sans qu’il n’y ait de perte cellulaire,
ainsi qu’une diminution du nombre de
synapses sur les neurones pyramidaux.
Ils soulignent que, chez I'homme, la
période cruciale pour I'élagage se situe
durant 'adolescence et chez I'adulte
jeune, ce qui correle avec I’dge de sur-
venue de la schizophrénie. €videmment,
tout ceci demande confirmation mais

impulsera sans nul doute des recherches
visant a mieux comprendre cet aspect de
la maturation neuronale. ¢

Genetics of schizophrenia:

is the complement component 4 a risk
factor?
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Le role critique de

la PI3-kinase dans la traversée
des barrieres de I’hdte

par Listeria monocytogenes

Grégoire Gessain!~3, Olivier Disson"?, Marc Lecuit

> Listeria monocytogenes (Lm) est res-
ponsable de la listériose humaine, une
infection systémique d’origine alimen-
taire dont le taux de mortalité atteint
30 %. Suite a I'ingestion d’aliments
contaminés, Lm traverse I’épithélium
intestinal, dissémine par voie sanguine,
et atteint le systéme nerveux central et
I"'unité feeto-placentaire. Lm a donc la
capacité de traverser les barriéres intes-
tinale, hémato-encéphalique et placen-
taire. Elle est a I'origine d’encéphalites
et de méningites, ainsi que d’avorte-
ments et d’infections néonatales.

Mécanismes d’invasion cellulaire :

role d’InlA et d’IniB

Lm est une bactérie intracellulaire
facultative!, qui est internalisée par les
cellules non phagocytaires. Cette inva-
sion est consécutive a I'interaction de
deux protéines de surface bactérienne
avec leurs récepteurs respectifs a la
surface des cellules de I’hote. Ces deux
protéines bactériennes de surface sont
I’internaline (InlA), qui interagit avec
la €-cadhérine (Ecad), une protéine

! Bactérie pouvant se multiplier au sein ou en dehors d’une
cellule eucaryote.
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,2,4,5

permettant la formation des jonctions
adhérentes entre cellules épithéliales,
et InlB, qui interagit avec c-Met, le
récepteur du facteur de croissance des
hépatocytes (HGF) [1-4] (=P).

U'interaction InlA- .
(=) Voir les Nouvelles

de M. Lecuit et

P. Cossart, m/s n° 12,
décembre 2001, page
1333, etm/sn° 1,
janvier 2005, page 17

€cad est associée a
des réarrangements
du cytosquelette
d’actine néces-
saires a I’entrée de
la bactérie dans la cellule. Cette inter-
action est spécifique d’espece : la Ecad
humaine est reconnue par InlA, alors que
la €cad de souris ne I’est pas [5]. Pour
les especes chez lesquelles I'interaction
InlA-Ecad est possible, telles que le
cobaye, la gerbille, I’lhomme et les sou-
ris humanisées (qui expriment la €cad
humaine ou une €cad murine humanisée
par la substitution €16P%), InlA permet
la traversée de I’épithélium intestinal
[6, 7]. Uinteraction InlB-c-Met mime
la voie de signalisation cellulaire de
I"HGF : elle active la PI3-K (phospho-
inositide 3-kinase), qui est nécessaire a
Pinternalisation de Lm [8].

% Substitution de I'acide glutamique (€) en position 16 par
une proline (P).
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Lm traverse les barriéres intestinale

et placentaire

InlA et InIB ont des contributions dif-
férentes lors du franchissement par Lm
des barrieres intestinale et placentaire.
InlA est nécessaire et suffisante pour
la traversée de I’épithélium intestinal.
Elle interagit avec la Ecad située sur la
face apicale des cellules caliciformes
(CC) sécrétrices de mucus et acces-
sible a leur face luminale (Figure 1A)
[9]. InIB, elle, n’est pas impliquée dans
la traversée de la barriére intestinale
[10]. €n revanche, la traversée de la
barriere placentaire requiert 'action
conjointe et interdépendante d’InlA et
d’IniB (Figure 14) [7, 11].

Nous avons étudié les bases molécu-
laires et cellulaires des roles respec-
tifs d’InlA et d’InIB dans la traversée
par Lm des barriéres intestinale et
placentaire [12]. Notre hypothése
de travail était la suivante : 'acti-
vité de la PI3-K étant nécessaire a
I’internalisation de Lm, cette enzyme
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Figure 1. Traversée dépendante d’InlA des cellules caliciformes intestinales et traversée dépendante d’InlA et d’InlB des cellules épithéliales pla-

centaires. A. Schéma histologique simplifié d’une villosité intestinale (gauche) et d’une villosité placentaire (droite). U'épithélium de la villosité

intestinale est constitué d’entérocytes, de cellules caliciformes sécrétrices de mucus et de cellules M. Les cellules caliciformes expriment de la

€-cadhérine accessible a la lumiére intestinale. La villosité placentaire est recouverte d’un épithélium appelé syncytiotrophoblaste, résultat de

la fusion des cellules du cytotrophoblaste sous-jacentes. Le syncytiotrophoblaste exprime de la €-cadhérine accessible au sang maternel dans

lequel se trouvent les bactéries. Listeria monocytogenes traverse les cellules caliciformes sécrétrices de mucus de 'intestin ainsi que le syncytio-

trophoblaste du placenta. B. La PI3-kinase est constitutivement activée dans les cellules caliciformes intestinales, InlA seule est donc suffisante

a l'invasion bactérienne. La PI3-kinase est faiblement activée dans le syncytiotrophoblaste, ce qui explique ’action conjointe d’InlA et d’InlB pour

I’invasion cellulaire de Lm. Inl : internaline ; PI3-K : phospho-inositide 3-kinase ; Lm : Listeria monocytogenes.

serait activée constitutivement dans
les cellules intestinales ciblées par
Lm, expliquant ’absence de réle d’InlB
dans la traversée de I’épithélium
intestinal ; en revanche au niveau
placentaire, elle ne serait pas acti-
vée constitutivement, et I’interaction
InIB-c-Met serait nécessaire a son
activation, permettant alors inter-
nalisation de Lm.

m/sn® 6-7, vol. 32, juin-juillet 2016

Activité de la PI3-K et entrée
dépendante d’InlB in vivo et in vitro
Nous avons tout d’abord étudié I’acti-
vité de la PI3-K dans les cellules calici-
formes (CC) ciblées par Lm pour traver-
ser I’épithélium intestinal et démontré
que ces cellules expriment effective-
ment une activité PI3-K constitutive.
A Pinverse, le syncytiotrophoblaste
constituant la barriére épithéliale des

villosités placentaires, en contact direct
avec le sang maternel, n'exprime qu’un
faible niveau basal d’activité PI3-K.
Nous avons ensuite utilisé deux lignées
cellulaires humaines pour étudier les
entrées dépendantes d’InlA et d’InlB in
vitro : des cellules intestinales sécré-
trices de mucus, appelées LS174T, et des
cellules trophoblastiques placentaires,
appelées Jar. Nous avons montré que



la PI3-K est activée constitutivement
dans les cellules intestinales mais pas
dans les cellules placentaires. Ces deux
lignées refletent donc bien I'activité de
la PI3-K observée in vivo.

Nous avons effectué des tests d’inva-
sion in vitro pour étudier les entrées
dépendantes d’InlA et d’InIB a I'aide de
souches de Lm isogéniques® invalidées
pour InlA (Lm-AinlA) ou InIB (Lm-Ain(B).
Dans les cellules intestinales LS174T,
I’entrée de Lm-AinlA est réduite, tan-
dis que I’entrée de Lm-AinlB n’est pas
affectée, comme observé in vivo. Ce
résultat montre qu’InlA est impliquée
dans 'invasion des cellules intestinales
dont la PI3-K est activée, alors qu’InIB
n’y joue donc aucun réle. Dans les cel-
lules placentaires Jar, les entrées de
Lm-AinlA et Lm-AinlB sont toutes deux
réduites, attestant de la nécessité de
I"action conjointe d’InlA et InIB pour
Iinvasion des cellules placentaires,
dépourvues d’activité PI3-K basale.
Nous avons ensuite modulé I"activité de
la PI3-K dans les deux lignées cellulaires
et observé I'effet de cette modulation
sur I’entrée dépendante d’InIB. Dans
les cellules LS174T, I'inhibition de la
pré-activation de la PI3-K entraine une
réduction de I'entrée de Lm-AinlB : le
role d’InIB est donc révélé en Iabsence
d’activité constitutive PI3-K. Réci-
proquement, dans les cellules Jar pour
lesquelles la PI3-K est artificiellement
activée avant I’infection, I'entrée de
Lm-AinlB augmente, témoignant de la
réduction du role d’InIB @ mesure que la
PI3-K est pré-activée.

InIB n’est pas impliquée

dans la traversée de la barriére
intestinale in vivo

Des résultats publiés précédemment par
une autre équipe suggéraient un rdle
d’InIB dans la traversée de la barriere
intestinale [13]. Nous avons démontré
que ces résultats étaient consécutifs
aux biais des modeles utilisés dans cette

% Souches identiques génétiquement & I‘exception du geéne
invalidé.
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étude, et notamment Putilisation de
souris non humanisées inoculées avec
une souche de Lm exprimant une version
murinisée de InlA (Lm-InlA™) capable
d’interagir avec la €cad murine [14].
Nous avons montré que cette souche
reconnait également la N-cadhérine
de souris, située a la surface des cel-
lules M des villosités (Mv) qui sont ainsi
ciblées de fagon non physiologique par
Lm-InlA™ [15]. Les Mv expriment une
faible activité PI3-K, qui pourrait rendre
compte de Iimplication d’InIB dans ce
modele. Nos résultats indiquent en effet
que Lm-InlA™ envahit aussi bien les CC
que les My, tandis que la souche Lm-
InIA™ invalidée pour InlB (Lm-InlA™-
AinIB) n’envahit que les CC. Par consé-
quent, contrairement @ un modeéle murin
humanisé permissif a InlA, dans lequel
InIB ne joue aucun réle dans la traversée
de la barriere épithéliale intestinale,
I"infection des souris sauvages par Lm-
InIA™ révele un réle artificiel d’InIB dans
I"infection des Mv.

InIB permet la traversée

de I’épithélium placentaire humain

ex vivo

Afin d’étudier le role d’InlB dans
la traversée de I’épithélium placen-
taire humain, nous avons utilisé des
explants placentaires humains, obte-
nus lors d’accouchements au terme
de grossesses sans complication [11].
Nous avons observé une faible activité
PI3-K constitutive dans le syncytio-
trophoblaste. Nous avons également
démontré que I’adhésion et I'invasion de
Lm-AinlA est réduite, et que I'invasion
de Lm-Ain[B est également affectée.
La séquence d’entrée dans I"épithé-
lium placentaire humain répond donc
au modele suivant : Lm adhére de fagon
dépendante d’InlA a la surface des villo-
sités placentaires grace a I'interaction
InlA-Ecad, puis InIB active la PI3-K, ce
qui permet I'internalisation des bacté-
ries ayant adhéré. Ce modele rend ainsi
compte de la complémentarité des deux
protéines bactériennes InlA et InIB dans
I'invasion placentaire (Figure 1B).

Conclusions

L'utilisation de Lm comme modele
d’étude des interactions hote-patho-
géne nous a permis de comprendre les
implications respectives d’InlA et d’InIB
dans la traversée des barrieres intes-
tinale et placentaire et de mettre en
lumiere le réle crucial de la PI3-K dans
la permissivité des barriéres traversées
par Lm (Figure 1B) [12].

Ce travail a mis en évidence que la PI3-K
est constitutivement activée dans les
cellules caliciformes. Cette enzyme, qui
phosphoryle les phospho-inositides, est
impliquée dans Pinternalisation de nom-
breux microorganismes pathogénes, bac-
téries, virus ou parasites, suggérant que
le niveau d’activité de la PI3-K puisse étre
un facteur critique controlant la traversée
des barriéres de I'hote par les patho-
genes. Les cellules caliciformes pourraient
ainsi constituer une porte d’entrée pour
les autres entéro-pathogenes invasifs,
et donc étre une cible privilégiée de ces
pathogenes. Par ailleurs, I’absence d’acti-
vité PI3-K dans I’épithélium placentaire
illustre sa fonction de barriere face aux
pathogenes, a I’exception de ceux qui ont
évolué pour stimuler la PI3-K, tel que Lm. ¢
PI3-kinase activation is critical

for host barrier permissiveness

to Listeria monocytogenes
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La mystérieuse cible

de la protéine virale Nef
identifiée : les protéines

SERINC3 et SERINCS

Lise Chauveau, Olivier Schwartz

> Le VIH (virus de I'immunodéficience
humaine) contient des génes codant
pour des protéines appelées accessoires.
Contrairement aux protéines structurales,
ces protéines ne sont pas des constituants
de la particule virale. €Elles sont cepen-
dant nécessaires a I'infection in vivo, chez
I’lhomme ou dans des modéles animaux. Ces
protéines accessoires sont en particulier
capables de contrer I'action de protéines
cellulaires, appelées facteurs de restric-
tion, qui bloquent la réplication du virus
a différentes étapes. Ainsi, la protéine Vif
(viral infectivity factor) dégrade le facteur
de restriction APOBEC3G (apolipoprotein B
mRNA editing enzyme, catalytic polypep-
tide-like 3G) qui provoque des hypermu-
tations de I’ADN viral [1]. Le facteur de
restriction Tetherin/BST-2 (bone marrow
stromal antigen 2) est incorporé dans la
membrane des particules virales et bloque
le relargage de ces particules a partir de la
surface de la cellule. La protéine accessoire
Vpu délocalise Tetherin/BST-2 et I’exclut
des zones de bourgeonnement du virus,
empéchant ainsi son incorporation dans les
particules virales [2].

Nef est une des protéines accessoires du
VIH. Elle est associée a la face interne de
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la membrane plasmique. Nef ne posséde
pas d’activité enzymatique mais exerce de
multiples fonctions (pour une revue détail-
lée voir [3]), dont les principales sont
liées a ses capacités d’interaction avec les
machineries de trafic et de signalisation
intracellulaire [4] (=P).

Un des premiers effets de Nef a avoir été
décrit est la diminution de I’expression, a la
surface cellulaire, de

, (=») Voir la Synthese
(D4, le récepteur du

de S. Bénichou

et A. Benmerah,

m/s n° 1, janvier 2003,
page 100

VIH, et des molécules
du complexe majeur
d’histocompatibilité
de classe | (CMH-1). Il a ensuite été mon-
tré que Nef pouvait modifier I'expression
membranaire de nombreuses protéines [3].
Une autre propriété importante de Nef,
décrite il y a une vingtaine d’années, est
sa capacité a augmenter l'infectivité des
virions produits par la cellule infectée [3].
Le mécanisme d’action de Nef sur I'in-
fectivité des particules virales est resté
longtemps mal compris et de nombreuses
équipes de recherche ont tenté d’iden-
tifier un potentiel facteur de restriction
impliqué. Grace aux avancées des tech-
niques de protéomique et transcriptomique
a haut débit, trois équipes indépendantes

sont récemment parvenues a identifier les
protéines cellulaires cibles de Nef et impli-
quées dans la modulation de Pinfectivité
des virions : il s’agit des protéines serine
incorporator 3 et 5 (SERINC3 et SERINC5)
[5-7].

Identification des nouveaux facteurs de
restriction SERINC3 et SERINCS

La premiere équipe a 'origine de la décou-
verte des facteurs de restriction cibles de
Nef est partie de I'observation suivante :
effet de Nef sur I'infectivité des virions
produits varie en fonction de la cellule pro-
ductrice. Les chercheurs ont donc établi le
transcriptome de différentes lignées cellu-
laires présentant des sensibilités variables
a Peffet de Nef sur Pinfectivité [6] et ont
mesuré les niveaux d’expression de nom-
breuses protéines cellulaires dans chacune
de ces lignées. Cette méthode a permis
d’identifier la protéine SERINCS, dont I’ex-
pression dans les différentes lignées corréle
le mieux avec I'effet de Nef [6].

La seconde équipe a utilisé une stratégie
différente. Il avait été montré que I'activité
de Nef sur I'infectivité des virions dépen-
dait de la machinerie d’endocytose de
la cellule productrice. Nef pourrait donc
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