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NOUVELLE

Plasticité des voies de mort cellulaire
programmeée dans la lutte

contre Salmonella

Un arsenal de possibilités pour se défendre !

Gabriel Chemin!, Antoine De Giacomonil,

> La salmonellose est une infection
causée par des bactéries du genre
Salmonella et est a I'origine d’intoxi-
cations alimentaires provoquant des
crampes au ventre, des diarrhées et/
ou de la fiévre [1]. Les bactéries du
genre Salmonella sont des bactéries
facultativement anaérobies a Gram
négatif, en forme de batonnets flagel-
lés, qui infectent principalement les
phagocytes, dans lesquels ils proli-
férent [2]. Uélimination de cette bac-
térie dans I"organisme requiert la mort
des cellules infectées, notamment par
I"activation de voies de mort cellulaire
programmée telles que I’apoptose, la
pyroptose ou la nécroptose [3].

LU'apoptose est associée a plusieurs
processus cellulaires différents. C'est
également un systeme de défense
contre certains pathogénes [4]. Les
effecteurs de ce processus biologique
sont nombreux et induisent "activa-
tion de protéines de la famille des
caspases (casp) (Figure 1A). Trois
voies principales induisent I'apop-
tose : 1) une voie extracellulaire (ou
voie extrinséque) liée & I'interaction
d’un ligand spécifique avec un récep-
teur de mort cellulaire membranaire
induisant I’activation de la casp 8 ;
2) une voie intracellulaire (ou voie
intrinséque) provoquée par la perméa-
bilisation de la membrane externe des
mitochondries et induisant "activa-
tion de la casp 9 ; et 3) une voie intra-
cellulaire induite par I’augmentation
du stress du réticulum endoplasmique,
provoquant I’activation de la casp 12.
Toutes ces voies conduisent a I'acti-
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vation de la casp 3, provoquant la
stimulation de I’endonucléase CAD
(caspase-activated DNase) et la
dégradation de ’ADN chromosomique
[4].

La pyroptose est un processus qui
repose sur la gasdermine D (GSDMD),
un substrat de la casp 1 et du com-
plexe formé par les casp 4, 5 et 11
(Figure 14). Les casp 4, 5 et 11 jouent
un role important dans la détection
intracellulaire des LPS (lipopolysac-
charides) bactériens. Uactivation de
la casp 1 s’effectue par le biais de
I'inflammasome et de NLRP3 (NOD-like
receptor family, pyrin domain-contai-
ning 3). Les casp 1, 4, 5 et 11 vont
interagir avec la GSDMD qui va alors
former des pores dans la membrane de
la cellule et provoquer sa lyse [5].

La nécroptose est une voie de mort
cellulaire indépendante des caspases
qui remplace ’apoptose lorsque celle-
ci est inactive. Cette voie est princi-
palement induite par la présence de
TNF-a (tumor necrosis factors alpha)
mais peut aussi €tre induite par des
interférons (alpha, béta ou gamma),
de ’ARN double brin ou des LPS. U'acti-
vation de cette voie implique le recru-
tement de RIPK (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase) 3 et
la formation du complexe MLKL (mixed
lineage kinase domain-like pseudo-
kinase), qui va former des pores dans
la membrane et induire la lyse de la
cellule. La nécroptose s’accompagne
d’une sécrétion important de cytokines
et I'activation des signaux de danger,
induisant une réaction inflammatoire.
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Les mécanismes de mort cellulaire mis

en jeu

Des chercheurs se sont intéressés aux
mécanismes de mort cellulaire mis en jeu
pour éliminer Salmonella [7]. Lors d’une
infection chez des souris, la quantité de
bactéries augmente dans I"organisme
pendant trois semaines, avant de chuter
brutalement au moment ou le systeme
immunitaire est en mesure de contro-
ler Pinfection. €tant donné qu’un des
mécanismes anti-infectieux mis en place
par I’hote est Iinduction d’une mort
cellulaire des macrophages infectés par
la bactérie, les chercheurs ont analysé la
survie et le contrdle de I'infection chez
des souris aprés un blocage spécifique
des différentes voies de mort cellulaire
programmée. lls ont ainsi montré que
le blocage de la pyroptose (par inac-
tivation des genes codant les casp 1
et 11) n’a pas d’impact sur la charge
bactérienne et sur la survie des sou-
ris. De méme, Iinhibition de la casp 12
(trés proche de la casp 11 en termes de
composition en acides aminés) n’in-
fluence pas le titre bactérien chez les
souris déficientes pour la pyroptose. Une
seconde expérience, consistant a bloquer
I’apoptose et la nécroptose (en inacti-
vant respectivement les génes codant la
casp 8 et RIPK3), a montré des résultats
similaires. €n fait, seul le blocage simul-
tané des trois voies (pyroptose, apop-
tose et nécroptose) altére la défense de
I’hote contre la bactérie. €n effet, chez
des souris dont les génes codant les casp
1, 8, 11, 12 et RIPK3 ont été invalidés, la
quantité de bactéries est significative-
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ment plus élevée aux semaines 2 et 3 et
les souris sont plus rapidement malades.
€tant donné que Salmonella infecte
préférentiellement les phagocytes, les
auteurs se sont intéressés plus spéci-
fiquement a I’étude des macrophages.
Des macrophages isolés de la moelle
osseuse de souris dont les différents
génes codant les caspases ont été inva-
lidés, ont été infectés in vitro par Salmo-
nella et leur mort cellulaire a été étudiée
24 heures apres infection. Les résultats
obtenus confirment les observations pré-
cédentes : il est nécessaire de bloquer
simultanément I'apoptose, la pyroptose
et la nécroptose (macrophages caspl™~
11777127/-87/"RIPK3™/~) pour empécher la
mort des cellules infectées. Les cellules
mutées ont ensuite été traitées avec des
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drogues activant directement 'apoptose
(MCL-1i: 563845, BCL-2i : ABT199 et BCL-
XLi: A1331852) afin de vérifier que la
perte de ces différents activateurs de la
mort cellulaire n’a pas pour conséquence
une perte de capacité de cette mort, et
agit seulement sur I'activation de ces
voies. Les cellules ainsi traitées étant
mortes, la perte des caspases 1, 11, 12
et 8 et de RIPK3 est donc critique pour
I’activation de la mort cellulaire, mais
n’entraine pas de dysfonctionnement
du processus lorsque celui-ci est activé
artificiellement. Ce dernier test montre
ainsi que c’est bien le blocage simul-
tané des 3 voies qui est critique pour la
mort cellulaire programmée, et non un
dysfonctionnement de celles-ci. Cette
premiére série d’expériences prouve que

TNF, IFN, dsRNA, LPS

TNFR1, INFR1, TLR3/4

Figure 1. Plasticité des mécanismes
d’induction de mort cellulaire des
cellules infectées par des bactéries.
A. Représentation schématique des
cascades d’événements menant aux
différents processus de mort cellu-
laire étudiés (pyroptose, apoptose et
nécroptose). B. Représentation sché-
matique de la plasticité des processus
de mort cellulaire due a la caspase 1
lors d’une infection par Salmonella.
Cette figure permet de visualiser
I’interconnectivité des processus de
mort cellulaire, permettant a la cel-
lule de s’adapter lorsque I'une des
voies n'est pas fonctionnelle. Casp :
caspase ; NLRC4 : NLR family CARD
domain-containing protein 4 ; GSDMD :
gasdermine D ; BID : BH3-interacting-
domain death agonist ; LPS : lipopoly-
saccharide ; NLRP3 : NOD-like receptor
family, pyrin domain-containing 3 ;
€R: endoplasmic reticulum ; MOMP :
mitochondrial outer membrane perme-
abilization ; DR : death receptor ; TNF:
tumor necrosis factor; TNFR1 : TNF
receptor 1 ; IFN : interféron ; IFNRL : IFN
receptor 1; dsRNA : double stranded
RNA; TLR : Toll-like receptor ; RIPK:
receptor-interacting serine/threonine-
protein kinase ; MLKL : mixed lineage

kinase domain-like pseudokinase.

les cellules infectées par Salmonella
adaptent leurs processus de mort cel-
lulaire pour éradiquer efficacement le
pathogene et qu’il n’y a pas de voie de
mort cellulaire unique pour éliminer effi-
cacement les cellules infectées.

Le role essentiel de la caspase 1

dans la plasticité de la mort cellulaire
Afin d’identifier les protéines indis-
pensables a cette plasticité de mort
cellulaire dans ce modele, une étude
plus approfondie a été réalisée pour
déterminer le rdle des différentes cas-
pases. Lors d’une infection par Salmo-
nella, des macrophages traités avec un
inhibiteur non spécifique de caspases
(Pinhibiteur pan-caspases €mricasan)
présentent une cinétique de mortalité
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similaire a celle de macrophages dont
les genes codant les casp 1, 11 et 12 ont
été invalidés. Etant la seule voie de mort
cellulaire fonctionnelle en "absence de
caspase, la nécroptose est donc res-
ponsable de la mort des macrophages
traités avec I'inhibiteur Emricasan, et,
potentiellement, des macrophages défi-
cients pour les genes codant les casp 1,
11, 12. Lorsque les macrophages n’expri-
ment plus RIPK3, en plus de casp 1,
11 et 12, ils sont protégés de la mort
induite par I'infection. Cette observa-
tion confirme que la nécroptose est bien
responsable de la mort des macrophages
casp 177711777127/,

Les différentes voies de mort cellu-
laire sont initiées par des activateurs
spécifiques. Cependant, il existe des
interconnections entre les voies de
signalisation impliquées dans les diffé-
rents types de mort cellulaire. Il a été
montré, par exemple, que la casp 8,
qui est une protéine clef dans I"induc-
tion de 'apoptose, peut aussi activer
la pyroptose par 'intermédiaire de la
GSDMD [8]. Dans I’étude présentée ici,
les auteurs ont obtenu des résultats
suggérant une capacité d’activation
croisée de différentes voies de mort
cellulaire par la casp 1. €n effet, des
macrophages infectés par Salmonella,
n’exprimant plus la casp 8, RIPK3 et
GSDMD, meurent avec la méme cinétique
que des cellules déficientes seulement
pour la pyroptose, suggérant ainsi qu’en
I’absence d’apoptose extrinseque, de
nécroptose ou de pyroptose, une voie de
mort cellulaire alternative est mobilisée.
La présence des casp 3, 7 et 9 et de Bid
sous forme clivée (donc activée) dans
cette condition expérimentale suggeére
que les cellules infectées sont mortes
via la voie intrinséque de I’apoptose
(indépendante de la casp 8). Or, des
études précédentes avaient montré que
la casp 1 peut activer la voie intrinséque
en stimulant la protéine Bid puis la
casp 9 [9] (Figure 1B).

Cette étude met également en évi-
dence une nouvelle voie d’induction
de la casp 9, étant donné que des cel-
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lules n’exprimant plus casp 8, RIPK3,
GSDMD et Bid sont également sensibles
a I'apoptose induite par I'infection par
Salmonella, démontrant ainsi une acti-
vation de la casp 9 non régulée par Bid.
€n comparant ces résultats a ceux obte-
nus avec des macrophages n’exprimant
plus les casp 1, 8, 11 et 12, et RIPK3, il
apparalt que I'activation de I"apoptose
peut alors dépendre de la présence des
casp 1, 11 et 12. €tant donné qu’il a été
démontré précédemment que la casp 12
n'a pas d’effet sur la mort cellulaire
dans ce modele, et que la casp 11 n'a
qu’un effet mineur, les auteurs sup-
posent que c’est la casp 1 qui induit
I’apoptose dans les macrophages infec-
tés dans ces conditions.

Des études complémentaires ont montré
que la casp 1 est également capable
d’induire directement une apoptose
extrinséque, en présence de la casp 8,
et indépendamment de I’activation de
la casp 9. La mort cellulaire programmée
des macrophages infectés par Salmo-
nella est donc possible méme en I'ab-
sence des effecteurs connus de I’apop-
tose, de la pyroptose et de la nécrose,
tant que les casp 1 et 8 sont présentes.

Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude
révelent ainsi I’existence dans les
macrophages d’un systeme d’induction
de mort cellulaire complexe et tres effi-
cace pour éliminer le pathogéne Salmo-
nella typhimurium (Figure 1B). Ce sys-
téme, capable d’adapter le type de mort
cellulaire, est le témoin d’une co-évo-
lution entre I'organisme et Salmonella.
[l en résulte un mécanisme de mort cel-
lulaire a la plasticité impressionnante.
On peut imaginer que cette incroyable
plasticité de mort cellulaire est non seu-
lement un enjeu majeur contre Salmo-
nella, mais également contre d’autres
pathogenes intra-cellulaires, voire
extra-cellulaires, qui ont aussi évolué
de fagon a altérer la mort cellulaire
programmée des cellules infectées. Bien
comprendre les tenants et les aboutis-
sants de cette lutte serait déterminant

pour développer des thérapies contre un
grand nombre de bactéries. Toutefois,
le défi est encore de taille, étant donné
que la relation entre ce systeme et les
pathogénes n’a pas encore été élucidé
chez ’homme. ¢
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