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Résumé 
 

Nombreux sont les pathogènes qui ont développé des mécanismes afin d’éviter leur 
dégradation dans les phagolysosomes. Certains manipulent la machinerie de transport de la 
cellule-hôte pour empêcher la maturation du phagosome ou pour quitter la voie endocytaire 
afin d’établir une niche de réplication. Rapidement après son entrée, Brucella abortus, une 
bactérie Gram négative de la subdivision des α-2 protéobactéries, se retrouve dans une 
vacuole qui interagit transitoirement avec les compartiments de la voie endocytaire puis 
rejoint la voie sécrétoire où elle interagit de façon soutenue avec des vésicules dérivées du 
réticulum endoplasmique. C’est à cet endroit qu’elle commence à se répliquer.  
Par ailleurs, les hydrolases lysosomales synthétisées dans le réticulum endoplasmique passent 
par l’appareil de Golgi avant de rejoindre la voie endocytaire. 
Au cours de ce mémoire, nous avons étudié l’impact éventuel de Brucella abortus sur le trafic 
des hydrolases lysosomales dans des macrophages RAW264.7. Nos résultats montrent que 
l’infection de ces cellules par Brucella abortus entraîne une augmentation de la sécrétion de 
différentes hydrolases acides (β-glucuronidase, β-hexosaminidase et cathepsine D) dans le 
milieu de culture. Cette sécrétion accrue d’enzymes lysosomales dans les cellules infectées 
par rapport aux cellules contrôles dépend de l’expression du système de sécrétion de type 4 
encodé par l’opéron VirB. Nos résultats semblent indiquer qu’à l’instar d’autres bactéries 
pathogènes, Brucella abortus pourrait libérer des effecteurs capables d’interférer du moins 
partiellement avec la voie des hydrolases lysosomales dépendantes des récepteurs au 
mannose-6-phosphate. 
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Liste des abréviations 

BCA : Acide bicinchoninique 
BCV : Brucella containing vacuole 
CTL : Contrôle 
DAPI  : 4’-6-diamidino-2-phénylindole 
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
EEA1 : Early Endosome Antigen 1 
ERES : Endoplasmic reticulum exit site 
FCS : Foetal calf serum (sérum de veau foetal) 
HBSS : Hank’s Balanced Salt Solution 
PI(3)P : Phosphatidyl-inositol-3P 
HRP : Horse Radish Peroxidase (peroxydase de raifort) 
LAMP : Lysosomal-associated membrane protein 
LPS : Lipopolysacharide 
LCV : Legionella containing vacuole 
M6P : mannose-6-phosphate 
M6PR : récepteur au mannose-6-phosphate 
MOI : Multiplicity of infection 
PAMP : Pathogen associated molecular pattern 
PBS : Phosphate Buffered saline 
PVDF : Polyfluorure de vinylidène 
RE : Réticulum endoplasmique 
RILP : Rab-interacting lysosomal protein 
RPM : Revolutions per minute 
SDS  : Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE : Sodium dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
SNARE : SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) REceptor 
SR-A : Récepteur scavenger de classe A 
TCS BvrRS : système régulateur à deux composants BvrR/BvrS 
TGN : Trans-Golgi network (Réseau trans-Golgien) 
TLR : Toll-like receptors 
T3SS : Système de sécretion de type III 
T4SS : Système de sécrétion de type IV 
WT : Wild type  
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Figure 1.1 : Pathogènes intracellulaires qui interagissent avec la voie sécrétoire. Dans les macrophages, 
Brucella et Legionella vont se répliquer dans un compartiment caractérisé par la présence de marqueurs du 
réticulum endoplasmique (RE). L’interaction entre Brucella et le RE est médiée par le système de sécrétion de 
type IV. Chlamydia n’interagit pas avec la voie endocytaire mais localise avec le Golgi. Salmonella subot des 
interaction sélectives avec la voie endocytaire dans les macrophages avant de se répliquer dans un compartiment  
partiellement acide LAMP 1 positif  (Salcedo and Holden, 2005). 
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Trafic des hydrolases lysosomales dans des macrophages 
RAW264.7 infectés par Brucella abortus 

1. Introduction 

Lors de leur cycle infectieux, de nombreux pathogènes rentrent dans des macrophages, par 
par phagocytose. Afin d’éviter une mort cellulaire certaine dans les phagolysosomes, ils ont 
développé différentes stratégies de survie qui reposent principalement sur la modulation des 
processus cellulaires de l’hôte (Flannagan et al., 2009). Souvent ces stratégies leur permettent 
en outre d’atteindre un endroit propice pour leur réplication, leur niche réplicative. Certaines 
bactéries telles que Shigella flexneri et Listeria monocytogenes lysent immédiatement la 
vacuolaire et se retrouvent dans le cytosol où elles se répliquent avant d’envahir des cellules 
voisines. Au contraire, d’autres bactéries telles que Mycobacterium tuberculosis, Salmonella 
enterica, Chlamydia pneumoniae et Leishmania donovani restent dans un compartiment 
membranaire après internalisation mais bloquent la maturation du phagolysosome (Fig. 1.1). 
Pour cela, elle empêchent le recrutement membranaire de certaines protéines telles que des 
Rabs et des SNAREs, elles inhibent l’acidification des phagosomes où elles empêchent 
l’envoi d’hydrolases lysosomales vers les phagosomes (Flannagan et al., 2009; Hilbi and 
Haas, 2012). Dans le cadre de ce mémoire, nous avons étudié l’impact éventuel de Brucella 
abortus sur le transport des hydrolases (Roy et al., 2006; Salcedo and Holden, 2005).  

1.1. Brucella abortus 

1.1.1. Généralités 

Brucella abortus est une bactérie Gram négative intracellulaire facultative appartenant à 
la subdivision des α-2 protéobactéries (von Bargen et al., 2012). Cette subdivision de 
protéobactéries regroupe des bactéries qui ont coévolué avec les animaux ou les plantes tant 
par des relations pathogéniques (Brucella spp., Agrobacterium tumefaciens, Rickettsia spp., 
Bartonella spp.) que symbiotiques (Sinorhizobium meliloti) (Celli, 2005; Moreno et al., 
1990). Actuellement, dix espèces du genre Brucella ont été reconnues en se basant sur leur 
hôte préférentiel respectif. On y retrouve ainsi une préférence pour les mammifères terrestres : 
Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella canis, Brucella ovis et Brucella 
neotomae. Plus récemment, de nouvelles espèces de Brucella ont été recensées dans des 
mammifères marins : Brucella cetaceae et Brucella pinnipediae (Godfroid et al., 2005; 
Pappas, 2010). L’espèce la plus pathogène pour l’homme est Brucella melitensis qui infecte 
aussi bien les chèvres que les moutons. L’espèce Brucella abortus cause l’avortement chez 
l’espèce bovine et Brucella suis chez l’espèce porcine. Bien que les Brucellae spp. ont un 
tropisme pour les organes sexuels, on les retrouve aussi dans les os, les articulations, les yeux 
et le cerveau (Pizarro-Cerdá et al., 1998a). 

Les bactéries du genre Brucella sont responsables de la fièvre méditerranéenne également 
appelée la brucellose. La brucellose est une zoonose mondiale qui affecte une grande variété 
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Figure 1.2 : Incidence globale de la brucellose chez l’homme en 2006  (Ariza et al., 2007). 

 

 

Figure 1.3 : LPS de Brucella abortus. Le lipide A, qui sert d’ancrage dans la membrane, externe, est composé 
d’un squelette hydrophobe de diaminoglucose, au lieu de la glucosamine normalement présente dans le lipide A 
d’autres bactéries. De plus, le squelette comporte de très longues chaines d’acide gras hydroxylées. Le deuxième 
composant, le « core » oligosaccharidique est encore mal caractérisé. Il contient du glucose, du mannose, de la 
quinovosamine, de la glucosamine et d’autres sucres dont certains ne sont pas encore identifiés. Le troisième 
composant, la chaine O, est composée d’homopolymères de sous-unités de N-formyl-perosamine (von Bargen et 
al., 2012) 
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de mammifères incluant les hommes (Corbel, 1997). La brucellose reste endémique dans de 
nombreuses parties de monde telles que le Moyen-Orient, l’Asie centrale, l’Amérique centrale 
et des régions du bassin Méditerranéen (Ariza et al., 2007; Pappas, 2010). Ce sont 
principalement les pays en voie de développement qui sont concernés. Dans ces pays, elle 
entraîne d’ailleurs un coût économique important (Fig. 1.2). Par exemple, en Amérique latine, 
le coup économique annuel suite à la perte d’animaux s’élève à plus de 600.000.000 $. De 
plus, environ 500 millions de personnes sont infectées chaque année. Cependant, de 
nombreux pays ont réussi à éradiquer la brucellose dans le bétail, le principal réservoir lors 
des infections humaines. En 2003, la Belgique a été déclarée exempte de brucellose bovine 
par l’Union Européenne. Toutefois, deux cas de brucellose ont été détectés au printemps 2012 
suite à des analyses de contrôle préventif réalisées par l’AFSCA (Agence Fédérale pour la 
Sécurité de la Chaîne Alimentaire). Ces analyses ont montré la prévalence élevée de Brucella 
suis chez les sangliers sauvages sans qu’il y ait de risque d’épidémie puisque le bétail et 
l’homme ne sont pas des hôtes préférentielles de Brucella suis (Fretin et al., 2013).  

La brucellose chez l’homme est d’ailleurs souvent mal diagnostiquée et peut ainsi devenir 
chronique et entrainer de sévères conséquences voire une issue fatale. La brucellose se 
manifeste avec des symptômes similaires à la grippe mais avec des fièvres récurrentes 
associées à des douleurs musculaires et articulaires. Si la personne atteinte n’est pas traitée, 
Brucella formera des granulomes pouvant entrainer des complications telles que l’arthrite, la 
formation d’abcès hépatiques, la neurobrucellose ou encore des endocardites (von Bargen et 
al., 2012). Aucun vaccin n’est disponible pour l’instant et le traitement requiert une 
combinaison de plusieurs antibiotiques pour une longue période de temps (Ariza et al., 2007; 
von Bargen et al., 2012). 

1.1.2. Facteurs de virulence 

Comme d’autres pathogènes intracellulaires, Brucella abortus a développé des stratégies 
afin de contrecarrer les défenses de l’hôte et ainsi survivre de manière prolongée dans la 
cellule-hôte qu’elle soit phagocyte professionnel ou non. Parmi ces stratégies, les 
lipopolysaccharides (LPS) jouent un rôle important ainsi que les β-1,2-glucans cycliques. Le 
LPS entoure la membrane externe des bactéries Gram- et est le principal composé reconnu par 
le système immunitaire et peut déclencher des réponses immunitaires sévères (Haag et al., 
2010). Le LPS de Brucella abortus est particulier. Il est composé du lipide A, d’un « core » 
oligosaccharidique et d’une chaine O (Fig. 1.3). Le lipide A, qui sert d’ancrage dans la 
membrane, externe, est composé d’un squelette hydrophobe de diaminoglucose, au lieu de la 
glucosamine normalement présente dans le lipide A du LPS d’autres bactéries. De plus, le 
squelette comporte de très longues chaines d’acide gras hydroxylées. Le deuxième 
composant, le « core » oligosaccharidique contient du glucose, du mannose, de la 
quinovosamine, de la glucosamine et d’autres sucres dont certains ne sont pas encore 
identifiés. Le troisième composant, la chaine O, est composé d’homopolymères de sous-unités 
de N-formyl-perosamine. La chaine O joue un rôle crucial au niveau de la capacité infectieuse 
de la bactérie. Elle permet de réduire la réponse immunitaire en empêchant la liaison du 
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complément à la surface bactérienne et a donc peu d’influence sur la sécrétion de cytokines 
ainsi que des protéines antimicrobiennes par les macrophages. Le LPS de Brucella abortus 
n’entraine qu’une faible activation de la voie alternative alors que le LPS déclenche 
généralement la voie classique ou alternative menant ainsi à la mort de la bactérie (von 
Bargen et al., 2012). Des mutations du LPS au niveau de la chaine O peuvent mettre à 
découvert des molécules présentes à la surface de Brucella abortus et jouent dès lors le rôle 
de PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern) entrainant l’activation des macrophages 
(Martín-Martín et al., 2010). C’est ainsi qu’en fonction de la nature du LPS, on distingue deux 
souches de bactéries : les bactéries lisses qui contiennent la chaine O et les souches rugueuses 
sur lesquelles il manque cette chaine O polysaccharidique. Les mutants rugueux sont plus 
sensibles à l’attaque du complément suite à la reconnaissance de ces PAMPs par des 
récepteurs présents à la surface des macrophages (Toll Like Receptor 4, TLR4) et des cellules 
dendritiques. La chaine O masque le site d’activation du complément présent au niveau de la 
surface de B. abortus (Eisenschenk et al., 1999). Cependant, le « core » oligosaccharidique 
joue également un rôle de barrière contre le système immunitaire. En effet, il a été montré 
qu’un mutant du gène wadC, qui code pour le « core »  du LPS induisait une forte réponse 
pro-inflammatoire dépendante du TLR4 suite à la liaison avec MD-2 (le co-récepteur de 
TLR4). Cette réponse est atténuée dans les souris et les cellules dendritiques mais ne l’est pas 
dans les macrophages. La structure complète du « core » contribuerait à un défaut de 
reconnaissance par MD-2 augmentant ainsi la virulence de la bactérie (Conde-Álvarez et al., 
2012). 

Un autre facteur important est le β-1,2-glucan cyclique qui recouvre la surface 
périplasmique. Un défaut de synthèse du β-1,2-glucan cyclique entraine une diminution de la 
réplication de Brucella dans un modèle murin et empêche la réplication dans des cellules 
HeLa ou dans des macrophages (Arellano-Reynoso et al., 2005). La fonction des β-1,2-
glucans cycliques est de cibler les radeaux lipidiques riches en cholestérol qui se trouvent sur 
la BCV (Brucella containing vacuole) afin de contrôler l’interaction de la vacuole avec la 
voie endocytaire et ainsi éviter de se faire dégrader dans les lysosomes. 

Le système de sécrétion de type IV (T4SS) est également un facteur de virulence car il 
joue un rôle crucial dans la maturation de la BCV en un compartiment permissif pour la 
réplication de la bactérie. La translocation d’effecteurs par ce système de transport permet à la 
bactérie de quitter la voie endocytaire et de rejoindre sa niche réplicative. Ce T4SS est encodé 
par l’opéron virB et permet aux substrats d’être exportés à travers l’enveloppe bactérienne et 
d’être libéré dans la cellule hôte afin de permettre à la bactérie de manipuler son trafic 
intracellulaire (voir paragraphe 1.1.4.) (Boschiroli et al., 2002; Lacerda et al., 2013).  

L’expression de ces facteurs de virulence est régulée de manière très stricte et dépend du 
pH environnant et de la disponibilité en nutriments. Ces changements environnementaux vont 
être à l’origine de l’expression d’une multitude de gènes associés au transport d’effecteurs 
(Lacerda et al., 2013) ou au métabolisme (Barbier et al., 2011). Ces changements peuvent 
également être perçu par des senseurs tels que BvrR/BvrS ou encore VjbR. Par exemple, 
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BvrR/BvrS contrôle l’expression de certains gènes impliqués dans le métabolisme du carbone 
et de l’azote mais également dans le passage d’une vie extracellulaire à une vie intracellulaire. 
Le système BvrR/BvrS est d’ailleurs suggéré comme étant un régulateur principal dans la 
virulence bactérienne (Martínez-Núñez et al., 2010; Viadas et al., 2010; von Bargen et al., 
2012). 

1.1.3. Trafic intracellulaire de Brucella abortus 

Brucella abortus est capable d’infecter des cellules phagocytaires professionnelles 
comme les macrophages, les monocytes, les cellules dendritiques mais aussi des phagocytes 
non professionnels tels que les cellules épithéliales, les trophoblastes et les fibroblastes (von 
Bargen et al., 2012). Lors de l’infection de bovins, la bactérie a un tropisme particulier pour le 
système reproducteur où elle déclenche l’avortement chez les femelles fécondées. Pendant 
son processus infectieux, les brucellae sont d’abord internalisées par un mécanisme encore 
mal connu. Environ 90 % des bactéries internalisées par les macrophages seront alors tuées 
dans les phagolysosomes. Seulement quelques bactéries pourraient s’échapper et établir une 
niche intracellulaire associée au réticulum endoplasmique. Cette niche permet la réplication 
de la bactérie sans affecter la survie des cellules-hôtes (Starr et al., 2008; von Bargen et al., 
2012). 

L’interaction entre Brucella et la cellule-hôte est décisive pour la survie intracellulaire. 
Brucella non opsonisée pourrait interagir avec des molécules de l’hôte sialylées grâce à la 
protéine bactérienne SP41 (Castañeda-Roldán et al., 2006). Brucella pourrait aussi se lier à 
des composants de la matrice extracellulaire, telles que la fibronectine et la vitronectine grâce 
à des adhésines. Selon un groupe argentin, des adhésines bactériennes de B. suis (BmaC et 
BtaE) pourraient interagir avec la fibronectine (Posadas et al., 2012; Ruiz-Ranwez et al., 
2013). 

Bien que le processus moléculaire ne soit pas entièrement connu, il a été montré que 
Brucella envahissait les macrophages par les radeaux lipidiques. La BCV contient d’ailleurs 
du cholestérol, de gangliosides GM1 et des protéines ancrées au glycophosphatidylinositol 
(principaux constituants des radeaux lipidiques). Ce processus de pénétration impliquerait une 
cascade de signalisation initiée par TLR4 et la PI3-kinase et nécessiterait la chaine O du LPS 
(Pei et al., 2008). En effet, selon ces auteurs, sans chaine O, les mutants rugueux envahissent 
les macrophages par une autre voie et sont détruits suite à l’activation des macrophages (Pei 
et al., 2008). Un autre mécanisme impliquant les récepteurs scavenger (SR-A) a également été 
décrit car des souris déficientes en SR-A montrent une inhibition de l’internalisation de 
Brucella abortus. (Kim et al., 2004; Watarai et al., 2002). Une liaison entre SR-A et le LPS se 
ferait au niveau de la partie soluble du lipide A du LPS de la bactérie dans le cas d’une 
infection de macrophages. Une fois la liaison entre B. abortus et SR-A établie, une 
transduction de signal se produirait dans le macrophage afin d’entrainer la formation d’un 
phagosome. L’internalisation de Brucella repose également sur le cytosquelette d’actine et 
partiellement sur le réseau microtubulaire. La petite GTPase Cdc42 est nécessaire pour 
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Figure 1.4 : Entrée et trafic intracellulaire de Brucella abortus. La BCV recrute des molécules de la cellules-
hôtes qui sont nécessaires à sa maturation. Les inserts en vert indiquent des facteurs impliqués à chaque étape. 
Brucellae interagit transitoirement avec différents compartiments de la voie endocytaire. Des mutants avirulents 
sont dégradés dans les phagolysosomes, là où Brucella abortus WT est capable de contrôler la fusion avec les 
endosomes tardifs et les lysosomes afin d’interagir avec les sites ERES et de se répliquer dans un phagosome 
dérivé du RE (von Bargen et al., 2012). 
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l’invasion de Brucella que ce soit dans des cellules phagocytaires professionnelles ou non. En 
effet, une étude a montré que la surexpression de Cdc42 entrainait une augmentation de la 
quantité de bactéries intracellulaires alors qu’à l’inverse, l’expression d’un dominant négatif 
causait une diminution de l’internalisation de Brucella abortus dans les cellules (Guzmán-
Verri et al., 2001). Dans le cas de Brucella opsonisées, l’entrée dans les macrophages et les 
monocytes dépendrait de leur fixation sur des récepteurs FγC ou CR3 (Pei et al., 2008) (Fig. 
1.4).  

Une fois internalisée, Brucella va résider dans une vacuole membranaire appelée la BCV 
(Brucella containing vacuole). La BCV nouvellement formée va maturer le long de la voie 
endocytaire (Fig. 1.4). La BCV va d’abord rapidement acquérir des marqueurs des endosomes 
précoces tels que EEA1 (Early Endosome Antigen 1) et Rab5, une petite GTPase régulant la 
fusion entre les endosomes précoces (Pizarro-Cerdá et al., 1998a). Ces interactions 
interviennent immédiatement après l’internalisation et sont très transitoires. La BCV va 
ensuite acquérir des protéines membranaires des endosomes tardifs tels que LAMP-1 
(Lysosomal-associated membrane protein 1) pendant 6h p.i. Durant cette période, la BCV va 
progressivement s’acidifier afin de permettre la maturation de la BCV et ainsi permettre à 
Brucella de rejoindre sa niche réplicative au niveau du réticulum endoplasmique (Celli and 
Gorvel, 2004; Celli et al., 2003). Une étude a montré qu’un blocage de l’acidification de la 
BCV grâce à la bafilomycine (inhibiteur spécifique de la V-H+-ATPase) avant l’infection par 
Brucella entraine une rétention du marqueur LAMP-1 sur la membrane de la BCV 24h p.i. 
(Starr et al., 2008). De plus, le traitement à la bafilomycine prévient la croissance et la 
réplication intracellulaire de la bactérie. Cependant, l’ajout de la bafilomycine 8h après 
l’infection ne montre aucun effet significatif indiquant que l’acidification de la vacuole est 
primordiale dans les étapes précoces du cycle infectieux de Brucella (Starr et al., 2008). 
Jusqu’à la parution de cette étude, le modèle du trafic intracellulaire de Brucella ne montrait 
aucune interaction entre la BCV et les endosomes tardifs et/ou les lysosomes malgré la 
présence de la protéine LAMP 1 considéré comme un marqueur des endosomes tardifs et des 
lysosomes. Aucune colocalisation avec des marqueurs des endosomes tardifs tels que Rab7, 
une petite GTPase qui contrôle la fusion avec les compartiments tardifs de la voie 
endosomale, n’avait cependant pu être établie. De plus, aucune activité d’enzymes 
lysosomales telles que la cathepsine D  (Pizarro-Cerdá et al., 1998b) n’avait été détectée dans 
la BCV suggérant qu’il n’y avait pas de fusion avec les lysosomes (Celli et al., 2003). En 
2008, le groupe de J. Celli a montré dans des cellules HeLa exprimant une protéine de fusion 
Rab7-GFP, en plus de LAMP-1, Rab7 était recrutée lors des stades précoces et intermédiaires 
de la maturation de la BCV mais n’était pas présent lors de la phase de réplication de la 
bactérie. De plus, la cinétique de Rab7 est corrélée avec celle de LAMP 1 (Starr et al., 2008). 
Les auteurs ont également réussi à détecter une activité protéolytique dans la vacuole 
contenant la bactérie grâce à l’utilisation de DQ-Red BSA qui fluorescente après clivage 
protéolytique. Ainsi, les cellules infectées avec Brucella indique que la majorité des BCVs 
montrent une fluorescence à 6 h p.i. tandis qu’à 12 h p.i. aucune fluorescence n’a pu être 
détectée (Starr et al., 2008). En plus, cette étude a permis de mettre en évidence le transfert du 
contenu luminal de la voie endocytaire (dextran fluorescent) avec les BCVs à des temps 

8 
 
 



 



précoces (3h p.i.) et intermédiaires (6h p.i.) mais pas à des temps tardifs tels que 12 h p.i. De 
plus, du dextran a été détecté pour la première fois dans des BCVs après avoir interagi avec 
des vésicules lysosomales contenant du dextran à 3 et 6 h p.i. L’interaction de Brucella 
abortus avec les lysosomes n’est donc pas empêchée lors des stades précoces et 
intermédiaires mais l’est clairement à 12h p.i. puisque les BCVs ne sont plus positives pour le 
dextran. Collectivement, ces résultats indiquent donc que la BCV acquiert de manière 
transitoire des marqueurs de la voie endocytaire y compris des lysosomes. Suite à ces 
phénomènes de fusion transitoire avec les compartiments tardifs de la voie endocytaire, la 
BCV va interagir avec des sous-domaines du réticulum endoplasmique (RE). Elle va dès lors 
acquérir des marqueurs du RE comme les chaperones, calnexine et calréticuline, ainsi qu’une 
une sous-unité du translocon Sec61β (Celli et al., 2003). Initialement, la BCV interagit avec 
des sites ERES (ER exit sites) dont l’organisation et la fonction sont régulées par la petite 
GTPase Sar1. Cette protéine permet l’assemblage d’un complexe membranaire appelé COPII, 
nécessaire au bourgeonnement des vésicules à destination de l’appareil de Golgi. Le groupe 
de Jean Celli a montré que la colocalisation entre la BCV et Sec31 (une sous-unité du 
complexe COPII) augmente pendant les 12 premières heures de l’infection avant d’atteindre 
un plateau à 12 h p.i. (Celli et al., 2003; Celli et al., 2005). L’expression de Sar1 liée au GTP 
perturbe la voie sécrétoire mais n’affecte en rien la réplication de la bactérie indiquant que 
lorsque l’activité de Sar1 est maintenue de façon constitutive, la réplication de Brucella  n’est 
pas affectée. Au contraire, la forme de Sar1 lié au GDP qui est inactive perturbe les sites 
ERES mais compromet la réplication de la bactérie. Ce défaut de réplication de la bactérie est 
dû à un problème lors de la maturation de la BCV puisque lorsque Sar1 lié au GDP est 
exprimé dans les cellules, la BCV échoue à recruter la calnexine et maintient LAMP-1 
indiquant des vacuoles immatures (Celli et al., 2005). Une étude plus récente a montré que 
Rab2, une petite GTPase impliquée dans la fusion entre le RE et le Golgi, était recrutée au 
niveau de la BCV à 10h p.i., avant l’interaction avec le RE à 12h p.i., et qu’elle était requise 
pour la fusion de la BCV avec les vésicules dérivées du réticulum endoplasmique. Grâce à 
Rab2, la GAPDH (Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase) est également recruter au 
niveau de la BCV. La surexpression d’un dominant négatif de Rab2 ainsi qu’une la 
diminution de l’expression de la GAPDH par siRNA bloquent la maturation de la BCV à un 
stade LAMP1 positif. Ces résultats montrent donc un rôle important du système sécrétoire 
précoce dans la réplication de la bactérie dans la cellule hôte à des temps tardif de l’infection 
(Fugier et al., 2009). Il est intéressant de noter que dans les cellules neuronales, l’équipe de F. 
Saudou a montré que le recrutement de la GAPDH et d’autres enzymes de la glycolyse sur les 
vésicules permettait la production d’ATP nécessaire au transport axonal rapide (Zala et al., 
2013). Le recrutement de la GAPDH pourrait éventuellement jouer un rôle similaire au niveau 
de la BCV. 

1.1.4. Le système de sécrétion de type IV 

Comme nous l’avons dit précédemment, le système de sécrétion de type IV (T4SS) est un 
des principaux facteurs de virulence chez Brucella abortus. Il permet à la bactérie de dévier le 
trafic intracellulaire de la cellule-hôte et d’éviter ainsi la mort dans les phagolysosomes 
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(Lacerda et al., 2013). Le T4SS est encodé par l’opéron virB (von Bargen et al., 2012). 
L’opéron virB est composé de 12 cadres de lecture appelé virB1 jusqu’à virB12. L’expression 
de ces derniers est contrôlée par le promoteur virB1. Le T4SS est un complexe multiprotéique 
présent chez de nombreuses bactéries Gram-négatives telles qu’Agrobacterium tumefaciens, 
Helicobacter pylori ou Brucella abortus. Le T4SS permet l’exportation de substrats à travers 
l’enveloppe bactérienne et est impliqué dans une variété de fonctions telles que la 
conjugaison, la capture d’ADN mais également la translocation de protéines vers la cellule 
hôte (Lacerda et al., 2013). Ces molécules transloquées contribuent à la virulence de la 
bactérie en altérant les voies cellulaires de la cellule hôte. L’expression de T4SS est 
extrêmement régulée. Durant l’infection de macrophages, la transcription de l’opéron virB est 
rapidement activée après l’internalisation de la bactérie et atteint son activité maximale au 
bout de 5h p.i. L’opéron virB est ensuite réprimé lorsque la bactérie s’est établie dans sa niche 
réplicative dérivée du réticulum endoplasmique. D’autres facteurs tels que le pH ou encore la 
quantité de nutriments présents influencent l’expression de l’opéron virB. C’est d’ailleurs la 
raison pour laquelle l’acidification de la BCV très tôt lors de l’internalisation est importante 
pour la survie de la bactérie. Cette acidification est un signal en vue d’induire l’activation 
intracellulaire de l’expression de l’opéron virB. Pour percevoir ces changements 
environnementaux, Brucella utilise des systèmes régulateurs à deux composantes dont le 
mieux caractérisé est le système BvrR/BvrS. Il est composé d’un senseur histidine kinase qui 
est localisé dans la membrane cellulaire de la bactérie (BvrS) et d’un régulateur 
cytoplasmique (BvrR). Le système BvrR/BvrS agit sur la transcription de l’opéron virB soit 
directement puisque que BvrR peut se lier au promoteur de l’opéron virB, soit indirectement 
via l’activation de facteurs de la transcription, VjbR, qui à son tour régulera l’opéron virB. De 
plus (Martínez-Núñez et al., 2010; Viadas et al., 2010; von Bargen et al., 2012).  

De nombreuses études ont montré que des mutants VirB sont dans l’incapacité d’induire 
une maturation de la BCV.  En effet, des études ont montré que les BCVs des souches de 
bactéries sauvages ne sont positives pour LAMP1 que jusque 4h p.i. alors que les BCV des 
mutants VirB restent positives pour LAMP1 et cela bien après 4h p.i. De plus, bien que 
l’absence de l’opéron virB n’empêche pas le contact de Brucella avec le réticulum 
endoplasmique, les mutants VirB ne peuvent maintenir une interaction soutenue avec le 
réticulum endoplasmique (Celli et al., 2005). La BCV des mutants VirB fusionnera finalement 
avec les lysosomes où les bactéries seront dégradées. 

En résumé, une fois que la bactérie se retrouve internalisée, la restriction en nutriments 
ainsi que la décroissance progressive du pH entrainent l’expression de VirB qui est essentielle 
à la sécrétion et à la translocation de molécules effectrices qui contribueront au contrôle de la 
maturation de la BCV et de ce fait, de la réplication de la bactérie. 

1.1.5. Les protéines effectrices 

Les effecteurs produits par Brucella vont induire une manipulation des voies cellulaires de 
la cellule hôte. Très peu d’effecteurs de Brucella ont été identifiés à ce jour et leurs fonctions 
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restent encore inconnues. Les premiers effecteurs découverts furent VceA et VceC (de Jong et 
al., 2008). La translocation de ces deux effecteurs dépend de l’expression de virB via VjbR. 
Cependant, leurs fonctions restent inconnues. Plus tard, grâce à une expérience double 
hybride chez les levures, l’URBM a découvert un nouvel effecteur (de Barsy et al., 2011). Cet 
effecteur, baptisé RicA (Rab2 interacting conserved protein A), est capable de lier la forme 
GDP de Rab2. Une déplétion de Rab2 induit une diminution du recrutement de Rab2 à la 
BCV. Les BCVs contenant les mutants RicA montrent une perte accélérée de LAMP1 et les 
bactéries se répliquent plus rapidement dans les cellules HeLa infectées. RicA pourrait donc 
perturber le trafic intracellulaire de la cellule-hôte en contrôlant l’activité de Rab2. De plus, 
cette découverte supporte le rôle du T4SS dans la fabrication de la niche réplicative au niveau 
du réticulum endoplasmique et ce en interagissant de manière précise avec la voie sécrétoire 
(de Barsy et al., 2011). La structure moléculaire de RicA a été établie mais cela n’a pas 
permis de découvrir sa fonction (Herrou and Crosson, 2013). Très récemment, des analyses in 
silico ont permis de découvrir 11 nouvelles protéines effectrices de Brucella (de BspA à 
BspK) (Marchesini et al., 2011; Myeni et al., 2013). Sur ces 11 protéines, au moins cinq 
(BspA, BspB, BspC, BspE, BspF) sont transloquées via le système de sécrétion de type IV 
puisque la translocation de ces effecteurs est considérablement réduite avec une mutant 
ΔvirB9. Cependant, BspG et BspK n’utilisent pas le système de sécrétion de type IV 
indiquant l’existence d’un autre système de translocation (Myeni et al., 2013). Le rôle de ces 
effecteurs reste encore inconnu bien qu’il soit suggéré que BspA, BspB et BspF inhibent la 
sécrétion des protéines de l’hôte et le trafic membranaire le long de la voie sécrétoire. Ces 
résultats ont été obtenus en exprimant de façon ectopique des protéines reporters : SEAP 
(secreted embryonic alkalin phosphatases) et VSV-Gts045, une protéine du virus stomatitis 
vesicularis qui est retenue dans le RE à 40°C mais qui est transportée du Golgi et à la 
membrane plasmique à 32°C (Myeni et al., 2013). Selon les auteurs, les effets de ces 
effecteurs sur la sécrétion de protéines résulteraient d’interférences avec des processus 
moléculaires encore non identifiés (Myeni et al., 2013).  

1.2. Trafic des hydrolases lysosomales 

1.2.1. Transport antérograde 

1.2.1.1. Les récepteurs au mannose-6-phosphate 

Les lysosomes sont des organites au contenu acide (pH 4,5 – 5) dont la principale fonction 
est de dégrader des molécules qui ont été délivrées par autophagie ou par endocytose (Saftig 
and Klumperman, 2009). Les lysosomes contiennent deux classes de protéines : les 
hydrolases lysosomales solubles et les protéines intégrées à la membrane lysosomale (LMPs). 
Actuellement, il y a plus de 50 hydrolases lysosomales connues (Saftig and Klumperman, 
2009). Chaque hydrolase lysosomale cible un substrat spécifique en vue de sa dégradation et 
leur action collective représente la capacité catabolique totale des lysosomes. Les LMPs 
possèdent diverses fonctions telles que l’acidification de la lumière du lysosome, 
l’importation de protéines provenant du cytosol, la fusion membranaire et le transport de 
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Figure 1.5 : Représentation schématique des principaux compartiments sécrétoires et endocytaires 
ainsi que leurs interactions. Les marqueurs protéiques et lipidiques de la voie sécrétoire (ER-ERGIC-
Golgi- PM) et de la voie endocytaire (PM-EE-LE-LYS) sont indiqués. Abréviations : CCV, clathrin 
coated vesicle; EE, early endosome; LE, late endosome; LYS, lysosome; M6PR, récepteurs au mannose-
6-phosphate; TfR, transferrin receptor; vATPase, ‘vacuolar’ proton-pumping ATPase (Hilbi and Haas, 
2012). 
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produits de dégradation vers le cytoplasme. (Saftig and Klumperman, 2009). Les LMPs les 
plus abondantes sont les « lysosome-associated membrane protein 1 » (LAMP1), LAMP2, les 
« lysosome integral membrane protein 2 » (LIMP2). La biogenèse des lysosomes requiert 
l’intégration des voies endocytaires et biosynthétiques de la cellule (Fig. 1.5). La voie 
endocytaire commence à la membrane plasmique et se termine aux lysosomes. Entre ces deux 
stations, les cargos endocytés passent dans une série d’intermédiaires qui se distinguent par 
leur contenu en marqueurs moléculaires, leur morphologie et leur pH (Saftig and 
Klumperman, 2009). C’est ainsi que l’on distingue les endosomes précoces (EE) qui 
possèdent des marqueurs spécifiques tels que les « Early Endosomal antigen 1 » (EEA1). La 
principale fonction des EE est de trier les cargos pour le recyclage ou la dégradation. Les EE 
vont être les principaux destinataires des vésicules qui proviennent de la membrane 
plasmique. Ils reçoivent ainsi les cargos qui vont être recyclés vers la membrane plasmique ou 
qui seront transportés plus loin le long de la voie endocytaire. De plus, les EE reçoivent les 
protéines provenant du réseau trans-Golgien (TGN, Trans-Golgi Network) tels que les 
hydrolases lysosomales. La plupart des hydrolases lysosomales nouvellement synthétisées 
sont envoyées vers les lysosomes via la voie des récepteurs au mannose-6-phosphate (M6P). 
La majorité des hydrolases acides solubles sont modifiées pendant leur biosynthèse avec des 
résidus mannose-6-phosphate, permettant ainsi la reconnaissance de ce motif par les 
récepteurs au M6P qui se trouvent au niveau du trans-Golgi. L’ajout de l’étiquette M6P se fait 
en deux étapes au niveau des compartiments intermédiaires situés entre le réticulum 
endoplasmique et le Golgi et dans le cis-Golgi. L’hydrolase va d’abord être reconnue par une 
phosphotransférase, l’UDP-N-acétylglucosamine 1-phosphotransférase qui catalyse le 
transfert d’un résidu GlcNAc-1-phosphate de l’UDP-GlcNAc au carbone 6 d’une ou de 
plusieurs molécules de mannose. La seconde étape consiste à retirer le GlcNAc terminal grâce 
à une N-acétylglucosamine-1-phosphodiester α-N-acétyl-glucosaminidase (uncovering 
enzyme) exposant ainsi l’étiquette M6P (Fig. 1.6) (Braulke and Bonifacino, 2009; Coutinho et 
al., 2012). Au niveau du réseau trans-Golgien, l’hydrolase est ensuite reconnue par un des 
deux récepteurs au M6P : le récepteur cation indépendant (CI-MPR) et le cation dépendant 
(CD-MPR) (Fig. 1.7). Le CI-MPR est un récepteur multifonctionnel qui est essentiel au bon 
fonctionnement de la cellule. Le CI-MPR contient deux sites de liaison au M6P et un site de 
liaison à l’IGF-II (Insulin-like-growth factor II) alors que le CD-MPR ne contient qu’un seul 
site de liaison au M6P et ne lie pas IGF-II. Une fois les complexes ligand-récepteur formés, 
ils sont empaquetés dans des vésicules recouvertes de clathrine (CCV) afin qu’ils soient 
délivrés aux endosomes. Au niveau des endosomes, le pH acide va entrainer la dissociation 
des complexes ligand-récepteur. L’hydrolase se dirigera vers les lysosomes grâce à la 
dynamique d’évènements de fusion/fission entre les endosomes tardifs et les lysosomes 
(Ghosh et al., 2003). Durant ce transport, les hydrolases lysosomales vont être activées par un 
ou plusieurs clivages protéolytiques et l’étiquette M6P est retirée par deux phosphatases 
acides appelées ACP2 et ACP5 (Makrypidi et al., 2012; Sun et al., 2008).  
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Figure 1.6 : Transport des hydrolases lysosomales nouvellement synthétisées vers les lysosomes. Les 
hydrolases lysosomales sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique et sont envoyées vers le réseau cis 
Golgien, où elles vont être modifiées par l’ajout d’un groupement M6P. La formation de cette étiquette dépend 
de l’intervention séquentielle de deux enzymes : l’UDP-N-acétylglucosamine 1-phosphotransférase (GlcNac-
phosphotransferase) et la N-acétylglucosamine-1-phosphodiester α-N-acétyl-glucosaminidase (uncovering 
enzyme). La GlcNAc-phosphotransférase catalyse le transfert d’un résidu GlcNAc-1-phosphate de l’UDP-
GlcNAc au carbone 6 d’une ou de plusieurs molécules de mannose. Ensuite, la uncovering enzyme retire retirer 
le GlcNAc terminal exposant ainsi le signal de reconnaissance M6P. Au niveau du trans Golgi,  le signal M6P 
permet la liaison des hydrolases lysosomales avec les récepteurs au M6P. Les vésicules recouvertes de clathrines 
sont produites et iront fusionner avec les endosomes. Suite au faible pH des endosomes, l’hydrolase se dissocie 
de son récepteur M6P et celui-ci est recyclé vers le Golgi (Coutinho et al., 2012). 

 

Figure 1.7 : Représentation schématique des récepteurs au mannose-6-phosphate cation-dépendant (CD-
MPR) et cation-indépendant (CI-MPR). Le CI-MPR contient deux sites de liaison au M6P et un site de liaison 
à l’IGF-II (Insulin-like-growth factor II) alors que le CD-MPR ne contient qu’un seul site de liaison au M6P et 
ne lie pas IGF-II (Ghosh et al., 2003). 
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1.2.1.2. Autres récepteurs 

L’absence d’étiquette M6P liée à une déficience en N-acétylglucosamine-
phosphotransférase entraine une mucolipidose de type II (également appelée I-cell disease). 
Dans les fibroblastes, les chondrocytes et les neurones périphériques des cellules des patients 
atteints de cette maladie, la quantité d’hydrolases lysosomales est fortement réduite. 
Toutefois, certaines cellules telles que les hépatocytes, les cellules de Kupffer et les 
leucocytes renferment une quantité d’hydrolases lysosomales quasiment normale. Des 
membres de la famille des « vacuolar protein sorting » (VPS10) ont émergé comme étant des 
transporteurs des hydrolases lysosomales vers les lysosomes (Saftig and Klumperman, 2009). 
Chez les mammifères, cette famille est constituée de récepteurs multiligands tels que la 
sortiline et SorLA par exemple. La sortiline est un récepteur transmembranaire de 95 kDa qui 
est principalement intracellulaire. Seulement une faible proportion est associée à la membrane 
plasmique. La partie luminale de la sortiline est capable de se lier à la neurotensine (NT) mais 
également à certaines hydrolases lysosomales telles que la sphingomyélinase acides 
(Morinville et al., 2004) et des protéines activatrices des sphingolipides vers les lysosomes 
(Saftig and Klumperman, 2009). La queue cytoplasmique de la sortiline est similaire au 
segment cytoplasmique des récepteurs CI-MPR, elle est donc reconnue par la même 
machinerie de transport cellulaire. La sortiline pourrait aussi jouer un rôle dans la maturation 
des phagolysosomes en permettant l’acquisition de certaines hydrolases lysosomales (Wähe et 
al., 2010). 

Le récepteur LIMP-2 participe à une autre voie indépendante au M6P. L’équipe de Saftig 
a en effet démontré que LIMP-2 assurait le transport de la β-glucocérébrosidase dont la 
déficience cause la maladie de Gaucher (Reczek et al., 2007). En effet, ils ont montré que les 
deux protéines interagissaient l’une avec l’autre et que l’inhibition de l’expression de LIMP-2 
menait à une diminution de l’activité enzymatique de la β-glucocérébrosidase dans les 
lysosomes. De plus, la réexpression de LIMP-2 dans des fibroblastes embryonnaires de souris 
(MEF) provenant de souris knock-out pour LIMP-2 restaure le transport et l’activité de 
l’hydrolase (Reczek et al., 2007).  

1.2.2. Le transport rétrograde 

Après livraison de l’hydrolase aux lysosomes, les récepteurs M6P et la sortiline sont 
recyclés vers le réseau trans-Golgien afin d’être réutilisés. Pour les récepteurs M6P, ce 
recyclage implique notamment la petite GTPase Rab9 et un de ces effecteurs TIP47 (tail-
interacting protein of 47 kDa). TIP47 fut d’abord découvert comme interagissant avec le 
domaine cytoplasmique du CI-MPR et du CD-MPR avant d’être également décrit comme 
interagissant avec la forme de Rab9 liée au GTP. Rab9 est associée aux endosomes tardifs 
ainsi qu’au niveau des vésicules qui quittent les endosomes tardifs pour fusionner avec le 
réseau trans-Golgien. Des mutations au niveau de Rab9 (Riederer et al., 1994) voire de TIP47 
entraine un blocage du transport rétrograde des CD-MPR et des CI-MPR (Bonifacino and 
Rojas, 2006). De plus, l’expression par les cellules d’une forme mutante de Rab9 induit la 
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Figure 1.8 : Composition du rétomère. Dans des cellules de mammifères, le complexe membranaire, composé 
de VPS35, VPS26, VPS29, VPS5, et VPS17, se lie au récepteur mannose-6-phosphate (M6PR) et le transporte 
de l’endosome vers le TGN (flèches rouges) (Small, 2008). 

 

 

Figure 1.9 : Structure du récepteur au mannose. Voir description dans le texte  (Martinez-Pomares, 2012) 
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sécrétion dans le milieu d’une grande partie des hydrolases lysosomales nouvellement 
synthétisées par rapport aux cellules contrôles (Riederer et al., 1994). Rab9 interagit avec un 
facteur d’attachement situé sur la membrane du Golgi, GCC185 qui lui, même interagit avec 
la syntaxine 10 (Ganley et al., 2008; Reddy et al., 2006). 

Un autre complexe responsable dans le transport rétrograde est le rétromère (Fig. 1.8). Ce 
complexe multimérique permet le transport de cargo de l’endosome précoce vers le réseau 
trans-Golgien (TGN). Il est constitué de deux sous-complexes, le premier sert à reconnaitre le 
cargo et est composé de VPS (Vacuolar sorting protein) 35, VPS26 et VPS29. Le deuxième 
permet l’association aux membranes et comprend un dimère de sorting nexin (SNX) qui se 
lient au phosphatidyl-inositol-3-phosphate (PI(3)P). Ce dimère peut résulter de la 
combinaison de deux des SNX suivantes : SNX1, SNX2, SNX5, SNX6. Une mutation dans 
l’une des sous unités telles que Vps35, Vps26 ou Vps29 entraine une déficience dans la 
recyclage des récepteurs CI-MPR des endosomes vers le TGN et entraine leur dégradation 
dans les lysosomes.  

Deux publications récentes suggèrent que certains pathogènes intracellulaires peuvent 
interférer avec le transport rétrograde en libérant des effecteurs. Ainsi, il a été montré que 
Legionella pneumophila libérait un effecteur baptisé RidL qui est capable d’interagir avec 
Vps29 et d’interférer avec l’assemblage d’un rétromère fonctionnel. Cette interaction 
occasionne une réduction du recrutement de CI-MPR sur la phagosome et un blocage au 
niveau du transport  rétrograde de deux toxines (Finsel et al., 2013). De même, Salmonella 
typhimurium libère l’effecteur SifA qui interagit avec une protéine de la cellule-hôte, appelée 
SKIP (SifA and kinesin-interacting protein). Ensemble, ils bloquent le transport rétrograde 
des CD- et CI-MPR en séquestrant Rab9. Il en résulte une redistribution des MPRs dans la 
cellule et une augmentation de la sécrétion de la cathepsine D et de la β-hexosaminidase dans 
le milieu de culture. 

1.2.3. Recapture des hydrolases lysosomales sécrétées 

Les hydrolases lysosomales libérées dans le milieu extracellulaire peuvent éventuellement 
être recapturées par les récepteurs CI-MPR mais également par les récepteurs au mannose 
exprimés en surface (Sly et al., 2006). Ces récepteurs au mannose sont d’ailleurs utilisés pour 
stimuler l’entrée de la β-glucocérébrosidase dans les macrophages des patients atteints de la 
maladie de Gaucher. Le récepteur au mannose fait partie d’un sous-groupe de la superfamille 
des lectines de types C (Martinez-Pomares, 2012). Tous ces récepteurs sont caractérisés par 
un domaine N-terminal riche en cystéine qui est suivi par un domaine fibronectin de type II 
(FNII) et d’un CTLD (C-type lectin-like domain). Le domaine riche en cystéine se lie aux 
hydrates de carbone sulfatés tels que le galactose ou le N-acétyl-D-galactosamine sulfaté. 
FNII est le domaine le plus conservé parmi tous les membres  de la famille des récepteurs au 
mannose et possède la capacité de se lier au collagène. Le CTLD se lie quant à lui au 
mannose, au fucose ou au N-acétyl-D-glucosamine (Fig. 1.9) (Martinez-Pomares, 2012). Le 
domaine cytoplasmique contient des motifs qui permettent l’interaction avec la machinerie 
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endocytaire de la cellule. Le récepteur au mannose a premièrement été identifié dans des 
macrophages comme étant un récepteur transmembranaire d’un poids moléculaire de 175 kDa 
et reconnaissant les enzymes lysosomales glycosylées et les chaines saccharidiques se 
terminant par du mannose, du fucose ou des N-acétylglucosamines. En temps normal, environ 
10 à 30 % des récepteurs mannose se trouvent à la surface cellulaire tandis que 70 à 90 % sont 
intracellulaires. Le récepteur est recyclé de nombreuses fois (10 recyclages par heure) et ne se 
trouve pas dans les endosomes tardifs (East and Isacke, 2002). 

1.3. Les hydrolases lysosomales 

Au cours de ce travail, nous avons mesuré l’activité de plusieurs hydrolases lysosomales à la 
fois dans les cellules et dans le milieu de culture. Dans ce point, nous allons présenter les 
principales caractéristiques de ces hydrolases. 

1.3.1. La β-glucuronidase 

La β-glucuronidase est une enzyme catabolique essentielle impliquée dans la dégradation 
des glycosaminoglycans sulfatés. La déficience de la β-glucuronidase chez l’homme entraine 
une maladie de surcharge lysosomale nommée le syndrome de Sly. Il y a en fait une 
accumulation de chondroitine sulfate, de dermatan sulfate et d’héparan sulfate qui ne sont que 
partiellement dégradés. La β-glucuronidase est synthétisée en un précurseur glycoprotéique 
monomérique de 80 kDa qui est processé en un monomère de 78 kDa par clivage 
protéolytique, retirant ainsi 18 acides aminés de la position C-terminale. La forme mature se 
retrouve sous la forme d’un homotétramère et est enzymatiquement active (Islam et al., 1999). 
Ces modifications post-traductionnelles se produisent sur la route par rejoindre les lysosomes. 
L’enzyme comporte quatre sites potentiels de N-glycosylation. Les sites 2 et 3 en position 
N272 et N420 sont fortement phosphorylés. Le site 4 (N631) n’est phosphorylé que de façon 
intermédiaire et le site 1 (N173) n’est presque pas phosphorylé. C’est la phosphorylation de 
ces sites qui permettra la reconnaissance de l’enzyme par le récepteur au M6P (Shipley et al., 
1993). Des enzymes recombinantes de la β-glucuronidase ont été développées pour le 
traitement du syndrome de Sly. Elles pénètrent dans les cellules par endocytose médiée à la 
fois pour les récepteurs au mannose et aux récepteurs mannose-6-phosphate (Sly et al., 2006). 

1.3.2. La β-hexosaminidase 

La β-hexosaminidase clive une région terminale des oligosaccharides, des glycolipides, 
des glycoprotéines et des glycosaminoglycans. Il existe 3 formes de β-hexosaminidase. La β- 
hexosaminidase A est un trimère composé d'une chaine α, d’une chaine βA et d’une chaine 
βB, les chaines βA et βB dérivant du clivage d’une chaine précurseur. La β- hexosaminidase 
B est un tétramère composé de deux chaines βA et de deux chaines βB. Enfin, la β- 
hexosaminidase S est un homodimère formé de deux chaines α. Comme la plupart des 
glycoprotéines, les prépolypeptides de la β-hexosaminidase sont synthétisés dans le réticulum 
endoplasmique rugueux. Les deux sous-unités de la β-hexosaminidase sont ensuite 
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transportées vers le Golgi où elles vont subir plusieurs modifications post-traductionnelles 
lors de leur transit vers les lysosomes telles que le clivage du peptide signal, la N-
glycosylation, la formation de ponts disulfure, l’acquisition de l’étiquette mannose-6-
phosphate ainsi que des protéolyses limitées (Neufeld et al., 1989; von Figura and Hasilik, 
1986). 

1.3.3. La β-galactosidase 

La β-galactosidase est une exoglycosidase qui retire les résidus galactose des 
glycoprotéines, des sphingolipides, et du kératan sulfate. Cette enzyme est synthétisée en tant 
que présurseur N-glycosylé de 85 kDa qui est ensuite converti en une forme intermédiaire de 
66 kDa et en une forme mature de 64 kDa. Seulement 28 résidus N-terminaux sont retirés lors 
de la maturation de la molécule précurseur. Ce fragment généré est retenu après la maturation 
du précurseur et fait partie de la forme catalytiquement active de l’enzyme. L’enzyme 
comporte 7 sites potentiels de N-glycosylation (van der Spoel et al., 2000). 

1.3.4. La cathepsine D 

La cathepsine D est une protéase aspartique intracellulaire de la famille des pepsines. La 
cathepsine D est impliquée dans des fonctions physiologiques telles que la dégradation des 
protéines, l’apoptose ainsi que l’autophagie. La cathepsine D est synthétisée en une seule 
chaine polypeptidique au niveau du réticulum endoplasmique rugueux. Après glycosylation 
de deux résidus asparagine, la cathepsine D est transportée vers le Golgi où elle va acquérir 
son étiquette mannose-6-phosphate lui permettant de rejoindre la voie endosomale (Zaidi et 
al., 2008). Une fois au niveau des endosomes, la pro-cathepsine D va être protéolytiquement 
clivée en une forme intermédiaire suite à la délétion d’un pro-peptide de 44 acides aminés 
générant ainsi une forme active de 48 kDa. Cette forme intermédiaire est ensuite clivée en une 
forme mature de la cathepsine D qui existe sous la forme de deux chaines. Une chaine légère 
amino-terminale de 14 kDa et une chaine lourde carboxy-terminale de 34 kDa. Ces chaines 
restent associées l’une à l’autre grâce à une interaction hydrophobe. Cette étape de clivage est 
catalysée par les cathepsines B ou L. La forme mature sera ensuite envoyée aux lysosomes 
(Zaidi et al., 2008). 

1.3.5. La cathepsine B 

La cathepsine B, tout comme les cathepsines H et L, font partie des cystéines protéases. 
C’est une endopeptidase à large spectre mais avec une préférence pour les liasions Arg-Arg-
Xaa dans des petits substrats. Elle a également une activité peptidyl-dipeptidase libérant des 
dipeptides en position C-terminale. Comme les enzymes précédemment décrites, l’envoi de la 
cathepsine B est dépendant de la création d’une étiquette mannose-6-phosphate. La cathepsine 
B est synthétisée en tant que pro-cathepsine inactive de 44 kDa. Des maturations 
protéolytiques vont survenir passant ainsi d’un précurseur à une forme intermédiaire 
possédant une simple chaine de 33 kDa. Cette forme va donner une forme mature de deux 
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chaines où la grande sous-unité fait 27 et 24 kDa suite à un clivage C-terminal. La chaine 
légère fait 5 kDa. L’activation de l’enzyme se fait au niveau des compartiments acides pré-
lysosomaux. Seulement une faible quantité de procathepsine B est sécrétée dans le milieu 
extracellulaire par défaut. La sécrétion de l’enzyme active et mature peut être élevée dans le 
cas d’un stress cellulaire tels que l’inflammation, la réponse au facteur de croissance ou une 
transformation virale (Mach et al., 1992). 

1.4. Objectifs 

Comme nous venons de le rappeler, les hydrolases lysosomales sont synthétisées dans le 
RE, passent dans le Golgi avant de rejoindre les endosomes et finalement les lysosomes. Or, 
on sait que Brucella abortus est capable d’interagir avec la voie endosomale, acquérant ainsi 
des marqueurs des endosomes précoces et tardifs (Celli, 2005; Celli et al., 2003; Pizarro-
Cerdá et al., 1998b). Il a également été montré qu’à moins de 12h p.i., la BCV fusionnait 
partiellement avec les lysosomes puisqu’elle acquiert des marqueurs tels que LAMP-1 et 
Rab7 mais également une activité protéolytique avant de rejoindre sa niche réplicative qu’elle 
établit à proximité du RE (Starr et al., 2008). Nous sommes donc en droit de nous demander si 
la présence de Brucella ne’interfère pas avec le trafic des hydrolases lysosomales. De plus, 
l’accumulation de bactéries mortes dans les lysosomes pourrait aussi perturber la fonction des 
lysosomes suite à une surcharge. Après endocytose de LPS purifié, il semblerait que le LPS 
stagne dans la voie endocytaire avant de rejoindre les lysosomes et finalement s’accumuler 
sous la membrane plasmique après plusieurs jours (Forestier et al., 1999).   

Par ailleurs, plusieurs études récentes suggèrent que d’autres pathogènes intracellulaires 
peuvent interférer avec la fonction des endosomes et des lysosomes (Finsel et al., 2013; 
McGourty et al., 2012). Par exemple, Salmonella typhimurium se trouve dans une vacuole 
ayant des caractéristiques des lysosomes (présence de LAMP-1 et partiellement acide mais 
dépourvue d’hydrolases lysosomales). Des expériences ont montré que l’absence d’hydrolases 
lysosomales dans cette vacuole était due à une effecteur de Salmonella, nommé SifA, qui 
perturbe le transport rétrograde des récepteurs au M6P en séquestrant Rab9 avec la 
participation de SKIP, une protéine essentielle au transport rétrograde des récepteurs M6P 
(McGourty et al., 2012). Dans le cas de Legionella pneumophila, le système de sécrétion de 
type IV sécrète un effecteur, nommé RidL, qui se lie à VPS29 et interfère avec l’assemblage 
du rétromère provoquant une diminution dans le recrutement du CI-MPR sur la LCV. La 
production ectopique de RidL dans les cellules HeLa inhibe également le transport  rétrograde 
des toxines de Shiga (STxB) et de cholera (CTxB) des endosomes vers le Golgi (Finsel et al., 
2013). Ces organismes ont donc la capacité d’interférer avec le transport rétrograde. Enfin, il 
est généralement que Mycobacterium tuberculosis bloquait la maturation du phagosome en 
empêchant le recrutement de la PI3K hVPS34, de Rab5 et de la syntaxine 6 (Flannagan et al., 
2009). Une étude publiée en 2011 montre en outre que Mycobacterium tuberculosis libère un 
effecteur nommé PtpA qui bloque la maturation du phagosome en augmentant le pH et en 
interagissant avec la protéine VPS33 (Wong et al., 2011). Ces modifications perturbent le 
transport des hydrolases lysosomales vers le phagosome et réduit la fonction bactéricide de ce 
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compartiment (Wong et al., 2011). Nous nous sommes donc demandé si Brucella abortus, à 
l’instar de Legionella pneumophila, de Salmonella typhimurium  et de Mycobacterium 
tuberculosis, était également capable de perturber le trafic des hydrolases lysosomales dans 
les cellules infectées.  

Bien que les nombreuses recherches portant sur le trafic intracellulaire de Brucella 
abortus ont été menées sur des cellules HeLa (de Barsy et al., 2011; Starr et al., 2008), leur 
faible taux d’infection ne nous permettait pas de les utiliser afin d’analyser l’activité dans les 
lysats de différentes enzymes lysosomales (β-glucuronidase, β-galactosidase, β-
hexosaminidase, cathepsine B et D) ainsi que la sécrétion dans le milieu de culture de ces 
mêmes enzymes. C’est pourquoi nous avons choisi de travailler sur des macrophages 
RAW264.7. Dans un deuxième temps, comme pour Legionella, nous avons essayé de 
déterminer si le système de sécrétion de type IV de Brucella abortus était nécessaire à la 
perturbation du trafic de ces hydrolases. Des effecteurs de Brucella abortus  ont d’ailleurs été 
identifiés comme interagissant avec la voie de sécrétion (Myeni et al., 2013). 
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2. Matériels et méthodes 

2.1. Souches bactériennes 

Les souches bactériennes utilisées pour nos expériences sont les souches lisses Brucella 
abortus S2308 et une souche dérivée, exprimant la protéine mCherry de façon constitutive. 
Cette protéine mCherry est exprimée après transfection avec un plasmide contenant un gène 
de résistance à la kanamycine (S2308 pSKoriTkan-pSojA-mCherry) (de Barsy et al., 2011). 
La souche mutante ΔVirB (ΔVirB) et la souche complémentée (ΣVirB) ont également été 
utilisées. Cette souche a été obtenue par Elodie Lobet (Doctorante FNRS, URBC) après 
conjugaison de la souche ΔVirB avec des bactéries E. coli S17-1 contenant le plasmide 
pBBR1 pVirBVirB contenant l’opéron VirB et un gène de résistance au chloramphénicol. 

Les bactéries ont été stockées à -80°C jusqu’à utilisation. Quatre jours avant l’expérience 
d’infection, les bactéries sont réveillées après ensemencement sur des plaques de 2YT agar ne 
contenant pas d’antibiotique (bacto-peptone 1.6%, extrait de levure 1%, NaCl 0.5% et agar 
1.3 %). De la kanamycine ou du chloramphénicol (10 µg/ml) sont ajoutés pour le réveil 
respectivement des bactéries mCherry et des bactéries complémentées ΣVirB. Après trois 
jours d’incubation à 37°C, soit le jour avant l’infection, les bactéries sont transférées dans du 
2YT liquide (sans agar). Cette manipulation consiste à prélever une douzaine de colonies et à 
les cultiver dans 10 ml de milieu 2YT liquide versés dans un tube de 50 ml et qui sera placé 
dans un incubateur à 37°C et sous agitation. Brucella spp. étant un pathogène de classe de 
risque 3, toutes les expériences sont réalisées dans un laboratoire de sécurité de niveau 3. 

2.2. Cultures cellulaires 

Deux types cellulaires ont été utilisés au cours de ce mémoire. Des cellules HeLa (ATCC, 
CLL-2) qui sont une lignée de cellules immortelles provenant de cellules cancéreuses 
cervicales et des macrophages murins RAW264.7 (ATCC, TIB-71). Les deux lignées 
cellulaires ont été cultivées dans des flacons T75 contenant 20 ml de milieu DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Lonza) et dans lequel a été ajouté du sérum de veau 
fœtal (FCS, 10 %, Sigma) préalablement chauffé à 56°C pendant 30 minutes en vue 
d’inactiver le complément. 

Les cellules HeLa étaient repiquées lorsqu’elles arrivaient à confluence, c’est-à-dire deux 
fois par semaine. Entre ces deux repiques, le milieu était remplacé tous les deux jours. La 
repique consistait d’abord à aspirer le milieu de culture. Les cellules étaient ensuite rincées 
avec 10 ml de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Lonza) pour éliminer les protéines du 
milieu et du sérum. Il s’en suivait un rinçage avec 2,5 ml de Trypsine EDTA (Lonza). Après 
aspiration, 1 ml était ajouté et laissé durant quelques minutes, le temps que les cellules se 
détachent du plastique. Neuf millilitres de DMEM + FCS ont ensuite été rajoutés pour 
inactiver la trypsine. Plusieurs passages avec la pipette ont été effectués pour dissocier les 
cellules les unes des autres et la suspension cellulaire a alors été récoltée dans un tube de 15 
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Type cellulaire Expérience Plaque multipuits + 
accessoires 

Nombre de 
cellules/puits 

HeLa ou RAW264.7 
Microscopie à 
fluorescence 

MP12 + lames de verre 
de 12 mm de diamètres 60000 

CFU MP24 70000 

RAW264.7 
Western blotting MP6 600000 

Dosage des hydrolases 
lysosomales MP6 600000 

Tableau 2.1 : Nombre de cellules par puits déposés en fonction du type cellulaire et de l’expérience 
réalisée. 



ml. Ce tube a été centrifugé à 1000 RPM (Beckman Coulter Allegra X-22R) pendant 5 min à 
température ambiante. Le surnageant était aspiré et le culot a été resuspendu dans 10 ml de 
DMEM +FCS. Cette étape permet de retirer la trypsine mais n’est pas indispensable. Sur ces 
10 ml, une fraction était prélevée et mise dans un nouvelle T75 donnant un volume total de 20 
ml. La T75 était remise dans l’incubateur à 37°C et 5 % de CO2. 

Au début de notre travail, nous avons appliqué le même protocole pour les macrophages 
RAW264.7. Cependant suite à des problèmes de croissance et probablement de 
différentiation, le protocole a dû être adapté. Sous les conseils d’Elodie Lobet, nous avons 
simplement aspiré le milieu, gratté les cellules avec un grattoir (cell scrapper, TPP) et 
resuspendu les cellules dans 10 ml de milieu frais. Une dizaine de passages à la pipette est 
ensuite réalisé en vue de dissocier les cellules et une partie de la suspension cellulaire est 
transférée dans une nouvelle T75 dans un colume total de 20 ml de milieu DMEM + FCS 
frais. 

2.3. Infection des cellules avec Brucella abortus 

Le jour précédent l’infection, les cellules étaient ensemencées sur des plaques 12 puits 
lors d’expériences de microscopie, sur des plaques 24 puits pour le comptage de CFU (Colony 
Forming Unit) et des plaques 6 puits pour les expériences de dosage et de Western blot. Pour 
la microscopie, des lames de verre d’un diamètre de 12 mm étaient ajoutées avant 
d’ensemencer les cellules sur les plaques 12 puits. Pour ensemencer les plaques multipuits, les 
cellules étaient resuspendues dans 10 ml de milieu suivant le protocole de culture cellulaire 
décrit plus haut. Les cellules étaient ensuite comptées grâce à une cellule de NeuBauer et plus 
récemment grâce à un compteur de cellules Vi-cell (Cell Viability Analyser, Beckman 
Coulter, laboratoire de Jean-Pierre Gillet, URPHYM). Les cellules étaient ensuite 
ensemencées sur les plaques multipuits avec le nombre de cellules nécessaire à l’expérience 
(voir table 2.1). Toujours la veille de l’infection, les bactéries étaient transférées en milieu 
liquide comme décrit au paragraphe 2.1.  

Le jour de l’infection, la croissance des bactéries était évaluée en mesurant la densité 
optique à une longueur d’onde de 600 nm. Après une centrifugation de 900 g pendant 10 min 
à 4°C (3500 RPM, centrifugeuse Hettich Rotanta 460R, Rotor A5624 à godets basculants 
ronds) pour sédimenter les bactéries en vue d’éliminer le milieu 2YT, les bactéries étaient 
resuspendues dans 9 ml de milieu DMEM avec FCS. Après dilution, les bactéries étaient alors 
déposées (1 ml pour les plaques MP12 et 2 ml pour les plaques MP6) dans les plaques 
multipuits contenant les cellules à la MOI (multiplicity of infection) désirée. La MOI réfère 
au nombre de bactéries par cellule. Les plaques multipluits étaient ensuite centrifugées à 400 
g (1200 rpm, centrifugeuse Hettich Rotanta 460R, Rotor A5624 à godets basculants 
rectangulaires) pendant 10 min à 4°C pour favoriser l’adhérence des bactéries à la surface 
cellulaire. Par après, les cellules étaient transférées dans un incubateur à 37°C à une 
concentration de CO2 de 5 %. Le passage abrupt entre 4°C et 37°C favoriserait la 
synchronisation de l’infection. C’est notre temps 0h p.i. Après 1 h d’inoculation, les cellules 
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étaient lavées trois fois avec du PBS stérile (Na2HPO4.2H2O 10 mM, KH2PO4 2 mM, NaCl 
137 mM, KCl 27 mM pH 7,4) avant d’ajouter du DMEM contenant de la gentamicine (50 
µg/ml) afin de tuer les bactéries extracellulaires. Après une heure, le milieu était remplacé par 
du milieu contenant une concentration plus faible de gentamicine (10 µg/ml) afin d’éviter des 
infections secondaires sans tuer les bactéries intracellulaires. 

Lors de la réalisation d’une cinétique avec différents temps post-infection (6h, 12h, 18h, 
24h p.i.), il est a noté que les cellules n’ont pas été infectées en même temps avec le même 
pool de bactéries. Le pool de bactéries utilisé le matin était dilué dans du milieu 2YT pour 
réaliser les infections des temps 24h et 18h pour toujours travailler avec des bactéries en 
phase exponentielle de croissance. 

2.4. Comptage des Colony forming units (CFU) 

Pour compter le nombre de bactéries intracellulaires, les cellules HeLa ou les 
macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des plaques 24 puits et infectés comme 
décrit plus haut. Le nombre de colonies a été déterminé en quadruplicats pour chaque temps 
post-infection. Les cellules infectées ont été lavées trois fois avec du PBS stérile et ensuite 
lysées dans 500 µl de PBS/Triton X-100 0,1 % stérile pendant 10 min à T° ambiante (21°C). 
Des dilutions sériées des lysats ont alors été réalisées (de 10 à 10000 fois dans du PBS stérile 
selon le temps post-infection). 100 µl  des dilutions ont été étalés sur des plaques 2YT agar 
sans antibiotique. Les plaques 2YT agar étaient incubées entre trois à cinq jours à 37°C avant 
énumération des CFU. 

2.5. Microscopie à fluorescence 

Les cellules HeLa et les macrophages RAW264.7 ont été ensemencés dans des plaques 12 
puits et infectés comme décrit plus haut mais cette fois avec Brucella abortus mCherry. Au 
temps post-infection indiqué, les cellules ont été lavées trois fois avec du dPBS stérile 
(Dulbecco’s modified PBS, du PBS auquel sont ajoutés du CaCl2 0.9 mM et du MgCl2 0.5 
mM), fixées avec du paraformaldéhyde (4 % dans du PBS) froid pendant 20 min à T° 
ambiante (21°C). Les cellules ont été de nouveau lavées trois fois avec du dPBS. Les noyaux 
ont été colorés pendant 10 min avec du 4’-6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) dilué dans du 
PBS/Triton X-100 0,1 %. Les lamelles de verre ont alors été montées sur du Mowiol 4-88 
préchauffé à 53°C. Les observations microscopiques ont été réalisées avec un microscope à 
fluorescence de marque Nikon 80i (laboratoire de niveau 3, URBM). 

2.6. Mesures des activités enzymatiques 

Les macrophages RAW264.7, ensemencés dans des plaques 6 puits, ont été infectés avec 
B. abortus S2308, ΔVirB ou ΣVirB à une MOI de 1000. Les cellules ont alors été traitées 
avec de la gentamicine comme décrit précédemment. Quatre heures avant le temps post-
infection indiqué, les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS stérile pour retirer le sérum 
bovin qui contient des hydrolases et des inhibiteurs de protéases et incubées dans un milieu 
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Enzymes Substrat Tampon pH Supplément 
β-glucuronidase 4-méthylumbelliféryl-

glucuronide 
1 mM 

Acétate 100 mM 5 Triton X-100 
0,05 % 

β-hexosaminidase 4-méthylumbelliféryl-N-
acétyl-β-glucosaminide 

1 mM 

Acétate 100 mM 5 Triton X-100 
0,05 % 

β-glucocérébrosidase 4-méthylumbelliféryl-β-
glucopyranoside 

0,1 mM 

Acétate 50 mM 4,5 - Triton X-100 
0,02 % 

- Taurocholate 
de sodium 

0,1 % 
β-galactosidase 4-méthylumbelliféryl-β-

galactopyranoside 
0,5 mM 

Acétate 50 mM 5 - Triton X-100 
0,05 % 

- NaCl 50 mM 
Cathepsine B Z-Arg-Arg-7-Amido-4-

méthylcoumarin 
0,1 mM 

Tampon activateur composé 
de : 

- T. phosphate (100 mM), pH 
6,0 

- EDTA (4 mM) 
- Aminoéthane-Thiol (1mM) 
- Triton X-100 (0,05 %) 

6 / 

DPPIII H-Arg-Arg-AMC 
0,333 mM 

Tris-HCl (166 mM) 8 / 

Tableau 2.2 : Préparation des mixtures pour le dosage de l’activité des hydrolases. 



sans sérum (1,2 ml). Les cellules non infectées ont été traitées de la même façon que les 
cellules infectées et ont servi de contrôles. À 6h, 12h, 18h ou 24h post-infection, les milieux 
de culture ont été récoltés (900 µl) et centrifugés à 1200 RPM pendant 5 min afin de 
sédimenter les cellules éventuellement détachées. Pendant ce temps, les cellules adhérentes 
ont été lavées trois fois avec du PBS et lysées avec 200 µl pour le temps 6h p.i. et 250 µl pour 
les temps 12h, 18h, 24h p.i. de Tris-HCl 20 mM, pH 7.4, dans lequel NaCl 150 mM et de 
Triton X-100 0.5 % ont été ajoutés. Les plaques multipuits ont ensuite été déposées sur de la 
glace pendant 15 min pour permettre au Triton X100 de solubiliser les membranes cellulaires. 
Après ces 15 min, les lysats ont été récoltés dans des tubes Eppendorf qui ont été placés sur 
une roue rotative à 4°C pendant 15 min. Enfin, ils ont été centrifugés à 13000 RPM pendant 
15 min à 4°C pour sédimenter le matériel insoluble dans le Triton X100. Les échantillons 
(milieux + lysats) sont alors congelés à -20°C jusqu’au moment des dosages enzymatiques. 

Lors de la mesure des activités enzymatiques, des mixtures réactionnelles ont été 
préparées (voir table 1)  avec du tampon acétate pH 5,0 (afin que les hydrolases se trouvent à 
un pH où leur activité est maximale (pH 4,5-5) ; du Triton X100 (afin de s’assurer que la 
membrane des lysats est bien solubilisée) ; le substrat fluorescent approprié : des dérivés 
méthylumbelliféryl pour le dosage de la β-glucuronidase, la β-hexosaminidase et la β-
galactosidase et des dérivés amino-méthyl-4-coumarin (AMC) pour les dosages de la 
cathepsine B et de la dipeptidyl peptidase III (DPPIII). 

Pour la plupart des dosages, 20 µl ont été rajoutés au 180 µl de mixture présents dans la 
cuvette. Le tout est incubé à 37°C dans des cuvettes fermées avec des bouchons. Pour la 
cathepsine B, 25 µl d’échantillon ont été rajoutés à 350 µl de tampon activateur contenant du 
tampon acide et un agent réducteur. Ce n’est qu’après 10 min d’activation que le substrat Z-
Arg-Arg-7-Amido-4-méthylcoumarin (100 µM) est ajouté. Après plusieurs heures 
d’incubation, 1,2 ml de tampon glycine 50 mM, EDTA 5 mM, pH 10,5 a été ajouté pour 
arrêter les réactions. La fluorescence a ensuite été mesurée avec une fluorimètre à des 
longueurs d’onde d’excitation de 360 nm et d’émission de 460 nm (Biorad Versa fluor 
fluorometer) et des étalons 4-méthyl umbelliférone (4MU) pour les enzymes qui utilisent le 
substrat méthylumbélliférone et l’amino-méthyl-coumarin (AMC) pour la cathepsine B ont 
été utilisés. En ce qui concerne la DPPIII, 150 µl de mixture composée de tampon Tris-HCl à 
pH 8 (Tableau 2.2) ont été déposés dans une cuvette pour la fluorescence. À cela, 50 µl 
d’échantillons ont été ajoutés. La procathepsine B a été activée avec l’ajout de pepsine 
comme réalisé par Hamer et al., 2009. 

Les résultats sont exprimés en nmol/min/µg de protéines (pour les activités spécifiques 
dans les lysats) et en pourcentage de sécrétion (pour les milieux). 

2.7. Western blot 

Les cellules RAW264.7 ont été ensemencées sur des plaques 6 puits et infectées selon le 
protocole décrit plus haut. Au temps post-infection souhaité, les cellules RAW ont été lavées 
trois fois avec du PBS et ont ensuite été lysées pendant 10 min sur la glace avec un tampon 

22 
 
 



 



RIPA froid (Tris-HCl 25 mM pH 7.4; NaCl 150 mM; NP40 1% (IGEPAL); dodécylsulfate de 
sodium 0.1 % (SDS); déoxycholate de sodium 0.5 % (DOC) auquel a été rajouté un cocktail 
d’inhibiteurs de protéases (Mini Complete, Roche)). Les lysats ont été mis sur une roue 
rotative pendant 15 min afin de solubiliser complètement les membranes. Les lysats ont 
ensuite été centrifugés à 13000 RPM (Rotor à angle fixe pour des tubes de 1,5 ml (4489A) 
pendant 15 min à 4°C pour sédimenter le matériel insoluble. Les surnageants ont été 
récupérés et les échantillons congelés à -20°C jusqu’à utilisation. 

Pour analyser la sécrétion des cathepsines D et B, les milieux de culture furent collectés 
comme décrit pour la mesure des activités enzymatiques (voir paragraphe 2.6). Les protéines 
contenues dans 50 µl de milieu (sur les 1,2 ml) ont été précipités pendant toute la nuit à 4°C 
avec l’acide trichloroacétique 15 % en présence de DOC 0,2 %. Le lendemain, les 
échantillons ont été centrifugés à 13000 RPM pendant 15 min. Le surnageant a ensuite été 
enlévé et le culot a été resupendu dans de l’acétone glacé. Après une nouvelle centrifugation à 
13000 RPM pendant 15 min, le surnageant a de nouveau été enlevé et le culot a été séché sous 
la hotte pendant quelques minutes afin que l’acétone puisse s’évaporer. Les échantillons ont 
alors été solubilisés dans un tampon de Laemmli et ensuite été chauffés à 95°C pendant 5 min 
en vue de dénaturer les protéines. 

Afin de déposer une quantité précise de protéines sur le gel d’acrylamide, la concentration 
des protéines dans les lysats cellulaires a été déterminée avec un kit de dosage des protéines 
BCA (Bicinchoninic acid) (Pierce). 20 µl d’échantillon ont été déposés dans la cuvette pour 
les temps 6 et 12h p.i. et 15 µl pour les temps 18h et 24h p.i. De l’eau était ensuite ajouté pour 
atteindre un volume de 40 µl. 800 µl de mélange des réactifs A et B (Réactif A dilué 50 fois 
dans le réactif B) est ajouté au mélange tout en agitant au vortex. Les cuvettes sont ensuite 
placées à 37°C pendant 30 min. Pour terminer, la lecture était réalisée grâce à un 
spectrophotomètre à une longueur d’excitation de 562 nm. Pour les lysats, environ 15 µg de 
protéines ont été déposés sur des gels d’acrylamide 10 %. Les gels ont ensuite été soumis à un 
courant de 20 mA/gel jusqu’à ce que les échantillons aient passé le gel d’empilement et 
augmenté à 30 mA/gel jusqu’à la fin de la migration. Après l’électrophorèse, les protéines ont 
été transférées soit sur une membrane PVDF lorsque la méthode de chemiluminescence est 
utilisée pour révéler la protéine, soit sur une membrane LFP-PVDF (GE Healthcare) lors de 
l’utilisation de la méthode par fluorescence multiplexe. Après le transfert, les membranes ont 
été bloquées pendant deux heures avec un agent bloquant (Amersham GE Healthcare) à 2 % 
et préparées dans du PBS-Tween (0,1 %). Les membranes ont ensuite été incubées d’abord 
avec l’anticorps primaire dirigé soit contre la cathepsine D (anticorps polyclonal de chèvre, 
Santa Cruz Biotech) soit contre la cathepsine B (anticorps monoclonal de souris, Calbiochem) 
à une dilution de 1000x et à température ambiante, puis avec soit un anticorps secondaire anti-
chèvre ou anti-souris couplé à la peroxidase de raifort (HRP) (dilution de 1500x) ou un 
anticorps anti-souris IgG couplé à la sonde fluorescente CY3 (dilution 2500x). L’activité HRP 
a été révélée par chemiluminescence (Perkin Elmer) et la fluorescence associée à CY3 a été 
détectée avec un scanner Typhoon (URBC). 
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2.8. Incubation des cellules avec du NH4Cl 

Les cellules RAW264.7 ont été ensemencées dans des plaques 6 puits. Quand les cellules 
étaient à confluence, elles ont été lavées trois fois avec du PBS stérile avant de rajouter 1,2 ml 
de milieu sans sérum dans lequel du NH4Cl 15 mM a été ajouté. Après 4h de jeûne, les 
cellules ont été lysées dans du tampon RIPA contenant des inhibiteurs de protéases lors de la 
réalisation de Western blot ou dans un tampon de lyse Tris-HCl 20 mM, pH 7.4, NaCl 150 
mM, Triton X-100 0.5 % pour les dosages enzymatiques. 

2.9. Incubation des cellules avec du mannan ou du mannose-6-
phosphate 

Les cellules RAW264.7 ont été ensemencées dans trois plaques 6 puits avec 600000 
cellules par puits. Chaque plaque représente une condition (non traité, traité au mannan ou au 
mannose-6-phosphate). La moitié des cellules n’étaient pas infectées (contrôles) alors que 
l’autre moitié étaient infectées avec Brucella abortus WT selon le protocole décrit plus haut. 
Quatre heures avant le temps post-infection choisi (24 h p.i.), les cellules contrôles et 
infectées ont été lavées trois fois avec du PBS stérile et 1,2 ml de milieu sans sérum, 
contenant ou pas de mannan 10 mg/ml ou de mannose-6-phosphate 5 mM a été rajouté. À 24h 
post-infection, les cellules ont été lysées au moyen d’un tampon Tris-HCl 20 mM, pH 7.4 
contenant du NaCl 150 mM et du Triton X100 1%.  

2.10. Chromatographie sur colonne d’affinité avec des récepteurs au 
mannose-6-phosphate immobilisés 

Les cellules RAW264.7 ont été ensemencées dans des plaques 6 puits et infectées suivant 
le protocole décrit plus haut. Chaque plaque 6 puits correspond à une condition (non-infectée, 
infectée avec soit la souche sauvage, soit la souche mutante ΔVirB, soit la souche 
complémentée ΣVirB). Quatre heures avant le temps post-infection, les cellules ont été lavées 
trois fois avec du PBS stérile. 1,2 mL de milieu sans FCS a ensuite été ajouté sur les cellules. 
Au temps 24h post-infection, 900 µL de milieu par puits ont été prélevés et poolés donnant 
ainsi un total de 5,4 mL. Le pool a été centrifugé à 1200 RPM pendant 5 min à 4°C. Après 
centrifugation, 5 mL ont été prélévés, puis stérilisés sur des filtres de 0,2 µm (Acrodisc PALL 
low protein binding 0,2 µm). Après filtration, 4 mL ont été déposés sur un filtre Amicon ayant 
un « cut off » de 10 kDa permettant de concentrer les protéines, le reste étant conservé pour 
des dosages ultérieurs. Après deux centrifugations à une vitesse de 3500 RPM pendant 5 min,  
les milieux concentrés ont alors été transférés dans des tubes « Eppendorf » et congelés à -
20°C jusqu’à utilisation pour la chromatographie. 

Pour réaliser la chromatographie, une colonne de 1,2 mL contenant les récepteurs 
mannose-6-phosphate (M6PR) immobilisés et équilibrés dans un tampon B (Imidazole 50 
mM, de NaCl 150 mM) a été utilisée. Des tubes à essai ont d’abord été tarés et annotés de 1 à 
11. Avant de déposer l’échantillon sur la colonne, le milieu concentré a été dilué deux fois 
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dans un tampon A (Imidazole 100 mM, pH 6,5 ; NaCl 150 mM ; Triton X-100 2 %) et 
constituait la charge. Quant à la colonne M6PR, elle a d’abord été rincée trois fois avec le 
tampon B  contenant du Triton X-100 1 %. L’échantillon a ensuite été déposé sur la colonne 
M6PR où le liquide contenu dans la colonne a été récolté dans le tube 1. Ce volume 
représente le volume mort. La colonne a ensuite été fermée pendant 5 min afin d’augmenter la 
probabilité de contact avec les récepteurs au M6P. A ce moment, 1,2 ml du tampon B + 
Triton X-100 1% a été ajouté. Après ces 5 min, le volume a été récolté dans le tube 2 et 
représente le flow-through 1. Le volume du tube 2 a été repassé sur la colonne et élué pour 
être récupéré dans le tube 2. Ensuite, 2,4 ml de tampon B + Triton X-100 1 % ont été ajoutés 
et récoltés dans le tube 3 (Flow through 2). Deux lavages ont été effectués avec du tampon B 
+ Triton X-100 1 % (tubes 4 et 5). Par après, la colonne a été lavée avec deux fois 3 ml de 
glucose-6-phosphate 10 mM préparé dans le tampon B (tubes 6 et 7). Cette étape permet 
d’éliminer les protéines fixées de manière non spécifique sur les récepteurs M6P. Enfin les 
protéines M6P ont été éluées avec trois fois 1,5 ml de mannose-6-phosphate 10 mM préparé 
dans le tampon B (tubes 8, 9 et 10). Pour terminer, la colonne est rincée avec 2 ml de glycine 
200 mM à pH 2,5 (tube 11). Les tubes ont été de nouveau pesés et le poids a été noté afin de 
déterminer le volume de chaque fraction. Les différentes fractions ont alors été congelées à -
20°C jusqu’au dosage de l’activité de la β-glucuronidase. Les résultats présentés 
correspondent au pourcentage d’activité dans chaque fraction par rapport à la charge déposée 
et de la dilution de la charge et en tenant compte des volumes récoltés et des volumes utilisés 
pour le dosage. 

Afin de réduire les interactions non spécifiques, ces expériences ont été réalisées en 
chambre froide à 4°C. 

2.11. Statistiques 

Les résultats  montrés représentent des moyennes de plus de trois expériences avec des 
écarts-types. Toutes les données ont été analysées avec un programme de statistiques, 
SigmaPlot version 12. Nous avons généralement réalisé des tests t-Student du moins si les 
tests de normalité (test de Shapiro-Wilk) et de l’égalité de la variance (test de Fisher-
Snedecor) étaient réussis. Si l’un des deux tests échouait, le test de Mann-Whitney Rank Sum 
était réalisé afin d’obtenir la valeur P. Une observation était considérée comme significative si 
cette valeur P était inférieure à 0,05, très significative si P<0,01 et hautement significative si 
P<0,001 si le test t-student ou si le test Mann-Whitney Rank Sum était utilisé. 
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Figure 3.1 : Comparaison des CFU entre les cellules HeLa et les macrophages RAW264.7. Les cellules HeLa et 
les macrophages RAW264.7 ont été infectés par Brucella abortus pendant 1h avec une MOI de 1000. Aux temps post-
infection indiqués, les cellules ont été lavées avec du PBS et lysées dans du PBS-Triton 0,1 %. Après dilution, les 
lysats cellulaires ont été étalés sur des plaques 2YT agar et les CFU ont été comptés 3 jours plus tard. Les données 
représentent la moyenne ± S.D. des log CFU obtenus en quadruplicats aux différents temps p.i.  

Figure 3.2 : Observation en microscopie à fluorescence des cellules HeLa et de macrophages RAW264.7 
infectés par Brucella abortus-mCherry. Les cellules ont été infectées avec une MOI de 1000, fixées au PAF (4% 
dans du PBS) à 20h p.i., lavées et incubées avec du DAPI pour colorer les noyaux en bleu. 24h après le montage des 
lames dans du MOWIOL, les cellules ont été observées à faible grossissement (20x) avec un microscope à 
fluorescence (Nikon 80i). A) Cellules HeLa Namur B) Macrophages RAW264.7. 

Figure 3.3 : Observation de macrophages RAW264.7 
infectés par Brucella abortus-mCherry à différentes 
MOI. Les macrophages RAW264.7 ont été infectés avec 
Brucella abortus –mCherry à différentes MOI : A) MOI 
= 150. B) MOI = 300. C) MOI = 500. D) MOI = 1000.  à 
20h p.i., les macrophages RAW264.7 ont été preparés 
pour la microscopie à fluorescence (voir Fig. 3.2) 

Figure 3.4 : Comptage des CFU après infection de 
macrophages RAW264.7 par Brucella abortus à deux 
MOI différentes. Après une infection à une MOI de 300 
ou de 1000, les RAW264.7 ont été lavées et lysées dans 
du PBS-Triton 0,1% à 6h, 12h, 18h, 24h p.i. Les lysats 
collectés ont été dilués dans du PBS stérile et étalés sur 
des plaques 2YT agar. Les CFU ont été comptés 3 jours 
plus tard (voir légende Fig. 3.1) 
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3. Résultats 

3.1. Détermination des conditions optimales d’infection appropriés 

Beaucoup d’expériences morphologiques visant à étudier le trafic intracellulaire de 
Brucella abortus ont été réalisées sur des cellules HeLa puisqu’elles présentent une forme 
aplatie et un ratio cytoplasme – noyaux élevé (Celli et al., 2003; de Barsy et al., 2011; Starr et 
al., 2008). Cependant, le faible taux d’infection de ces cellules rend difficile les études 
biochimiques. Au début de notre travail, l’URBC a reçu des cellules HeLa de Marseille qui 
semblaient plus performantes que celles de Namur. Nous avons donc comparé le taux de 
réplication de Brucella abortus S2308 dans ces deux lignées de cellules HeLa ainsi que dans 
des macrophages RAW264.7. Pour réaliser cette expérience, les cellules ont été infectées avec 
une MOI de 1000 en vue d’augmenter la probabilité d’infection mais généralement, une MOI 
de 300 suffit pour réaliser des observations morphologiques dans des cellules HeLa. Ensuite, 
nous avons effectué des comptages de CFU (Colony Forming Unit) après incubation avec de 
la gentamicine. Comme attendu, le comptage de CFU, exprimé en logarithme, nous montre 
que le nombre de bactéries intracellulaires dans les macrophages RAW est sensiblement plus 
élevé que dans les cellules HeLa (Fig. 3.1) et cela pour tous les temps post-infection (6h, 18h, 
22h, 26h p.i.). En revanche, aucune différence majeure n’a été observée entre les deux types 
de cellules HeLa.  

En parallèle des expériences de CFU et afin de déterminer le pourcentage de cellules 
infectées par Brucella abortus S2308, nous avons infecté des cellules HeLa et des 
macrophages RAW264.7 avec une souche fluorescente de Brucella abortus S2308 qui 
exprime de manière constitutive la protéine mCherry. Les observations par microscopie à 
fluorescence nous montrent à faible grossissement qu’à 20 h post-infection (p.i.), un faible 
pourcentage de cellules HeLa (Marseille ou URBC) ont été infectées par rapport aux 
macrophages RAW264.7 (Fig. 3.2). Les résultats de fluorescence concordent donc bien avec 
les résultats des expériences de CFU.  

Sur base de ces résultats, nous avons choisi de travailler sur les cellules RAW264.7 dans 
l’intention de réaliser des études biochimiques. Ensuite, nous nous sommes concentrés sur la 
MOI à utiliser lors des infections ultérieures. Des macrophages RAW264.7 ont donc été 
infectés avec Brucella abortus mCherry à différentes MOI (de 150 à 1000). À 20 h p.i., nous 
avons constaté que le pourcentage de cellules infectées par Brucella abortus augmentait en 
fonction de la MOI (Fig. 3.3). De plus, la quantité de bactéries intracellulaires dans les 
cellules infectées semble augmenter proportionnellement à la MOI. Les résultats obtenus en 
microscopie à fluorescence ont été confirmés par le comptage de CFU après infection de 
macrophages RAW264.7 par Brucella abortus. En effet, le nombre de bactéries 
intracellulaires (présenté en log de CFU) est presque doublé lorsque les cellules sont infectées 
avec une MOI de 1000 par rapport à une MOI de 300 (Fig. 3.4). Il est à noter que des 
expériences d’infection avec des MOI supérieures à 1000 ont été réalisées et ont montré une 
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Figure 3.5 : Observation de macrophages RAW264.7 infectés par Brucella abortus à différents temps p.i. Les 
macrophages RAW264.7 ont été infectés par Brucella abortus-mCherry avec une MOI de 1000. A différents temps 
p.i. (2h, 4h, 6h, 12h, 18h, 24h), les macrophages RAW264.7 ont été preparés pour la microscopie à fluorescence (voir 
légende Fig. 3.2). 

β-hexosaminidase 

β-galactosidase 

Figure 3.6 : Mesure de l’activité d’hydrolases lysosomales dans des lysats de macrophages RAW264.7 infectés 
ou non avec Brucella abortus S2308 à une MOI de 1000. Les cellules ont été lavées avec du PBS et ensuite lysées 
avec du Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 dans lequel a été ajouté du NaCl 150 mM et du Triton X100 0,5 %. L’activité de la 
β-glucuronidase, β-hexosaminidase et de la β-galactosidase ont été mesurées en utilisant des substrats fluorescents. 
Les données expriment la moyenne ± écarts-types de 7-8 expériences de l’activité spécifique dans les lysats de 
cellules non infectées ou infectées. L’activité spécifique a été calculée en divisant l’activité mesurée dans les lysats 
par la quantité totale de protéines et est donc exprimée en nmol/min/mg de protéines  
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augmentation de la quantité de bactéries intracellulaires à 6 et 12 h p.i. avant d’arriver à un 
plateau à 18 et 24 h p.i (résultat non montré).  

Afin d’évaluer la cinétique de croissance des bactéries intracellulaires, nous avons ensuite 
fixé les cellules à différents temps p.i. allant de 2h à 24h p.i. Les photos prises en microscopie 
à fluorescence révèlent qu’aux temps courts (2h et 4h p.i.) que le taux d’infection est 
relativement faible (environ 1 cellule sur 15) et surtout qu’il n’y a pas beaucoup de bactéries 
par cellule infectée (en moyenne 2, parfois 5 bactéries). À 6h p.i., le nombre de bactéries par 
cellule augmente à une dizaine. À partir de 12h et jusqu’à 24h le nombre de cellules infectées 
semble augmenter dans le temps et le nombre de bactéries par cellule augmente de façon 
exponentielle (Fig. 3.5). Ces observations suggèrent que contrairement aux conclusions de 
Starr et al. 2008, 1) peu de bactéries sont tuées dans les macrophages et 2) la réplication de 
Brucella commence à 6h p.i. 

3.2. Mesure de l’activité et de la maturation des hydrolases lysosomales 
sur des lysats de cellules infectées ou non avec Brucella abortus 
S2308 

3.2.1. Mesure de l’activité des hydrolases lysosomales dans les lysats 

Afin de savoir si Brucella abortus possède la capacité d’influencer le trafic 
intracellulaire des hydrolases lysosomales de la cellule-hôte, nous avons commencé par 
analyser l’activité spécifique de différentes hydrolases lysosomales telles que la β-
glucuronidase, la β-hexososaminidase, la β-galactosidase et la cathepsine B dans les lysats. 
Ces enzymes, comme la plupart des enzymes lysosomales nouvellement synthétisées, utilisent 
la voie dépendante du mannose-6-phosphate (M6P) pour atteindre les lysosomes. Si cette voie 
est affectée, par exemple avec l’ajout de NH4Cl, les précurseurs sont envoyés au niveau de la 
membrane plasmique via la voie de sécrétion constitutive et libérées dans le milieu de culture, 
diminuant ainsi l’activité intralysosomale (Ghosh et al., 2003; Ludwig et al., 1994). Après 
l’infection avec Brucella abortus, des macrophages RAW264.7 ont été incubés dans du 
milieu contenant de la gentamicine (10 µg/ml). Les cellules non infectées (NI) ont été traitées 
de la même façon que les cellules infectées (I) et ont servi de contrôles. Aux temps post-
infection indiqués, les cellules RAW264.7 ont été lysées dans un tampon de lyse Tris-
HCl/Triton X100. 

Les résultats montrés représentent l’activité spécifique moyenne ± écart-type sur 7-8 
expériences indépendantes réalisées en triplicats. L’activité spécifique est calculée en divisant 
l’activité enzymatique par la quantité totale de protéines. En ce qui concerne la β-
glucuronidase, on constate une diminution de l’activité spécifique entre 12h et 18h p.i. aussi 
bien dans les cellules non infectées que dans les cellules infectées. C’est également vrai pour 
la β-hexosaminidase mais dans une moindre mesure (Fig. 3.6). La raison de cette diminution 
n’est pas connue mais il est possible que le niveau d’expression diminue quand les cellules 
approchent la confluence ou quand elles commencent à se différencier. En fait, ce n’est pas 
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Figure 3.8 : Maturation de la cathepsine D dans les lysats de macrophages RAW264.7 infectés ou non avec 
Brucella abortus S2308. A) 15 µg de protéines ont été séparées avec une gel SDS/PAGE 10% et transféré sur une 
membrane PVDF. La forme intermédiaire (I) et mature (M) ont été détectées avec un anticorps polyclonal de rat anti-
cathepsine D et un anticorp anti-rat couplé à l’HRP et révélées par chémiluminescence. B) Les valeurs représentent le 
pourcentage de maturation de la forme mature de la cathepsine D dans les lysats à 6h, 12h, 18h, 24h p.i. Cette figure 
représente la moyenne de 3 experiences ± écarts-types de 3 experiences indépendantes. 
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Figure 3.7 : Maturation de la cathepsine B dans les lysats de macrophages RAW264.7 infectés ou non avec 
Brucella abortus S2308. A) 15 µg de protéines ont été séparées avec une gel SDS/PAGE 10% et transféré sur une 
membrane PVDF-LFP. La forme intermédiaire (I) et mature (M) ont été détectées avec un anticorps monoclonal de 
souris anti-cathepsine B et un anticorp anti-souris couplé à la sonde CY3 en utilisant un scanner Typhoon. B) Les 
valeurs représentent le pourcentage de maturation de la forme mature de la cathepsine B dans les lysats à 6h, 12h, 18h, 
24h p.i. Cette figure représente la moyenne ± écarts-types de 3 experiences indépendantes. 
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vraiment l’activité de l’enzyme qui diminue mais la quantité de protéines qui augmente 
drastiquement entre 12h et 18 p.i. Entre 18h et 24h p.i., la quantité de protéines ne change pas 
beaucoup parce qu’elles sont restées pendant le même laps de temps (voir matériels et 
méthodes). Par ailleurs, nos résultats montrent que l’activité spécifique de la β-glucuronidase 
ne varie pas entre les macrophages non infectés et infectés sauf pour le temps 24h p.i. où l’on 
peut observer une légère diminution non significative (P=0,166). Des constatations similaires 
peuvent également être faites avec la β-hexosaminidase où l’on observe une légère diminution 
non significative de l’activité spécifique à 24h p.i. (P=0,262) (Fig. 3.6). Pour la β-
galactosidase, aucune différence n’a pu être observée entre les cellules non infectées et les 
cellules infectées à 6h et 12h p.i. A 18h et 24h p.i., une légère diminution non significative est 
remarquée dans les cellules infectées par rapport aux cellules non infectées (P=0,581 à 18h 
p.i. et P=0,202 à 24h p.i.) (Fig. 3.6). Pour la cathepsine B, les activités détectées dans les 
lysats étaient très faibles et variables par rapport aux autres enzymes. Cependant, aucune 
différence n’a pu être constatée entre les cellules non infectées et infectées (résultats non 
montrés). De plus, afin de s’assurer que l’infection avec Brucella abortus n’entrainait pas une 
dégradation de la membrane plasmique, un dosage de la dipeptidyl peptidase III (DPPIII), une 
enzyme cytosolique, a été réalisé sur les lysats. Les résultats ne montrent aucune différence 
d’activité de la DPPIII dans les lysats entre les cellules non infectées et infectées quel que soit 
le temps post-infection (Fig. 3.6). Ceci indique donc qu’il n’y a pas de destruction massive de 
la membrane plasmique. 

En résumé, nous n’observons pas de différence significative de l’activité spécifique des 
hydrolases lysosomales analysées dans les lysats des cellules infectées par rapport aux 
cellules contrôles. Toutefois, ces activités ont tendance à diminuer à 24h p.i. 

3.2.2. Maturation des cathepsines B et D dans les lysats 

Les cathepsines B et D sont synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique (RE) 
sous forme de précurseurs inactifs qui sont ensuite clivés et activés en une forme 
intermédiaire et une forme mature dans les endosomes avant de rejoindre les lysosomes. Afin 
de déterminer si Brucella abortus peut avoir un impact sur la maturation de ces enzymes 
lysosomales, nous avons réalisé des Western blots sur des lysats de cellules ayant été 
infectées ou non avec Brucella abortus pendant différents temps post-infection indiqués. Aux 
temps post-infection indiqués, les cellules étaient lavées pour éliminer les protéines du milieu 
puis lysées dans du tampon RIPA en présence d’inhibiteurs de protéases. Les résultats pour la 
cathepsine B (obtenus par ECL-Plex) nous révèlent la présence de deux bandes à environ 34 
et 31 kDa à tous les temps post-infection. Elles représentent vraisemblablement la forme 
intermédiaire (I) et la forme mature (M) de la cathepsine B. La forme précurseur n’est pas 
détectée (Fig 3.7A). Nous avons calculé le pourcentage de maturation de cette protéase dans 4 
expériences indépendantes. Les valeurs oscillent entre 42,5 et 64,3 % mais il n’y a pas de 
différence significative entre les cellules non infectées et infectées quel que soit le temps p.i. 
ni lorsque tous les temps p.i. sont confondus (P=0,396) (Fig. 3.7B). 
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La révélation de la cathepsine D par chemiluminescence (Fig 3.8A) nous montre deux 
bandes dont le poids moléculaire se situe au niveau de 29 kDa et 39 kDa. Elles représentent la 
forme intermédiaire (I) et la forme mature (M) de la cathepsine D. Curieusement, dans cette 
expérience, nous observons une augmentation de l’intensité des formes intermédiaires et 
matures pour les cellules non infectées et infectées aux temps 18h et 24h p.i. par rapport aux 
temps 6h et 12h p.i. alors que la même quantité de protéines a été analysée. La raison de cette 
augmentation n’est pas connue, mais elle n’a pas été observée dans les autres expériences. 
(Fig. 3.8A). La quantification des différentes bandes obtenues dans 3-4 expériences révèle 
qu’entre 27,5 et 45 % de la cathepsine D est sous forme mature. Il n’y a pas de différence 
significative entre les cellules non infectées et infectées à l’exception du temps 24h p.i. où il y 
a une diminution significative (test t-Student, P=0,042) (Fig. 3.8B). On passe ainsi de 45 à 31 
% de forme mature. Pour les autres temps post-infection, aucune différence dans la 
maturation de la cathepsine D n’a pu être observée entre les cellules infectées et non infectées. 

En conclusion, l’infection des cellules avec Brucella abortus ne montre pas de différence 
de maturation de la cathepsine B et D sauf à 24h p.i. où une diminution significative de la 
cathepsine D est observée, c’est-à-dire un temps tardif où la bactérie a eu le temps d’atteindre 
sa niche réplicative et de s’y répliquer. 

3.3. Mesure de l’activité des hydrolases lysosomales dans les milieux de 
cellules infectées ou non avec Brucella abortus S2308 

3.3.1. Mesure de l’activité des hydrolases lysosomales dans des milieux 

Afin de déterminer s’il pouvait y avoir une libération des hydrolases lysosomales dans le 
milieu extracellulaire par les cellules infectées avec Brucella abortus, le milieu de culture des 
cellules non infectées et infectées a été récolté. Pour cela, quatre heures avant le temps post-
infection désiré, les macrophages ont été lavés avec du PBS stérile et mis en présence de 
milieu sans sérum (-FCS) afin de retirer l’albumine et les inhibiteurs de protéases. Aux temps 
post infection indiqués, les cellules étaient lysées dans du tampon RIPA contenant des 
inhibiteurs de protéases. L’activité des différentes enzymes a été mesurée à la fois dans les 
milieux et dans les lysats afin de calculer le pourcentage d’activité libérée dans le milieu. Les 
résultats montrés à la figure 3.9 représentent la moyenne ± écart-type de 7 - 8 expériences 
individuelles réalisées en triplicats. Pour la β-glucuronidase, les résultats nous révèlent une 
augmentation de la sécrétion d’environ 4 % entre les cellules non infectées et infectées avec 
Brucella abortus aux temps 12h, 18h et 24h p.i. alors qu’aucune différence n’est observable à 
6h p.i. Cette augmentation n’est significative que pour le temps 12h p.i. (P=0,010). À 18h p.i., 
P=0,069. Cependant, si une analyse statistique globale est réalisée sur tous les temps 
confondus, une augmentation significative de la sécrétion de la β-glucuronidase est observée 
(P=0,046, test de Mann Withney Rank Sum). Pour la β-hexosaminidase, les résultats ne 
montrent pas de différence significative entre les cellules non infectées et infectées aux 
différents temps post-infection bien que l’on puisse observer une légère augmentation de la 
sécrétion à 6h, 12h, 24h p.i. Pour la β-galactosidase, son activité dans le milieu est faible (3-
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Figure 3.9 : Pourcentages de sécrétion d’hydrolases lysosomales dans le milieu de culture de macrophages 
RAW264.7 infectés ou non avec Brucella abortus S2308 et avec une MOI de 1000. Quatre heures avant le temps 
p.i. et jusqu’aux temps p.i. indiqués, les RAW264.7 infectés ou non ont été incubés dans du milieu sans serum. Au 
temps p.i., les milieux ont été collectés et les cellules ont été lavées avec du PBS et ensuite lysées avec du Tris-HCl 20 
mM, pH 7,4 contenant aussi du NaCl 150 mM et du Triton X100 0,5 %. L’activité de la β-glucuronidase, β-
hexosaminidase et de la β-galactosidase ont été mesurées en utilisant des substrats fluorescents. Les données expri-
ment les pourcentages de secretion qui représentent le ratio entre l’activité dans le milieu et l’activité totale de l’en-
zyme (Lysats + Milieux). 

Figure 3.10 : Mesure de l’activité des hydrolases lysosomales dans des macrophages RAW264.7 traités ou non 
avec du NH4Cl. Les macrophages RAW264.7 ont été incubés pour une période de 4h dans un milieu sans sérum dans 
lequel a été rajouté du NH4Cl 15 mM. Le milieu de culture a été récolté et les cellules ont été lavées et lysées dans un 
tampon Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X100 0,5%. Les activités de la β-glucuronidase, β-
hexosaminidase, β-galactosidase et de la DPPIII ont été mesurés dans les lysats et les milieux de culture en utilisant 
des substrats fluorescents. Les données représentent la moyenne ± écarts-types de 3 expériences indépendantes et 
représentent le pourcentage de sécrétion dans le milieu de culture de RAW264.7 traités ou non au NH4Cl. 
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4%) par rapport à la β-glucuronidase (10-20%). Toutefois, une augmentation est observée à 
partir de 12h p.i et est maintenue pour les temps 18h et 24 h p.i. Cette augmentation est 
significative aux temps 12h et 18h p.i. (respectivement P=0,017 ; P=0,030). De manière plus 
globale, tous les temps confondus, il y a une augmentation très significative (P=0,005) entre 
les cellules non infectées et infectées (Fig. 3.9). En ce qui concerne la cathepsine B, presque 
aucune activité n’a pu être décelée même après activation par clivage du propeptide avec de la 
pepsine et après une incubation avec un agent réducteur. Pour s’assurer que la détection des 
hydrolases lysosomales dans les milieux de culture n’était pas due à une perte de l’intégrité de 
la membrane plasmique, nous avons aussi mesuré l’activité de la dipeptidyl peptidase III 
(DPPIII), une enzyme cytosolique, dans les milieux et les lysats. L’activité de la DPPIII était 
à peine décelable dans les milieux aux différents temps post-infection indiquant que la 
libération des hydrolases lysosomales des cellules infectées ne résulte pas d’un processus de 
mort cellulaire.  

Voyant une augmentation de certaines enzymes lysosomales, nous avons souhaité 
comparer l’amplitude de la libération d’enzymes lysosomales par les cellules infectées avec 
Brucella abortus par rapport à celle provoquée par l’ajout de NH4Cl (15 mM). Le NH4Cl est 
une base faible lysosomotrope qui augmente le pH intralysosomal des compartiments acides. 
Dans les fibroblastes, ce traitement perturbe le transport dépendant du mannose-6-phosphate 
des hydrolases acides nouvellement synthétisées menant à une augmentation du taux de 
sécrétion de la forme précurseur (Brown et al., 1985). Les résultas indiquent que les mêmes 
enzymes (β-glucuronidase et β-galactosidase) sont libérées dans le milieu de culture mais 
aussi que dans les macrophages, le NH4Cl ne provoque qu’une faible augmentation de la 
sécrétion (Fig. 3.10). En 4h de temps, on observe des pourcentages de sécrétion du même 
ordre de grandeur que dans les cellules infectées avec Brucella abortus. A noter que le dosage 
de la DPPIII ne montre aucune libération de cette enzyme cytosolique dans le milieu de 
culture des cellules traitées (Fig. 3.10). 

3.3.2. Sécrétion des cathepsines B et D dans le milieu de culture 

Sachant que les activités des enzymes lysosomales sont détectées dans le milieu, nous 
nous sommes intéressés à la sécrétion des cathepsines B et D dans les milieux de culture. En 
effet, si l’infection par Brucella abortus affecte le transport de la voie du récepteur M6P, il 
devrait y avoir une sécrétion de la forme précurseur de ces protéases. Pour ce faire, après 4h 
de jeûne, les milieux de culture des cellules non infectées et infectées ont été récoltés et les 
protéines ont été précipitées dans du TCA 15 % en présence de DOC 0,2 % pendant toute une 
nuit. Les lysats (15 µg) correspondant aux milieux ont également été déposés sur le gel 
d’acrylamide pour avoir une idée du pourcentage de sécrétion.  

Pour la cathepsine B, aucune forme n’a pu être détectée dans les milieux de culture ni des 
cellules non infectées ni des cellules infectées, peu importe le temps post-infection alors que 
les formes intermédiaire (34 kDa) et mature (31 kDa) étaient détectées dans les lysats (Fig. 
3.11). De même dans le milieu de culture de cellules traitées avec du NH4Cl pendant 4h, 
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Figure 3.12 : Sécrétion de la cathepsine D dans des macrophages RAW264.7 infectés ou non avec Brucella 
abortus S2308. A differents temps post-infection, le milieu de culture a été collecté et les cellules lysées dans un 
tampon RIPA. Les protéines libérées dans le milieu de culture ont été précipitées toute une nuit en utilisant du TCA 
15 % en présence de DOC 2 %.  Après lavage à l’acétone, les culots ont été solubilisés dans un tampon de Laemmli. 
A) 9 µg B) 20 µg de protéines ont été déposées à 6h, 12h, 18h et 24h p.i. sur un gel d’acrylamide 10 % pour ensuite 
être transférées sur une membrane PVDF. La forme intermédiaire (I) et mature (M) de la cathepsine D ont été détectée 
avec un anticorps de rat anti-cathepsine D et une anticorps anti-rat liée à l’HRP. 

Figure 3.13 : Sécrétion des cathepsines B et D par des macrophages traités ou non au NH4Cl. Les cellules 
cellules ont été incubées dans un milieu sans sérum pendant 4h avec ou sans NH4Cl 15 mM. Ensuite, les milieu de 
culture ont été récoltés et les cellules lysées dans un tampon RIPA. Les protéines libérées dans le milieu ont été 
précipitées tout une nuit avec du TCA 15 % en présence de DOC 2%. Après lavage à l’acétone, les culots ont été 
solubilisés dans un tampon de Laemmli. Les protéines ont été chargées sur un gel d’acrylamide 10 % et transférées sur 
une membrane PVDF. A) … µg ont été chargés. La forme intermédiaire (I) et mature (M) de la cathepsine B ont été 
détectées avec un anticorps de souris anti-cathepsine B et une anticorps anti-souris liée à l’HRP. B) Les formes 
intermédiaire (I) et mature (M) de la cathepsine D ont été détectées avec un anticorps de rat anti-cathepsine D et une 
anticorps anti-rat liée à l’HRP. 

Figure 3.11 : Sécrétion de la cathepsine B dans des macrophages RAW264.7 infectés ou non avec Brucella 
abortus S2308. A differents temps post-infection, le milieu de culture a été collecté et les cellules lysées dans un 
tampon RIPA. Les protéines libérées dans le milieu de culture ont été précipitées toute une nuit en utilisant du TCA 
15 % en présence de DOC 2 %.  Après lavage à l’acétone, les culots ont été solubilisés dans un tampon de Laemmli. 
15 µg de protéines ont été déposées à 6h et 12h p.i. et 20 µg pour 18h et 24h p.i. sur un gel d’acrylamide 10 % pour 
ensuite être transférés sur une membrane PVDF. La forme intermédiaire (I) et mature (M) de la cathepsine B ont été 
détectées avec un anticorps de souris anti-cathepsine B et une anticorps anti-souris liée à l’HRP. 
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aucune sécrétion de la pro-cathepsine B n’a pu être détectée (Fig. 3.13A). Cependant, une 
bande au niveau de la forme mature est apparue dans le milieu lorsque les cellules sont 
exposées au NH4Cl (Fig. 3.13A). Ceci pourrait s’expliquer par la mort d’une faible proportion 
de cellules même si le dosage de l’activité DPPIII dans d’autres expériences ne le suggère 
pas. L’exocytose pourrait être une explication alternative. 

La révélation de la cathepsine D dans les lysats confirme la présence de deux bandes au 
environ de 42 kDa et 30 kDa, ces deux bandes correspondant aux formes intermédiaire et 
mature de la cathepsine D (Fig. 3.12 A et B). Une autre bande non spécifique est présente à 
environ 39 kDa. Le pourcentage de maturation dans les cellules à jeun semble plus faible par 
rapport aux résultats obtenus précédemment sur des cellules incubées jusqu’au bout avec du 
sérum (Fig. 3.8). Le jeûne pourrait donc ralentir la maturation de la cathepsine D ou accélérer 
la disparition de la forme mature. Dans le milieu de culture, deux bandes apparaissent : une 
bande à environ 55 kDa de nature inconnue et qui n’est pas présente à tous les temps p.i. ainsi 
qu’une bande d’environ 45 kDa qui correspond à la forme précurseur. Dans la première 
expérience présentée à la Fig. 3.12A, l’intensité de cette bande de 45 kDa augmente dans les 
cellules infectées par rapport aux cellules non infectées et ce déjà à 6h et 12h p.i. mais surtout 
à 18h p.i. Curieusement, lors de cette expérience, aucune libération de la forme précurseur n’a 
été observée à 24h p.i. (Fig. 3.12A). Une seconde expérience a permis de mettre en évidence 
une sécrétion accrue de la forme précurseur de la cathepsine D dans les milieux aux temps 
18h et 24h p.i. mais pas aux temps 6h et 12h p.i. Par la suite, d’autres expériences ont montré 
une sécrétion accrue de la procathepsine D uniquement à 18h et 24h p.i. (Fig. 3.12B). 
L’abondance de la forme précurseur de la cathepsine D est également augmentée dans le 
milieu de culture suite à un traitement des cellules au NH4Cl (Fig. 3.13B). 

En conclusion, nous observons une sécrétion de la forme précurseur de la cathepsine D 
dans les milieux de culture des cellules infectées avec Brucella abortus principalement au 
temps 18h et 24h p.i. ainsi que dans les milieux de culture des cellules traitées au NH4Cl. En 
ce qui concerne la cathepsine B, aucune sécrétion n’a pu être détectée ni dans les milieux de 
culture des cellules infectées ni dans les milieux de culture des cellules exposées au NH4Cl 
pendant 4h.  

3.4. Chromatographie sur colonne d’affinité aux récepteurs mannose-6-
phosphate immobilisés 

Ensuite, nous nous sommes intéressés à l’impact de Brucella abortus sur la voie de 
biosynthèse. En effet, une perturbation du transport des récepteurs M6P induit une 
augmentation de la sécrétion des précurseurs des hydrolases lysosomales qui possèdent 
encore l’étiquette M6P. Afin de déterminer si l’infection avec Brucella abortus perturbe le 
trafic des hydrolases, comme cela a été démontré avec des infections par Salmonella 
(McGourty et al., 2012). Nous avons réalisé une chromatographie d’affinité avec des M6PRs 
immobilisés. Si Brucella  est capable d’interférer avec la voie biosynthétique, on pourrait 
éventuellement observer une augmentation de la proportion d’hydrolases retenues sur la 
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Figure 3.14 : Mesure de l’activité de la β-glucuronidase sur des milieu de culture de cellules infectées ou non 
avec Brucella abortus S2308 après une chromatographie sur colonne d’affinité M6PR. À 20h p.i., les RAW264.7 
infectés ou non avec Brucella abortus S2308 ont été incubés dans du milieu sans serum. A 24h p.i., les milieux ont été 
collectés et les cellules ont été lavées avec du PBS et ensuite lysées avec du Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contenant entre 
autre du NaCl 150 mM et du Triton X100 0,5 %. Les échantillons ont ensuite été passés sur une colonne d’affinité 
M6PR. L’activité de la β-glucuronidase, β-hexosaminidase et de la β-galactosidase ont été mesurées sur les différentes 
fractions obtenues en utilisant des substrats fluorescents. Les données expriment l’activité totale de la β-glucuronidase 
en tenant compte du volume de chaque fractions ainsi que de la charge. A) Activité totale de la β-glucuronidase sur 
des cellules non infectées B) ou infectées. C) Pourcentage d’activité de la fraction non-M6P et de la fraction M6P. Les 
résultats proviennent d’une expérience representative. 
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colonne. L’expérience consiste à déposer les milieux de culture concentrés sur la colonne 
équilibrée à pH 6,0 permettant ainsi la liaison des protéines mannose-6-phosphorylées avec 
les récepteurs immobilisés. Ensuite, des lavages avec un tampon contenant du glucose-6-
phosphate sont réalisés pour éliminer les protéines liées de façon non spécifique aux 
récepteurs, puis les protéines mannose-6-phosphorylées sont éluées par l’ajout de M6P. Enfin, 
l’activité de la β-glucuronidase a été mesurée dans chacune des fractions et calculée en 
pourcentage par rapport à l’activité mesurée dans la charge. L’expérience a été réalisée 3 fois 
avec des milieux de cellules infectées avec Brucella abortus récoltés au temps 24h p.i. 
Comme le pourcentage de protéines mannose-6-phosphorylées varie beaucoup d’une 
expérience à l’autre, nous n’avons pas pu calculer de moyennes. Dès lors, les résultats 
présentés à la figure 3.14 proviennent d’une expérience représentative. 

Pour les milieux des cellules non infectées, le dosage de la β-glucuronidase indique 
qu’environ 50 % des enzymes sont mannose-6-phosphorylées puisqu’elles sont éluées avec 
un excès de M6P (fractions 8-9-10). Dans les lysats, la grande majorité de la β-glucuronidase 
est non mannose-6-phosphorylée et se retrouve dans les premières fractions. Dans le milieu de 
culture des cellules infectées, nous constatons que non seulement l’activité de la β-
glucuronidase est plus élevée que dans les milieux des cellules non infectées, ce qui est en 
accord avec les résultats précédents mais aussi que le pourcentage de β-glucuronidase 
mannose-6-phosphorylée augmente jusqu’à 62 % (Fig. 3.14). Les chiffres diffèrent d’une 
expérience à l’autre mais les trois fois, nous avons observé une augmentation de 7 à 12 % du 
pourcentage de β-glucuronidase M6P. Nous avons également mesuré l’activité de la β-
galactosidase dans chacune des fractions mais la fluorescence étant tellement faible (même 
après une incubation d’une nuit) qu’il est impossible de tirer des conclusions.  

La chromatographie nous indique donc une augmentation du pourcentage de β-
glucuronidase mannose-6-phosphorylée dans le milieu des cellules non infectées par rapport 
aux milieux de cellules non infectée à 24h p.i. 

3.5. Influence de Brucella abortus sur la recapture des hydrolases 
lysosomales 

Nous nous sommes également posé la question de savoir si cette augmentation de 
l’activité enzymatique des hydrolases lysosomales dans le milieu de culture des cellules 
infectées était due à une diminution de la recapture des hydrolases lysosomales par 
endocytose. En effet, comme les précurseurs des hydrolases lysosomales possèdent des N-
glycans riches en résidus mannose et éventuellement terminés par des résidus M6P, les 
enzymes sécrétées dans le milieu peuvent être recapturées par le récepteur au mannose ou par 
le récepteur au mannose-6-phosphate, tous deux présents sur la surface cellulaire (Sly et al., 
2006). Pour distinguer ces deux voies, nous avons ajouté un excès de mannan ou de M6P, afin 
de saturer respectivement les récepteurs au mannose ou les récepteurs au M6P, pendant la 
période de jeûne c’est-à-dire 4h avant le temps 24h p.i. La figure 3.15 représente la moyenne 
de trois expériences indépendantes réalisées en triplicats. Comme précédemment, nous avons 
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β-glucuronidase 

β-hexosaminidase 

β-galactosidase 

Figure 3.15 : Mesure de l’activité des d’hydrolases lysosomales sur des macrophages RAW264.7 infectés ou non 
avec Brucella abortus S2308 et avec une MOI de 1000. Quatre heures avant le temps p.i. et jusqu’aux temps p.i. 
indiqué, les RAW264.7 infectés ou non ont été incubés dans du milieu sans serum en présence de mannan (10 mg/ml) 
ou de mannose-6-phosphate (5 mM). Au temps p.i., les milieux ont été collectés et les cellules ont été lavées avec du 
PBS et ensuite lysées avec du Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contenant aussi du NaCl 150 mM et du Triton X100 0,5 %. 
Les activités de la β-glucuronidase, β-hexosaminidase et de la β-galactosidase ont été mesurées en utilisant des 
substrats fluorescents. Les données expriment l’activité spécifique calculée en divisant l’activité mesurée dans les 
lysats par la quantité totale de protéines et le pourcentage de sécrétion représente le ratio entre l’activité dans le milieu 
et l’activité totale de l’enzyme (Lysats + Milieux). 
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dosé la β-glucuronidase, la β-hexosaminidase et la β-galactosidase. L’activité spécifique dans 
les lysats de ces enzymes ne montre pas de différence entre les cellules non traitées, traitées 
au mannan ou traitées au mannose-6-phosphate. La grandeur des écart-types est due à la 
grande variabilité d’une expérience à l’autre. Globalement, une diminution est observée non 
spécifique entre les cellules non infectées et infectées mais elle n’est pas significative (Fig. 
3.15A). L’activité de ces hydrolases a également été mesurée dans les milieux de culture (Fig. 
3.15B). Dans les milieux de culture des cellules non traitées et traitées au M6P, l’infection 
avec Brucella abortus S2308 entraine une augmentation de pourcentage de sécrétion 
respectivement de 4,5 % et de 5,2 %. En revanche, dans les cellules traitées au mannan, 
l’infection par Brucella abortus entraine une diminution de 4,1%. Bien que ces différences ne 
soient pas significatives, les variations du pourcentage de sécrétion ont pu être reproduites. 
Outre cette inversion de tendance observée dans les cellules incubées avec le mannan, il faut 
aussi souligner le fait que dans les cellules non infectées, le mannan induit une augmentation 
importante (en moyenne 9-10%) mais non significative de la sécrétion de la β-glucuronidase 
par rapport aux cellules non traitées (P=0,059) et par rapport aux cellules traitées avec le 
mannose-6-phosphate (P=0,056). Des résultats similaires ont été obtenus avec la β-
hexosaminidase et la β-galactosidase (Fig. 3.15B). Il est à noter qu’aucune libération de la 
DPPIII n’a été constatée lorsque les cellules étaient traitées au mannan ou avec du mannose-
6-phosphate (résultats non montrés). 

Bien que les différences observées ne soient pas significatives, nos résultats semblent 
indiquer que l’incubation des cellules avec un excès de mannan tend à induire une 
augmentation du pourcentage de sécrétion des hydrolases lysosomales, ce qui n’est pas le cas 
avec les cellules incubées avec du M6P. Dans les cellules infectées avec Brucella abortus, on 
retrouve un pourcentage de sécrétion élevé, que les cellules soient exposées ou non avec du 
mannan ou du M6P. En conclusion, le récepteur mannose pourrait avoir un rôle dans la 
recapture des hydrolases lysosomales dans les cellules non infectées mais ce rôle est atténué 
dans les cellules infectées. La différence dans le taux de sécrétion des hydrolases entre les 
cellules infectées et les cellules non infectées ne serait donc pas due à un défaut dans le 
processus de recapture. 

3.6. Impact du système de sécrétion de type IV sur la libération et la 
maturation des hydrolases lysosomales 

Comme la souche sauvage de Brucella abortus sur les RAW264.7 provoque une 
libération accrue des hydrolases lysosomales dans le milieu extracellulaire, nous avons voulu 
savoir si cette augmentation pouvait être due à des effecteurs produits par la bactérie ou par la 
simple présence des bactéries mortes dans les macrophages. Comme les effecteurs de 
Brucella sont transloqués dans la vacuole via un système de sécrétion de type IV, nous avons 
utilisé un mutant où l’opéron virB (ΔVirB) qui code pour le T4SS est complètement délété 
ainsi qu’une souche complémentée pour VirB (ΣVirB). Cette souche complémentée permet de 
déterminer si l’effet que l’on pourra observer avec la souche délétère pour VirB est bien dû à 
VirB et non à la délétion d’autres gènes situés à proximité de l’opéron virB. 
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Figure 3.17 Mesure l’activité d’hydrolases lysosomales dans des macrophages RAW264.7 infectés ou non avec 
Brucella abortus WT, ∆VirB et ∑VirB. Quatre heures avant le temps p.i. et jusqu’aux temps p.i. indiqués, les 
RAW264.7 infectés ou non avec Brucella abortus  WT, ∆VirB et ∑VirB ont été incubés dans du milieu sans sérum. 
Au temps p.i., les milieu ont été collectés, conditionnés et l’activité a été mesurée comme décrit à la légende Fig. 
3.9. Les données expriment la moyenne ± écarts-types (n=3-4) de l’activité spécifique et le pourcentage de secretion. 
Des test t-Student ont été réalisés et sont significatifs lorsque P<0,05 (*). A) Activité spécifique B) % de sécrétion. 
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Figure 3.16 : Comparaison des CFU entre les souches WT, ∆VirB et ∑VirB sur des macrophages RAW264.7. 
Les macrophages RAW264.7 ont été infectés avec les différentes souches à une MOI de 1000. Au temps post-
infection indiqués, les cellules ont été préparées pour compter les CFU comme expliqué dans la légende à la Fig. 3.1. 
Les données représentent le Log CFU par puits aux différents temps p.i. L’expérience a été realisée en quadruplicats. 
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Il est généralement admis que l’expression de VirB n’est pas nécessaire à l’internalisation 
de Brucella abortus mais bien au transfert de la bactérie de la voie endocytaire vers le 
réticulum endoplasmique où les bactéries se répliquent. En absence de VirB (et donc des 
effecteurs), les bactéries ne peuvent pas dévier leur trafic intracellulaire et sont dirigées vers 
les lysosomes où elles se font dégradées. Le nombre de bactéries sera donc similaire au début 
de l’infection. Par après, le nombre de bactéries ΔVirB dans les macrophages doit être 
inférieur à celui observé avec la souche sauvage. Avant d’analyser la sécrétion des hydrolases 
lysosomales, nous avons réalisé une expérience de comptage de CFU à 6h p.i. et à 24h p.i. 
afin de vérifier que la souche complémentée ΔVirB avec le plasmide pBBR1 pvirBvirB permet 
de restaurer la réplication de Brucella abortus. Comme attendu, la délétion de VirB n’a pas 
d’impact sur les log de CFU à 6h p.i. alors qu’elle provoque une diminution à 24h p.i. En 
revanche, la souche complémentée pour virB se comporte comme la souche sauvage (Fig. 
3.16). 

Après cette vérification, nous avons refait des expériences de dosages enzymatiques et de 
Western blot pour analyser l’activité spécifique et la sécrétion des hydrolases lysosomales, 
cette fois en incluant les souches ΔVirB et ΣVirB. Les résultats représentent la moyenne de 
trois expériences indépendantes réalisées en triplicats. Comme précédemment, l’activité de la 
β-glucuronidase, la β-hexosaminidase, la β-galactosidase a été mesurée sur les lysats et les 
milieux de culture. Les activités spécifiques obtenues pour toutes les enzymes n’ont pas 
montré de différence entre les différentes souches incubées. Par contre, on observe une 
diminution de l’activité spécifique pour les temps 18h et 24h p.i. pour les raisons citées au 
paragraphe 3.2.1 (Fig. 3.17A). En ce qui concerne les milieux, nous pouvons observer qu’à 
partir de 6h p.i. la souche sauvage (WT) entraine une augmentation de la sécrétion de β-
glucuronidase par rapport aux cellules non-infectées. Vu la grandeur des écart-types, ces 
augmentation ne sont pas significatives mais si nous englobons tous les temps p.i., un test t-
Student révèle qu’il y a une augmentation significative (P=0,039) de la sécrétion de la β-
glucuronidase dans les cellules infectées avec Brucella abortus par rapport aux cellules non 
infectées. Par contre, cette augmentation est moins importante lorsque les cellules sont 
infectées avec la souche ΔVirB mais est restaurée lorsque les cellules sont infectées avec la 
souche ΣVirB. Cependant, toutes ces variations ne sont pas statistiquement significatives. 
Pour la β-hexosaminidase, contrairement aux premières expériences présentées à la Fig. 3.9, il 
y a une augmentation de la sécrétion dans les milieux des cellules infectées avec la souche 
sauvage et la souche ΣvirB mais cette augmentation n’est pas présente dans le milieu de 
cellules infectées avec la souche ΔVirB. Cependant, ces différences sont faibles bien que 
certaines soient significatives à 24h p.i. C’est le cas entre les souches WT et ΔVirB 
(P=0,018). L’effet obtenu à 24h p.i. avec la souche ΣVirB par rapport à la souche ΔVirB est 
également significative (P=0,002). Pour la β-galactosidase, nous retrouvons les mêmes 
tendances. Tous temps post-infection confondus, les tests t-Student montrent une différence 
significative entre l’activité de la β-galactosidase dans le milieu des cellules infectées avec 
Brucella abortus WT par rapport aux cellules non infectées (P=0,01). Par contre, les 
différences entre les milieux des cellules infectées avec ΔVirB et ΣVirB (P=0,057) et entre les 
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Figure 3.18 : Sécrétion de la cathepsine D dans des macrophages RAW264.7 infectés ou non avec Brucella 
abortus WT, ∆VirB et ∑VirB. A différents temps post-infection, le milieu de culture a été collecté et les cellules 
lysées dans un tampon RIPA. Les protéines libérées dans le milieu de culture ont été précipitées toute une nuit en 
utilisant du TCA 15 % en présence de DOC 2 %.  Après lavage à l’acétone, les culots ont été solubilisés dans un 
tampon de Laemmli. 15 µg de protéines ont été déposées à 6h, 12h, 18h et 24h p.i. sur un gel d’acrylamide 10 % pour 
ensuite être transférées sur une membrane PVDF. Les formes précurseur (P), intermédiaire (I) et mature (M) de la 
cathepsine D ont été détectées avec un anticorps de rat anti-cathepsine D et une anticorps anti-rat liée à l’HRP. La 
révélation a été réalisée par la méthode de chemiluminescence. 
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Figure 3.19 : Mesure de l’activité de la β-glucuronidase sur des milieu de cellules infectées ou non avec 
Brucella abortus WT et ∆VirB après chromatographie sur colonne d’affinité M6PR. À 20h p.i., les RAW264.7 
infectés ou non ont été incubés dans du milieu sans sérum pendant 4h. À 24h p.i., les milieux ont été collectés et les 
cellules ont été lavées avec du PBS et ensuite lysées avec du Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contenant du NaCl 150 mM et 
du Triton X100 0,5 %. Les échantillons ont ensuite été passés sur une colonne d’affinité pour le récepteur M6P. 
L’activité de la β-glucuronidase, β-hexosaminidase et de la β-galactosidase ont été mesurées sur les différentes 
fractions obtenues en utilisant des substrats fluorescents. Les données expriment l’activité totale de la β-glucuronidase 
en tenant compte du volume de chaque fraction, du volume dosé ainsi que de la charge et du pourcentage d’activité. 
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milieux des cellules infectées avec la souche sauvage et ΔVirB (P=0,121) ne sont pas 
significatives (Fig. 3.17B). 

En conclusion, bien que les différences ne soient pas significatives à cause de la 
variabilité d’une expérience à l’autre, chaque fois que VirB est exprimé et que les bactéries 
sont capables de rejoindre leur niche réplicative, nous observons une augmentation de la 
sécrétion de la β-glucuronidase, β-hexosaminidase et de la β-galactosidase dans le milieu 
extracellulaire. 

3.7. Sécrétion et maturation de la cathepsine D sur des cellules infectées 
avec B. abortus ΔVirB et ΣVirB 

Une diminution du pourcentage de sécrétion des différentes enzymes hydrolytiques dans 
les cellules infectées avec la souche ΔVirB étant observée, nous avons analysé la maturation 
de la cathepsine D dans les lysats de cellules infectées avec les trois souches bactériennes 
(sauvage, ΔVirB, ΣVirB) ainsi que la sécrétion dans les milieux de culture correspondants.  

L’analyse de la maturation de la cathepsine D dans les lysats cellulaires a montré la 
présence de formes intermédiaire et mature de la cathepsine D, avec comme poids 
moléculaire 29 et 39 kDa. Dans les lysats, aucune différence de maturation n’a pu être 
observée entre les cellules non infectées et infectées avec la souche WT, ΔVirB, ΣVirB. Dans 
les milieux de culture, aucune sécrétion de la cathepsine D n’a pu être détectée à 6h et 12h p.i. 
dans les différentes conditions corroborant les résultats présentés à la figure 3.12B. Par contre, 
à partir de 18h p.i., trois bandes apparaissent dans le milieu de culture, une bande majoritaire 
à environ 48 kDa ainsi que deux bandes de plus faible intensité à environ 29 kDa et 39 kDa. 
Ces bandes correspondent aux formes précurseur, intermédiaire et mature de la cathepsine D. 
La présence des formes intermédiaire et mature dans le milieu des cellules infectées avec les 
bactéries exprimant VirB est étonnante car c’est la première fois que nous les observons. Elles 
pourraient provenir du clivage de la forme précurseur dans le milieu de culture ou de 
l’exocytose. À noter qu’il existe une petite différence de poids moléculaire entre la forme 
mature présente dans les milieux et la forme mature présente dans les lysats (Fig. 3.18). Ces 
formes activées n’ont pas été observées dans d’autres expériences. 

Ce résultat nous montre une diminution de la sécrétion de la cathepsine D lorsque les 
cellules sont infectées avec la souche ΔVirB par rapport aux cellules infectées avec la souche 
WT et la souche ΣVirB. VirB serait donc impliqué dans l’augmentation de la sécrétion de la 
cathepsine D induite par Brucella abortus WT. 

3.8. Chromatographie sur des cellules infectées avec B. abortus  ΔVirB 

Sur base de ces observations, nous avons réalisé une expérience de chromatographie 
d’affinité afin de comparer le pourcentage de protéines M6P sécrétées par les cellules 
infectées avec la souche ΔVirB par rapport aux cellules non infectées ou infectées avec la 
souche WT. Les milieux ont été récoltés 24h p.i. En accord avec les résultats précédents, nous 
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observons une augmentation de 14% de l’activité de β-glucuronidase M6P des cellules 
infectées avec la souche WT par rapport aux cellules non infectées. Mais contrairement à nos 
prévisions, cette augmentation est aussi visible dans le milieu de culture des cellules infectées 
avec la souche ΔVirB (Fig. 3.19). Cependant, cette expérience n’a été réalisée qu’une seule 
fois et devrait être refaite avant de tirer des conclusions hâtives. Des échantillons sont prêts 
pour une nouvelle expérience mais faute de temps, nous n’avons pas encore pu réaliser la 
chromatographie au moment d’écrire ces lignes. 
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4. Discussion 

De nombreux pathogènes tels que des bactéries, des virus, des parasites ont développé des 
systèmes très variés en vue d’entrer dans des cellules hôtes, d’y survivre, de s’y répliquer 
mais également d’éviter le système immunitaire. Ces pathogènes intracellulaires prennent 
ainsi le risque de se faire piéger dans la voie endosomale et de se faire dégrader dans les 
phagolysosomes. Cependant, des bactéries telles que Mycobacterium tuberculosis, Legionella 
pneumophila, Salmonella enterica et Brucella abortus ont développé des mécanismes 
complexes permettant d’éviter leur dégradation en manipulant la machinerie de transport 
intracellulaire de la cellule hôte (Gruenberg and van der Goot, 2006; Ogawa et al., 2011; 
Salcedo and Holden, 2005).  

En ce qui concerne Brucella abortus, les études menées en vue de caractériser son trafic 
intracellulaire ont révélé que cette bactérie se trouvait à l’intérieur d’une vacuole qui va 
s’engager dans la voie endosomale et maturer en acquérant transitoirement différents 
marqueurs des endosomes précoces (EEA1) et tardifs (LAMP-1 et Rab7) et peut-être même 
des marqueurs des lysosomes (activités hydrolytiques). Ensuite, cette vacuole va interagir de 
façon soutenue avec des vésicules dérivées du réticulum endoplasmique et acquérir des 
marqueurs tels que la calnexine, la calréticuline et Sec61ß. C’est seulement après ce passage 
de la voie endosomale à la voie biosynthétique que Brucella abortus va commencer à se 
répliquer (Celli, 2005; Pizarro-Cerdá et al., 1998a; Pizarro-Cerdá et al., 1998b; Starr et al., 
2008). 

Bien que de nombreuses études se soient intéressées aux interactions de la BCV avec la 
voie endosomale, aucune équipe ne s’est encore penchée sur l’impact éventuel de Brucella 
abortus sur le trafic intracellulaire des enzymes lysosomales nouvellement synthétisées. Pour 
répondre à cette question, nous avons étudié l’abondance de différentes enzymes lysosomales 
dans les lysats et les milieux de cellules RAW264.7 infectées avec Brucella abortus S2308 au 
cours du temps. Pour réaliser nos infections, nous avions besoin d’un type cellulaire avec un 
taux d’infection relativement élevé afin de pouvoir observer l’impact de Brucella sur le trafic 
des hydrolases lysosomales par des techniques biochimiques. Nous avons donc réalisé des 
infections sur des macrophages murins RAW264.7 avec une MOI de 1000. L’observation des 
cellules infectées avec B. abortus-mCherry à 2h-4h-6h-12h-18h et 24h p.i. montre d’une part, 
qu’il y a finalement peu de cellules infectées et, d’autre part, qu’il y a en moyenne 2-3 
bactéries par cellules. Certaines en contiennent un peu plus mais maximum 5. On pourrait 
s’étonner du faible taux d’infection des cellules RAW264.7 malgré les conditions d’infection. 
Il est probable que ce taux est sous-estimé parce que comme les cellules ne sont pas aplaties, 
des bactéries se trouvent probablement hors du champ et échappent à notre observation. 
Cependant, il est généralement admis que la capture de Brucella même dans les macrophages 
n’est pas très efficace. Les mécanismes ne sont pas connus mais des études récentes ont 
montré que la liaison de Brucella sur la surface cellulaire pouvait impliquer des interactions 
entre des adhésines bactériennes et des composants de la matrice extracellulaire de la cellule 
hôte tels que la fibronectine ou la vitronectine (Posadas et al., 2012; Ruiz-Ranwez et al., 
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2013). Il est possible que ces molécules d’adhésine ne couvrent pas toute la surface 
bactérienne et qu’elles ne peuvent donc pas systématiquement entrer en contact avec la 
fibronectine mais ceci n’est qu’une hypothèse. Ces observations en microscopie à 
fluorescence nous ont également permis de constater qu’il n’y a pas de mortalité importante 
des bactéries pendant les premières heures p.i. comme cela a été publié par le groupe de J. 
Celli (Celli et al., 2003; Starr et al., 2008) car d’une part, le nombre de bactéries par cellule ne 
cesse d’augmenter au cours du temps et d’autre part, le nombre de cellules infectées reste a 
priori similaire à 2-4 ou 6h p.i. Michaël Deghelt (thèse de doctorat, URBM, 2013) est arrivé 
au même constat. La discordance entre nos observations et celles de Starr et al. (2008) 
pourrait s’expliquer par le type cellulaire, le protocole d’infection et la technique utilisée pour 
mesurer le nombre de bactéries. En effet, l’équipe de J. Celli fonde leur conclusion sur des 
expériences de CFU réalisées sur des macrophages dérivées de la moelle osseuse en suivant 
un protocole d’infection différent du nôtre.  

L’analyse de l’abondance des hydrolases lysosomales dans les lysats cellulaires indique 
que l’infection des RAW264.7 n’a pas d’impact majeur ni sur l’activité enzymatique de la β-
glucuronidase, la β-hexosaminidase, la β-galactosidase ni sur la maturation de la cathepsine 
B. Seule, la maturation de la cathepsine D semble affectée mais seulement à 24h p.i., quand 
les bactéries s’accumulent dans les cellules. Même si la quantité d’hydrolases acides dans les 
lysosomes semble normale, nous avons quand même enregistré une sécrétion accrue de la 
procathepsine D ainsi qu’une augmentation significative de l’activité de la β-glucuronidase et 
de la β-galactosidase dans le milieu de culture des cellules infectées par rapport aux cellules 
contrôles. Des pourcentages de sécrétion similaires ont été mesurés dans le milieu de culture 
des cellules incubées pendant 4h avec NH4Cl. Il est important de noter que les macrophages 
libèrent naturellement des hydrolases lysosomales (Imort et al., 1983; Jessup and Dean, 1980; 
Schnyder and Baggiolini, 1978) et une étude a montré que contrairement à l’activité de la 
cathepsine D, les activités de la β-glucuronidase et de la β-hexosaminidase étaient stables 
dans le milieu de culture (Imort et al., 1983; Schnyder and Baggiolini, 1978). 

L’augmentation de l’abondance des différentes hydrolases lysosomales peut résulter 1) de 
la sécrétion des précurseurs nouvellement synthétisés suite à une déficience de la voie M6PR-
dépendante, 2) un défaut de recapture des hydrolases lysosomales par des récepteurs de 
surface ou 3) à un phénomène d’exocytose amenant des enzymes matures des lysosomes vers 
la surface cellulaire.  

Pour tester la première hypothèse, nous avons fait passer des milieux de culture 
concentrés sur une colonne avec des récepteurs au mannose-6P immobilisés. Les protéines 
mannose-6 phosphorylées étaient ensuite éluées avec un excès de mannose-6P. Nos résultats 
indiquent que le pourcentage de β-glucuronidase-M6P augmente dans le milieu de culture des 
cellules infectées avec Brucella abortus par rapport aux milieux des cellules contrôles. Ces 
résultats de chromatographie ainsi que l’abondance accrue de la procathepsine D dans les 
mêmes milieux suggèrent que le transport des hydrolases acides par la voie mannose-6P est 
en partie affecté par la présence de Brucella abortus dans les cellules. En effet, il est bien 
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connu que des déficiences dans le transport des hydrolases lysosomales nouvellement 
synthétisées entrainent leur sécrétion dans le milieu via la voie de sécrétion constitutive. Par 
exemple, les fibroblastes provenant de patients atteints de la mucolipidose II (ou I-Cell 
disease), une maladie de surcharge lysosomale due à l’absence de N-acétylglucosaminyl 1-
phosphotransférase entrainant l’incapacité d’ajouter des étiquettes M6P sur les précurseurs 
des enzymes lysosomales, libèrent la majorité des hydrolases dans le milieu extracellulaire 
(Kornfeld, 1986; Miller et al., 1981; von Figura and Hasilik, 1986). L’incubation des cellules 
avec des molécules telles que le NH4Cl, la chloroquine ou la bafilomycine entraîne également 
une sécrétion accrue des précurseurs des hydrolases lysosomales suite à un problème de 
recyclage des récepteurs M6P des endosomes vers le TGN (Brown et al., 1985; Ghosh et al., 
2003). Plus récemment, des études ont montré que des bactéries intracellulaires telles que 
Legionella pneumophila et Salmonella enterica typhimurium pouvaient elles aussi perturber le 
transport rétrograde notamment des M6PRs (Finsel et al., 2013; McGourty et al., 2012) (voir 
plus loin).  

L’augmentation de l’abondance des hydrolases lysosomales pourrait également être due à 
un défaut de recapture des hydrolases lysosomales par des récepteurs de surface. Dans les 
macrophages, les enzymes lysosomales libérées dans le milieu extracellulaire peuvent être 
recapturées par endocytose via les récepteurs au mannose et par les CI-M6PR (Sly et al., 
2006). Pour tester cette hypothèse, nous avons analysé l’activité enzymatique de la β-
glucuronidase, de la β-hexosaminidase et de la β-galactosidase dans le milieu de culture de 
cellules incubées en présence d’un excès de mannan ou de M6P afin de saturer, 
respectivement les récepteurs au mannose et les CI-M6PR. Nos résultats montrent que la 
présence de M6P n’a aucun impact sur l’activité enzymatique des trois hydrolases 
lysosomales libérées dans le milieu. Par contre, la présence de mannan augmente de façon 
importante l’activité extracellulaire de la β-glucuronidase, de la β-hexosaminidase et de la β-
galactosidase mais uniquement dans les cellules non infectées. Dans les cellules infectées, 
nous retrouvons des valeurs similaires à celles obtenues dans les cellules infectées non 
traitées. Ces résultats suggèrent d’une part, que les cellules RAW264.7 sont capables de 
recapturer des hydrolases lysosomales libérées dans le milieu grâce aux récepteurs au 
mannose et d’autre part, que l’infection par Brucella abortus interfère avec ce processus 
d’endocytose. Sachant que le récepteur au mannose se lie à toute une variété de 
microorganismes incluant Candida albicans, Pneumocystis carinii, Leishmania donovani, 
Mycobacterium tuberculosis et Klebsiella pneumoniae (East and Isacke, 2002; Ernst, 1998), il 
est possible que Brucella abortus interagisse directement avec lui et l’empêche d’agir. 
Alternativement, l’infection par Brucella pourrait diminuer l’expression de surface du 
récepteur au mannose, comme cela a été démontré dans des macrophages activés avec du LPS 
ou du PMA (phorbol myristate acetate) (Shepherd et al., 1990). Ceci est à vérifier mais en 
tous cas, nos résultats ne soutiennent pas l’hypothèse selon laquelle la libération accrue des 
hydrolases lysosomales dans les cellules infectées par rapport aux cellules contrôles est due à 
un défaut de recapture des précurseurs par les récepteurs au mannose ou CI-M6PR. 
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Enfin, la présence d’une plus grande quantité d’hydrolases lysosomales dans le milieu de 
culture des cellules RAW264.7 infectées par rapport aux cellules non infectées pourrait 
résulter d’une stimulation de l’exocytose, c’est-à-dire de la fusion entre les lysosomes et la 
membrane plasmique. Dans ce cas, les hydrolases ne devraient plus présenter d’étiquettes 
M6P puisque celles-ci sont enlevées par les phosphatases ACP2 et ACP5 lors du transfert des 
précurseurs entre les endosomes et les lysosomes (Makrypidi et al., 2012; Sun et al., 2008). 
Toutefois, une étude transcriptomique a montré une diminution de l’expression d’ACP5 dans 
des cellules RAW264.7 4h après infection par Brucella melitensis 16M (Liu et al., 2012). Il 
est donc possible que des hydrolases matures libérées par exocytose possèdent encore leurs 
résidus mannose-6P. Cela pourrait expliquer l’augmentation de la proportion de β-
glucuronidase mannose-6 phosphorylée dans le milieu de culture des cellules infectées. 
Cependant, les résultats des Western blots avec la cathepsine D vont à l’encontre de cette 
hypothèse. En effet, même si nous apercevons parfois des bandes correspondant aux formes 
intermédiaire et mature de la cathepsine D dans les milieux de culture des cellules infectées, 
c’est la forme précurseur qui prédomine. Nous avons quand même testé cette hypothèse en 
essayant de comparer l’expression de surface de LAMP-1 sur des cellules RAW264.7 
infectées ou pas avec Brucella. Pour cela, nous avons réalisé une expérience 
d’immunofluorescence sur des cellules non perméabilisées. Malheureusement, le marquage 
était diffus et il est impossible de tirer de conclusion (résultat non montré). 

Comme expliqué précédemment, Legionella et Salmonella ont mis au point un mécanisme 
qui permet de perturber le trafic rétrograde des M6PRs. En fait, il existe plusieurs voies de 
transport rétrograde des M6PRs : le premier implique AP1 et PACS-1, le second implique le 
rétromère, un complexe multimérique constitué de deux sous-domaines et enfin, le troisième 
qui implique Rab9, GCC185 et la syntaxine 10 (Bonifacino and Rojas, 2006; Ganley et al., 
2008; Ghosh et al., 2003; Reddy et al., 2006; Rojas et al., 2007; Saftig and Klumperman, 
2009). Ainsi, il a été montré que Legionella pneumophila libérait un effecteur appelé RidL qui 
est capable de bloquer l’assemblage du sous-complexe Vps35-Vps29-Vps26 du rétromère en 
interagissant avec Vps29 (Finsel et al., 2013). Cette interaction inhiberait le recrutement du 
CI-M6PR sur la vacuole LCV (Legionella containing vacuole) ainsi que le transport 
rétrograde des toxines Shiga et Cholera (Finsel et al., 2013). Pour sa part, Salmonella 
typhimurium libère un effecteur appelé SifA qui interagirait avec une protéine cellulaire de 
l’hôte, SKIP (SifA and kinesin interacting protein) et ensemble ils vont séquestrer Rab9 
(McGourty et al., 2012). Ce mécanisme expliquerait le changement de distribution des CD-
M6PR et CI-M6PR dans les cellules infectées ainsi que la diminution de l’activité 
intracellulaire des cathepsines B et D et la sécrétion accrue de la cathepsine D et de la β-
hexosaminidase (McGourty et al., 2012).  

Sur base de ces observations, nous nous sommes demandé si de la même manière, 
Brucella abortus ne pouvait pas stimuler la sécrétion des hydrolases lysosomales en libérant 
des effecteurs par le biais de son système de sécrétion de type 4 (T4SS) encodé par l’opéron 
virB. Le cas échéant, l’infection des cellules RAW264.7 avec le mutant de délétion ∆VirB 
devrait inhiber la sécrétion accrue des hydrolases lysosomales que nous observons dans le 
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milieu de culture des cellules infectées avec Brucella abortus WT. Nos résultats montrent 
effectivement que l’activité enzymatique extracellulaire de la β-glucuronidase, de la β-
hexosaminidase et de la β-galactosidase est moindre avec les cellules infectées avec B. 
abortus ∆VirB par rapport aux cellules infectées avec B. abortus WT. De plus, avec le mutant 
de complémentation ΣVirB, nous retrouvons des pourcentages de sécrétion similaires à ceux 
observés avec les cellules infectées avec B. abortus WT. Ces résultats suggèrent que des 
effecteurs libérés par Brucella via T4SS pourraient interférer avec le transport des hydrolases 
lysosomales. Nous ne savons pas encore par quel mécanisme parce que dans la seule 
expérience de chromatographie d’affinité réalisée à ce jour,  la proportion de β -glucuronidase 
mannose-6P phosphorylée dans le milieu de culture des cellules infectées avec B. abortus 
∆VirB est la même que dans le milieu des cellules infectées avec B. abortus ΣVirB. Cette 
expérience doit être absolument refaite. En tous cas, nos résultats semblent indiquer que 
l’expression de VirB est impliquée dans la libération accrue des enzymes lysosomales dans 
les cellules infectées qui est visible à partir de 12h p.i. Comme nos observations en 
microscopie à fluorescence montrent que la réplication des bactéries a déjà commencé à 6h 
p.i., cela suggère que le T4SS devient rapidement opérationnel après l’infection et que les 
effecteurs transloqués peuvent  agir rapidement sur la machinerie de transport de la cellule-
hôte. 

Jusqu’à présent, peu d’effecteurs libérés par Brucella spp. ont été identifiés. De plus, à 
l’exception de VceC qui induit un stress du réticulum endoplasmique et la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires, la fonction des effecteurs produits par Brucella reste inconnu. 
Récemment, 11 protéines transloquées (BspA à BspK) ont été identifiées (Marchesini et al., 
2011; Myeni et al., 2013). Cinq d’entre elles sont transloquées grâce au système de sécrétion 
de type IV (Myeni et al., 2013). Certaines semblent perturber le transport sécrétoire de deux 
protéines reporters exprimées de façon ectopique mais apparemment, les auteurs n’ont pas 
examiné l’impact de ces effecteurs sur le trafic intracellulaire de protéines endogènes. Nous 
avons utilisé le programme BLAST à la recherche d’homologies de séquences entre SifA ou 
RidL avec des gènes exprimés par Brucella abortus mais sans succès.  

Une autre question concerne la nature des hydrolases lysosomales libérées dans le milieu. 
En effet, nous observons principalement une libération accrue de la β-glucuronidase, de la  β-
galactosidase et de la cathepsine D. La cathepsine B n’est pas libérée. Les résultats avec la β-
hexosaminidase sont moins clairs. Dans une première série d’expériences, faites uniquement 
avec des cellules infectées avec B. abortus WT, nous n’avons pas observé d’augmentation de 
l’activité β-hexosaminidase dans le milieu de culture des cellules infectées. Par contre, dans la 
seconde série d’expériences, celle-ci est apparue parfois même à 6h p.i. Ces variations 
pourraient s’expliquer par une grande hétérogénéité de la population cellulaire. Des cellules 
en proportion variable sont peut-être différenciées. Une analyse transcriptomique a montré 
une augmentation des ARNm codant pour des cytokines pro-inflammatoires dans les 
macrophages RAW264.7 infectés par Brucella abortus à 4h p.i. De même, grâce à des tests 
ELISA, Elodie Lobet (URBC) a réussi à montrer une augmentation accrue de la sécrétion de 
TNFα et des interleukines 6 et 10 dans les mêmes cellules infectées avec B. abortus à 10h p.i. 
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par rapport à des cellules contrôles (mémoire d'Elodie Lobet, 2012). Cette hétérogénéité de la 
population cellulaire est également visible en microscopie à contraste de phase. La plupart des 
cellules sont rondes et réfringentes mais il y a toujours une proportion variable de cellules 
aplaties sur le plastique et non réfringentes. Cela pourrait aussi expliquer pourquoi dans la 
première expérience de Western blot, la procathepsine D apparaissait déjà dans le milieu de 
culture des cellules infectées à 6h p.i. alors que dans les expériences suivantes, il a fallu 
attendre 18h p.i. 

Dans la littérature, il n’est pas rare de constater une libération sélective de certaines 
hydrolases lysosomales en réponse à la chloroquine, au NH4Cl ou à la bafilomycine (Claus, 
1998; Imort et al., 1983). Par exemple, l’incubation de macrophages J774 en présence de 
chloroquine ou de bafilomycine entraine la libération de certaines enzymes lysosomales telles 
que la cathepsine B et les cathepsines B+L alors que l’activité de la β-hexosaminidase et de 
l’α-galactosidase reste inchangée dans les lysats et dans le milieu de culture (Claus, 1998). 
Dans les souris knock-in ou knock-out pour le GNPTAB, le gène qui code pour l’UDP-N-
acétylglucosamine 1-phosphotransférase qui catalyse le transfert d’un résidu GlcNAc-1-
phosphate sur les précurseurs des hydrolases lysosomales, il y a aussi des différences dans les 
niveaux de sécrétion des différentes enzymes lysosomales (Boonen et al., 2011; Kollmann et 
al., 2012; Vogel et al., 2009). Cela prouve qu’il existe d’autres mécanismes de transport des 
hydrolases lysosomales, indépendantes du mannose-6P et selon les tissus ou le type cellulaire, 
ces voies alternatives sont plus ou moins importantes. 

A l’avenir, il serait intéressant de refaire le même genre d’expériences mais cette fois sur 
des fibroblastes puisque l’augmentation des hydrolases lysosomales en réponse à une 
perturbation de la voie mannose-6 P est plus marquée. Cela permettrait en outre de réaliser 
des observations en microscopie à fluorescence puisque ces cellules sont plus aplaties et ont 
un rapport cytoplasme : noyau plus important que les macrophages RAW264.7. Sur base 
d’expériences réalisées précédemment dans notre laboratoire, les fibroblastes embryonnaires 
de souris pourraient convenir parce qu’elles se laissent facilement envahir par Brucella 
abortus (mémoire d'Emeline Goffin, 2012). Ensuite, étant donné que certains effecteurs 
nouvellement identifiés de Brucella abortus (BspA, BspB et BspF) peuvent perturber le trafic 
de protéines reporters dans la voie sécrétoire, il faudrait examiner l’impact des mutants 
∆BspA, ∆BspB et ∆BspF sur la sécrétion des hydrolases acides. Enfin, la mise au point de 
tests ELISA pourrait s’avérer utile pour pouvoir détecter simultanément non pas l’activité 
mais plutôt l’abondance protéique des hydrolases lysosomales dans un grand nombre de 
conditions. Cela nous mettrait à l’abri d’une perte éventuelle de l’activité hydrolytique dans le 
milieu de culture. 
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