pour les cel-
lules de Schwann ont été compris
récemment [6-8]. Les unités cellule
de Schwann/axones sont couvertes
par une lame basale (figure 1) consti-
tuée de protéines de la matrice extra-
cellulaire telles que les laminines, le
collagéne de type IV, des protéogly-
canes a héparane sulfate. Les lami-
nines sont des glycoprotéines compo-
sées de trois chaines a, B, y qui
s’assemblent pour former 11 iso-
formes distinctes. Dans la lame basale
qui couvre les cellules de Schwann, la
forme prédominante est la laminine-2
qui est composée des chaines a2, 1
et yl [9]. Cette configuration n’est pas
retrouvée dans le systtme nerveux
central. Les cellules de Schwann des
axones myélinisés et non myélinisés
sécretent les protéines constituant la
lame basale et par conséquent la lami-
nine-2. La liaison de M. leprae a la
laminine-2 est inhibée par la lami-
nine-2 purifiée [7] et M. leprae
n’adhére pas aux nerfs périphériques
de souris n’exprimant pas la chaine
02 de la laminine 2 [7]. Contraire-
ment aux chaines 1 et yl qui sont
exprimées dans différents types cellu-
laires, I’expression de la chaine a2 est
restreinte aux cellules de Schwann et
aux cellules musculaires [3]. Ainsi, si
le tropisme neuronal de M. leprae est
déterminé par la chaine a2, on peut
s’attendre a ce que le domaine
reconnu ait peu d’homologie avec les
autres chaines a. En exprimant des
fragments de la chaine a2 humaine,
I’équipe de Rambukkana [7] a en
effet montré que M. leprae s’associe au
domaine G situé dans la partie car-
boxy-terminale de la protéine a2,
mais pas a celui de la chaine al dont
la séquence est tres divergente.

... gqui interagit
avec la dystroglycane membranaire
de la cellule de Schwann

Une fois M. leprae « opsonisée » par la
laminine a2, elle s’associe aux com-
plexes a/f dystroglycane qui jouent s
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le role de récepteurs a la surface des
cellules de Schwann [8]. La dystro-
glycane est une protéine fortement
glycosylée qui appartient au com-
plexe dystrophine-glycoprotéine
impliqué dans la pathogenese de la
dystrophie musculaire. Les dystrogly-
canes des cellules de Schwann sont
codées par un ARNm unique. Les
sous-unités a- et B-dystroglycane
résultent du clivage de la protéine
initiale, la sous-unité a correspond a
la partie extracellulaire, la sous-unité
B a la portion transmembranaire et
les 2 sous-unités sont associées.
L’opsonisation de M. leprae avec le
domaine G de la chaine a2 de la
laminine-2 est suffisant pour que
I’association avec I’a-dystroglycane
s’effectue, le domaine G faisant un
pont entre la mycobactérie et le
récepteur (figure 2) [8]. Il semble que
la présence d’acide sialique sur I'a-
dystroglycane soit nécessaire a la liai-

cependant préciser que la présence
de la sous-unité a-dystroglycane puri-
fiée ne suffit pas a déplacer totale-
ment la liaison de M. leprae recou-
verte du domaine G recombinant de
la chaine a2 de la laminine-2, ce qui
suggere la participation d’autre(s)
récepteur(s) a la surface des cellules
de Schwann [8]. Ainsi, des intégrines
capables de lier la laminine-2 et/ou
une protéine de 25 kDa, partielle-
ment purifiée & partir de nerfs péri-
phériques et qui se lie directement a
M. leprae, pourraient étre des candi-
dats récepteurs [11].

Le réle essentiel
des phénol glycolipides
de la capsule de M. leprae

Naturellement, les molécules a la sur-
face de M. leprae qui lient la laminine-2
ont une importance cruciale dans le
mécanisme moléculaire a la base du

son de la laminine 2 [10]. Il faut tropisme de cette bactérie pour les
a2
Lame basale
Laminine-2
Domaine G

de Schwann

Membrane de la cellule mﬂﬁﬂﬂm
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Figure 2. Modéle moléculaire de I'association de M. leprae avec les cellules
de Schwann. Le phénol glycolipide (PGL-1) de M. leprae se fixe au domaine
G de la chaine a de la laminine-2 de la lame basale, qui interagit avec la
msm——n SOUS-UNIté a du récepteur dystroglycane de la cellule de Schwann.

cellules de Schwann. Pour expliquer
la prédilection du bacille de Hansen
pour le systeme nerveux périphé-
rique, une protéine de 21-kDa
capable de lier la laminine-2, la ML-
LBP21, a été réecemment isolée [12].
Cependant, des protéines présentant
de fortes homologies avec la ML-
LBP21 existent aussi chez M. tubercu-
losis [13] et M. smegmatis [14], deux
especes ne présentant pas de tro-
pisme pour les cellules de Schwann.
Ceci suggere I'existence de ligands
spécifiquement exprimés a la surface
de M. leprae.
Parmi les constituants majeurs de la
capsule de M. leprae, figure une
famille de glycolipides, les phénol
glycolipides (PGL), qui représentent
jusqu’a 2 % de la masse bactérienne.
A ce jour, les molécules de cette
famille ont été identifiées chez huit
especes mycobactériennes, toutes
pathogenes a I’exception de M. gastri
[4]. La partie lipidique des PGL com-
porte un alcool a longue chaine (de
34 a 36 atomes de carbone), le phé-
nol phtiocérol dont la fonction -diol
est estérifiée par des acides gras por-
tant des substituants méthyles (figure
3). La spécificité d’espéce des PGL
est conférée par leur partie oligosac-
charidique qui peut comporter de un
a quatre sucres [15] ; ces derniers
sont généralement des (désoxy)
sucres O-méthylés ou des didésoxy-
sucres rares dont la présence et
I’enchainement dans I’oligosaccha-
ride conférent aux PGL leur carac-
tére antigénique [15]. Dans le cas de
M. leprae, le trisaccharide du PGL
majoritaire (PGL-1) [16] est formé
d’un résidu 3,6-di-O-méthyl gluco-
syle, lié par son carbone anomérique
a I’hydroxyle 4 d’une unité de 2,3-di-
O-méthyl rhamnosyle, elle-méme liée
a I’hydroxyle en position 2 d’un
résidu de 3-O-méthyl rhamnosyle
(figure 3). Un trisaccharide, composé
lui-méme de deux résidus rhamno-
syles O-méthylés mais aussi d’une
unité fucopyranosyle tri-O-méthylée,
est retrouvé dans le PGL majoritaire
de certaines souches de M. tuberculo-
sis [17] (figure 3). Le PGL-1 a été le
plus étudié des PGL ; en plus de son
intérét pour le sérodiagnostic de la
forme la plus grave de la lépre, la
lepre multibacillaire, de nombreuses
propriétés biologiques lui ont été
m/s n°3, vol. 17, mars 2001
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Figure 3. Les phénol glycolipides (PGL) des mycobactéries. Les PGL des

mycobactéries contiennent une partie
espéces, et une partie oligosaccharidiq

lipidique commune aux différentes
ue qui confere la spécificité d’espéce.

Le trisaccharide du PGL-1 de M. leprae contient un résidu 3,6-di-O-méthyl
glucosyle, un résidu 2,3-di-O-méthyl rhamnosyle, et un résidu de 3-O-méthyl
rhamnosyle. Le PGL majoritaire M. tuberculosis est composé d’une unité

fucopyranosyle tri-O-méthylée et de de

attribuées [18]. L’abondance relative
du PGL-1 et sa localisation & la sur-
face de M. leprae ont amené Rambuk-
kana et al. [6] a tester son rdle dans
I'interaction du bacille avec les cel-
lules de Schwann. Parmi toutes les
protéines de matrices extracellulaires
humaines testées, ces auteurs ont
d’abord montré que PGL-1 a une
affinité toute particuliere pour la
laminine-2. La partie trisaccharidique
du PGL-1 est responsable de cette
liaison. En effet, le PGL de M. bovis,
qui partage avec le PGL-1 de M. leprae
et celui de M. tuberculosis la méme
partie lipidique, mais differe dans sa
partie glucidique, ne s’associe pas a
la laminine-2. En outre, une glyco-
protéine d’hémisynthése dans
laquelle la partie lipidique du PGL-1
a été remplacée par I'albumine
bovine, présente une affinité pour la
laminine-2 comparable a celle du gly-
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ux résidus rhamnosyles O-méthylés.

colipide natif. Au contraire, I’absence
du résidu terminal de sucre du PGL-
1 (le 3,6-di-O-méthyl glucosyle) suffit
pour abolir son interaction spéci-
fique avec la laminine-2. La mesure
de I'affinité du PGL-1 avec chacun
des cing domaines constitutifs du
domaine G de la sous-unité a de la
laminine-2 a permis de montrer que
le PGL-1 se lie préférentiellement
aux domaines G1, G4 et G5. Des
billes recouvertes de PGL-1 s’asso-
cient a la membrane des cellules de
Schwann et sont internalisées,
mimant ainsi I'internalisation de M.
leprae vivant ou inactivé par sa cellule
hote. Enfin, la préincubation des
billes recouvertes de PGL-1 avec la
laminine-2 augmente de fagon signi-
ficative leur ingestion par une lignée
de cellules de Schwann qui
n’exprime pas la laminine-2.

Ainsi I'interaction spécifique du PGL-1

de M. leprae avec la laminine-2 de la
membrane basale, elle-méme recon-
nue par la dystroglycane de la cellule
hote, explique le tropisme cellulaire
de M. leprae pour les cellules de
Schwann.

A I'image de M. tuberculosis,
le tropisme cellulaire de M. leprae
porte aussi sur les macrophages

Pour rejoindre les cellules de
Schwann, M. leprae doit tout d’abord
traverser I'endothélium et les tissus
conjonctifs. Or, cette bactérie
n’ayant pas de capacité locomotrice,
il est possible que le transport soit
pris en charge par les macrophages
[2]. Dans le cas de M. tuberculosis, le
tropisme cellulaire porte sur les
macrophages. Quels sont les méca-
nismes moléculaires impliqués dans
le tropisme pour les macrophages?
On sait que la phagocytose de
M. tuberculosis par les macrophages
alvéolaires n’implique vraisemblable-
ment pas les opsonines du sérum
(immunoglobulines et complément)
qui sont en trés faible quantité dans
le poumon. Plusieurs récepteurs
semblent participer a la phagocytose
non opsonique des mycobactéries
sans que, pour le moment, une hié-
rarchie d’utilisation de tel récepteur
par rapport a tel autre ait été établie.
Le récepteur au mannose semble
toutefois le meilleur candidat dans la
mesure ou son expression est res-
treinte aux macrophages et son
implication dans I'internalisation des
mycobactéries clairement démontrée
[19, 20]. Alors que les macrophages
sont des cellules généralement
capables de tuer les microorganismes
gu’ils phagocytent, il faut noter que,
paradoxalement, les mycobactéries
les ont choisis comme cellules hétes.
Au cours de la phagocytose des
mycobactéries, les réponses bactéri-
cides précoces ne sont pas activées
(production de dérivés toxiques de
I’oxygéne par activation de la
NADPH oxydase et fusion des lyso-
somes avec les phagosomes) [20-22].
Le fait que I’entrée de particules de
latex mannosylées via le récepteur
du mannose n’entraine pas I’activa-
tion des réponses bactéricides ren-
force I'idée que ce récepteur consti-

tue une voie d’entrée privilégiée m—
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pour les mycobactéries [20]. Le
réecepteur 3 du complément
(CD11b/CD18) a également été
impliqué dans la phagocytose non-
opsonique des mycobactéries patho-
genes [23, 24] et, comme le récep-
teur au mannose, celui-ci n’entraine
pas I'activation de la NADPH oxy-
dase [24]. Le récepteur CD14 a éga-
lement été proposé [25]. Il s’agit
d’une protéine associée a la mem-
brane des macrophages par une
ancre glycosylphosphatidylinositol
qui doit vraisemblablement s’associer
a des protéines transmembranaires
pour transmettre une signalisation
intracellulaire, notamment vers le
cytosquelette, étape nécessaire au
déclenchement du processus de pha-
gocytose. CD14, au méme titre que
d’autres récepteurs a ancre glycosyl-
phosphatidylinositol, a été récem-
ment impliqué dans la phagocytose
des mycobactéries lorsqu’il est asso-
cié au récepteur 3 du complément
[26]. Cette association s’effectue pro-
bablement dans les microdomaines
de la membrane plasmique puisque
la phagocytose des mycobactéries est
inhibée par la déplétion des mem-
branes en cholestérol [26]. Les
récepteurs TLR (Toll-like receptor) (m/s
2000, n°12, p.1439) et le récepteur
au mannose sont d’autres parte-
naires potentiels de la signalisation
de CD14 [27, 28]. Contrairement au
récepteur au mannose, les protéines
CD14, TLR et CR3 sont exprimées
sur d’autres types de phagocytes que
le macrophage. Toutefois le temps
de multiplication des mycobactéries
étant supérieur a la durée de vie de
ces phagocytes, en particulier des
neutrophiles, ils ne constituent pas
des cellules hotes. Ainsi, méme si cer-
tains de ces récepteurs sont com-
muns aux phagocytes, c’est seule-
ment dans les macrophages que les
mycobactéries peuvent trouver leur
niche de réplication. Bien que cer-
taines molécules obtenues a partir
d’extraits de I’enveloppe des myco-
bactéries aient été décrites comme
des ligands de récepteurs mention-
nés ci-dessus, aucun de ces ligands
n’a été formellement identifié a la
surface des mycobactéries et donc
comme intermédiaire potentiel entre
la bactérie et le récepteur des macro-

I phages.

Conclusions

L’invasion des cellules de Schwann
par M. leprae représente une étape
cruciale dans les dommages nerveux
qui entrainent les infirmités caracté-
ristiques des lépreux et I’horreur liée
a cette maladie. Actuellement, plus
d’un quart des patients lIépreux dans
le monde présente des invalidités
physiques. Bien que des multithéra-
pies d’environ 6 & 12 mois permet-
tent généralement de traiter la I&pre,
elles permettent seulement a un tiers
des patients de sortir indemnes de
Iésions nerveuses. Une des stratégies
retenues est de détecter et de traiter
la lépre & des stades trés précoces
afin de prévenir les atteintes neurolo-
giques; une autre stratégie consiste a
identifier les mécanismes impliqués
dans le tropisme de M. leprae pour les
macrophages et les cellules de
Schwann afin de développer de nou-
velles approches thérapeutiques
visant a empécher I'infection de ces
cellules m
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