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Role de la petite GTPase ARLS5b
dans P’inhibition de la clairance
bactérienne par le rhinovirus

humain 16

Zoé Fremont-Debaene, Suzanne Faure-Dupuy

> Les rhinovirus humains (HRV) causent
le rhume. Pour les personnes souffrant
de maladies pulmonaires chroniques,
notamment la bronchopneumopathie
chronique obstructive, I’infection par
les rhinovirus humains est le facteur le
plus communément associé aux exacer-
bations de la maladie, principalement
dues aux surinfections bactériennes
pulmonaires [1]. Dans les prochaines
décennies, les exacerbations de la bron-
chopneumopathie chronique obstructive
pourraient devenir 'une des premieres
causes de mortalité dans le monde [2].

Les macrophages alvéolaires du poumon
sont responsables de la détection, de la
phagocytose, et donc de I’élimination
des bactéries. Ainsi, la fréquence des
surinfections bactériennes pulmonaires
survenant aprés une infection par le
rhinovirus humain suggere que le virus
perturbe les fonctions des macrophages
alvéolaires. Tenter d’en comprendre les
mécanismes est un premier pas vers
la mise en place de thérapies ciblées
limitant les exacerbations de la maladie
pulmonaire chronique par la surinfection
bactérienne consécutive a un rhume.
Notre équipe a précédemment décou-
vert que les macrophages alvéolaires
exposés au rhinovirus humain 16 (HRV16)
présentent un phénotype « paralysé »
qui pourrait étre a 'origine de ces surin-
fections [1, 3, 4]. Nous avons notam-
ment montré que les macrophages mis
en contact avec HRV16 ont une capacité
d’internalisation des bactéries amoin-
drie, par un mécanisme dépendant de la
protéine Arpin [3]. Cependant, I’éten-
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due des modifications des fonctions
des macrophages induites par HRV1S,
notamment "effet du virus sur la matu-
ration des phagosomes et la clairance
bactérienne, reste a déterminer.

Pour comprendre I'impact de ce virus
sur la clairance des bactéries, nous
avons exposé des macrophages déri-
vés de monocytes humains (hMDM) au
virus intact ou au virus inactivé par
des rayons ultraviolets (HRV16-UV). Les
hMDM ont alors été infectés avec diffé-
rents types de bactéries, Gram positives
ou Gram négatives. Nous avons montré
que HRV16, mais pas HRV16-UV, inhibe
fortement la clairance bactérienne par
les macrophages, indépendamment du
type de bactéries [3]. Ce phénotype
est associé @ une inhibition de I'acti-
vité hydrolytique et de la production
d’espeéces réactives de "oxygene dans les
macrophages exposés a HRV16, mais pas
dans ceux exposés a HRV16-UV.

Aprés leur internalisation par les macro-
phages, les bactéries sont localisées
dans des vésicules appelées phagosomes.
Ces phagosomes passent par plusieurs
états de maturation : les phagosomes
précoces, caractérisés par la présence de
la protéine EEAL (early endosome antigen
1), les phagosomes tardifs, caractérisés
par la présence de la protéine CD63, et
finalement les phagolysosomes, carac-
térisés par la présence de la protéine
LAMP1 (lysosome-associated membrane
protein 1) [5]. C’est dans les phagoly-
sosomes que les bactéries internalisées
vont étre dégradées. Afin de déterminer
si le virus peut bloquer la maturation

des phagosomes dans les macrophages,
nous avons suivi le processus de matura-
tion des phagosomes a différents temps
apres la phagocytose de globules rouges
opsonisés!. Nous avons constaté que
dans les macrophages exposés a HRV16,
les phagosomes restent positifs aux mar-
queurs EEAL et CD63 longtemps apres la
phagocytose, tandis que le marqueur
LAMPI est détecté avec du retard [3]. Ce
constat indique un défaut de maturation
des phagosomes, qui restent bloqués en
phase précoce ou tardive sans parvenir
au stade de phagolysosome (Figure I),
ce qui explique le défaut de clairance
bactérienne.

Afin de déterminer si ces modifica-
tions sont dues a un défaut de tra-
fic intracellulaire, nous avons analysé
les macrophages exposés a HRV1é par
microscopie électronique. €tonnamment,
nous n'avons pas constaté de différence
majeure dans la répartition des endo-
somes, mais plutot une altération de la
structure de P’appareil de Golgi [3]. €n
effet, les citernes de I"appareil de Golgi
apparaissaient moins bien définies, sug-
gérant que le virus perturbe ce comparti-
ment cellulaire.

Pour tenter de comprendre le lien entre
cette modification de I’appareil de Golgi
et I'inhibition de la maturation des pha-
gosomes, nous avons réalisé une ana-
lyse transcriptomique comparative par

! Lopsonisation est un processus par lequel une molécule
(alors qualifiée d’opsonine) recouvre la membrane d’une
cellule cible (une bactérie ou une cellule eucaryote infectée
par un agent pathogéne) pour favoriser sa phagocytose par
une cellule dotée de récepteurs pour les opsonines.
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Figure 1. Schéma des effets de HRV16 sur la clairance bactérienne et la maturation des phagosomes des macrophages. Les effets du rhinovirus

humain 16 (HRV16) sur le macrophage sont représentés dans la moitié droite de I"image (colorée en bleu). Les phagosomes expriment plus long-

temps la protéine EEAL (€€AL+), le marqueur des phagosomes précoces, car le virus empéche leur maturation en phagolysosomes. Par conséquent,

la clairance bactérienne est inhibée. Ce phénotype est dii a I’augmentation de I’expression de la petite GTPase ARL5b par le virus. 'augmentation

d’ARL5b perturbe également la structure de I'appareil de Golgi.

séquencage de I’ARN des macrophages
exposés soit a HRV16, soit a HRV16-UV,
ou non exposés au virus (témoins de
référence). Parmi les transcrits dont la
quantité avait augmenté en présence de
HRV16, mais pas de HRV16-UV, un gene
en particulier a retenu notre attention :
celui codant la petite GTPase ARLSb. La
quantité de cette protéine avait, elle
aussi, augmenté dans les macrophages
en présence de HRV16 [3]. ARL5b est
connue pour contrdler le trafic intra-
cellulaire vers et depuis I"appareil de
Golgi [6, 7]. D’autres expériences ont
permis de montrer que la déplétion de
cette protéine permet de prévenir I'inhi-
bition de la clairance bactérienne par
HRV16 et de restaurer le recrutement
de LAMPI sur les phagosomes (Figure 1).
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Ces résultats indiquent que "augmen-
tation de Iexpression de ARL5b induite
dans les macrophages par HRV16 est
impliquée dans le défaut de maturation
des phagosomes et dans I'inhibition de
la clairance bactérienne opérée par ces
cellules.

Finalement, la protéine ARLSb étant
impliquée dans le trafic intracellulaire,
nous avons analysé son rdle dans I'in-
fection par HRV16. Pour cela, nous avons
surexprimé ARL5b dans les cellules de
la lignée Hela Ohio, qui est permissive
a infection par le virus. Nous avons
montré que dans ces cellules, ARL5b est
un facteur de restriction de la propa-
gation du virus en inhibant la sécrétion
des virions. A contrario, la répression
de ARLS5b favorise la propagation virale.

De plus, I'infection par HRV1é inhibe
I’expression de ARLbb dans les cellules
permissives a la réplication. Ainsi, ARL5b
joue un double role dans Iinfection par
HRV16 [3].

Nous avons donc identifié ARLSb comme
un facteur clé de la « paralysie » des
macrophages aprés leur exposition au
HRV16 (Figure 1). Cette petite GTPase
perturbe la maturation des phagosomes
ainsi que le trafic intracellulaire, ce
qui entraine un défaut de clairance
bactérienne. Ces résultats permettent
d’expliquer, au moins en partie, les
surinfections bactériennes fréquemment
observées chez les patients atteints de
bronchopneumopathie chronique obs-
tructive aprés une infection par HRV16.
Cependant, il reste a comprendre les
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mécanismes employés par HRV16 pour
augmenter I'expression de ARL5b dans
les macrophages et pour la réprimer
dans les cellules permissives, afin d’€tre
en mesure de concevoir des médica-
ments efficaces contre les surinfec-
tions bactériennes. €n effet, bien que
ARL5b représente une cible attrayante,
sa répression dans le poumon aurait un
effet ambivalent : alors que dans les
macrophages, la répression de ARLS5b
permettrait de réactiver la clairance
bactérienne, dans les cellules permis-
sives, elle entrainerait une augmen-
tation de la sécrétion des virions et
donc de la propagation virale. De plus,
il conviendra également d’établir les
mécanismes moléculaires du défaut de
sécrétion de cytokines dans les macro-
phages exposés a HRV16 [4].
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Une histoire inédite
de la santé mentale
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Ces résultats récents, combinés aux
résultats précédents concernant Pinhi-
bition de I'internalisation des bactéries
par les macrophages et I'inhibition de la
sécrétion des cytokines apres un contact
avec le virus, nous éclairent sur les
mécanismes responsables des surinfec-
tions bactériennes pulmonaires consé-
cutives aux infections par les rhinovirus.
Il est cependant nécessaire de poursuivre
leur exploration avant d’envisager des
traitements spécifiques pour les patients
atteints de bronchopneumopathie chro-
nique obstructive. ¢

HRV16 inhibits bacterial clearance in a
ARL5b-dependent manner
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Qu'est-ce que la maladie mentale ?

Ce livre captivant apporte une perspective
historique et des réponses a cette question.
Il nous transporte dans une aventure
médicale étonnante, avec des études de cas
fascinantes et des portraits des sommités
dans ce domaine, de Sigmund Freud 3 Eric

Kandel.

Ce récit passionnant est écrit avec l'autorité
d’'un expert, mais avec l'humilité d'un

médecin qui a appris a traiter les formes les
plus profondes et mystérieuses des maladies
mentales. Le Dr Jeffrey A. Lieberman a
réalisé avec ce livre une histoire magistrale
des coulisses de la psychiatrie — et, par
extension, de la condition humaine.
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