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NOUVELLE

L’activation/dégradation
protéasomique des GTPases
Rho par CNF1 confere

des capacités invasives
aux E. coli uropathogenes

Luce Landraud, Anne Doye, Caroline Buisson-Touati,
Patrice Boquet, Emmanuel Lemichez

> Parmi les maladies infectieuses
humaines les plus fréquentes, les infec-
tions urinaires représentent un probléme
important de santé publique en termes
de morbidité et de colt. L’agent étiolo-
gique isolé dans les infections urinaires
non compliquées est presque exclusive-
ment Escherichia coli [1]. Uépithélium
urinaire constitue une barriere forte-
ment imperméable et un environnement
hostile aux bactéries qui ne le colonisent
normalement pas. Les souches d’UPEC
(uropathogenic €. coli) ont acquis la
capacité de coloniser cet épithélium,
propriété conférée par un ensemble de
facteurs de virulence comprenant des
facteurs d’attachement de type P-fim-
briae et des exotoxines. Ainsi, les toxines
hémolysine-0L et facteur cytotoxique
nécrosant-1 (CNF1) caractérisent res-
pectivement 40 % et 30 % des UPEC [2].
Le géne cnfl est aussi retrouvé dans 10 %
des souches €. coli K1 responsables de
méningites ainsi que chez Yersinia pseu-
dotuberculosis (pour revue, voir [3]).

La toxine CNF1l possede une structure
classique composée de trois domaines
fonctionnels, chacun responsable d’une
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des trois étapes du processus d’intoxi-
cation [4]. Le tiers amino-terminal de
CNF1 confere la capacité de liaison de la
toxine a un récepteur de la membrane de
la cellule hote. Cette association permet
a la toxine de pénétrer dans des compar-
timents d’endocytose acides [5]. Cette
acidité est responsable de I'insertion de
la partie médiane de CNF1 dans la
bicouche lipidique et de I'injection du
domaine carboxy-terminal dans le cyto-
plasme [6]. Le domaine carboxy-termi-
nal de CNF1, véritable composant enzy-
matique de la toxine, catalyse alors la
désamidation de la glutamine 63 de Rho
(ou 61 de Rac et CDC42) en acide gluta-
mique [7]. Les protéines Rho appartien-
nent a la super-famille des petites pro-
téines GTPasiques Ras, régula-
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CNF1 produit donc I'activation perma-
nente des GTPases Rho (Figure 1).
CNF1 partage, avec une vingtaine de fac-
teurs de virulence bactériens connus, la
propriété biochimique de modification
des GTPases Rho (pour revue, voir [3]).
Les protéines Rho semblent étre en amont
de cascades moléculaires commandant
les remaniements du cytosquelette d’ac-
tine nécessaires a la phagocytose, a la
migration et a la différenciation cellu-
laires [8]. Lactivation de Rac et de
CDC42 produit la formation de projec-
tions membranaires notamment impli-
quées dans la phagocytose de type Fcy
alors que le contrdle de Iétat de
contraction de I"actine par Rho participe
a la phagocytose de type complément
[9]. Rac contrdle également la

trices de ’homéostasie cellulaire (=) mss formation d’especes actives de
[8] (). Elles fixent et hydroly- ~ 2003,n°3, I’oxygéne en réponse aux patho-
p. 358

sent le GTP en GDP et oscillent
ainsi entre une forme respective-
ment active, membranaire, capable de
fixer et d’activer des protéines effec-
trices, et une forme inactive cytoso-
lique. La glutamine est essentielle a
I’hydrolyse du GTP et sa modification par

genes. Il partage aussi avec Rho

et CDC42 le contrdle de la régula-
tion de la synthese de produits inflam-
matoires et de molécules pro- ou anti-
apoptotiques. Il est vraisemblable que la
forte occurrence de facteurs de virulence
dirigés contre ces protéines soit la consé-
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quence de I'implication des protéines
Rho dans les mécanismes de défense cel-
lulaire (pour revue, voir [3]). Dans ce
contexte, une activation soutenue des
protéines Rho par CNF1 est toujours
apparue difficile a concilier avec une vue
finaliste de la physiologie bactérienne et
cela d’autant plus que la majorité des
toxines ciblant les protéines Rho sont
connues pour les inactiver.

Le travail que nous venons de publier
offre une nouvelle vision du mode d’ac-
tion intracellulaire de cette toxine et
permet une meilleure compréhension du
mode d’invasion des cellules épithé-
liales par les bactéries pathogénes
[10]. Nous avons mis en évidence que
CNFL induit, in vivo, une activation
transitoire des protéines Rho qui est
corrélée avec leur déplétion. En effet, la
modification par la toxine de la pro-
téine Rac (activation) produit sa
dégradation par le protéasome (inacti-
vation par déplétion). Cette observa-
tion mise en évidence grace a CNF1 nous
a alors conduit a découvrir qu’il existe
dans les cellules un systeme de vigi-
lance capable de contrdler le niveau de
protéines Rho actives. Ainsi, 'activa-
tion soutenue de la protéine Rac, par
mutation ou expression d’un facteur
cellulaire activateur, induit sa sensibi-
lisation a lubiquitinylation, propor-
tionnellement a son niveau d’activa-
tion. Cet ensemble de résultats consti-
tue un modele capable de réconcilier
certaines observations contradictoires
sur le caractére oncogénique des
GTPases Rho: bien que la surexpression
de protéines de la famille Rho confere
des caractéristiques oncogéniques,
aucune mutation activatrice de ces
protéines n’a encore été observée dans
les cancers [11].

Ce mécanisme d’activation-dégrada-
tion des protéines Rho par le protéa-
some conduit a une seconde phase
d’activation modérée de ces protéines.
C’est pendant cette seconde phase que
les cellules épithéliales de vessie ou
d’endothélium ombilical deviennent
mobiles et douées d’une forte capacité
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de phagocytose. Cela doit permettre,
d’une part, la disjonction de I'épithé-
lium et, d’autre part, I'invasion des cel-
lules par les UPEC. Linternalisation des
UPEC dans les cellules épithéliales
pourrait leur offrir une niche protectrice
contre I"attaque par des cellules effec-
trices de la réponse immunitaire.
Limplication de CNF1 en tant que fac-
teur d’invasion s’inscrit dans une évolu-
tion globale du concept de la maladie
infectieuse urinaire, suggérant qu’elle
constitue une pathologie extra- et
intracellulaire.

De plus, par analogie a CNFl, nous

avons proposé que les facteurs de viru-
lence SopE et SptP, respectivement
activateur et inhibiteur de Rac et de
CDC42, présents chez Salmonella, pour-
raient étre responsables d’une activa-
tion limitée des protéines Rho, néces-
saire a 'obtention d’une forte effica-
cité d’invasion des cellules épithéliales
de I’hdte par les bactéries [12]. Cela
permet de comprendre I'existence de
facteurs antagonistes, activateurs et
inhibiteurs des GTPases Rho, au sein
d’une méme bactérie pathogene. ¢
Action of cytotoxic necrotizing factor
from €. coli

Rac
GTP

Désamidation :
Q61€

Mobilité cellulaire '
\&

Rac —Ub—Ub—Ub

Rac
GDP
Ubiquitinylation
et dégradation  m—
par le protéasome
L p—
% de GTPase - 100 % de GTPase
Rac activée Rac dégradée
= 30
10
= 60
= 40
5
= 20
0 I I 0
0 10 20 30
Temps (h)

Figure 1. Représentation schématique du mécanisme d’intoxication des cellules épithéliales par la

toxine CNFI des €. coli uropathogeénes (UPEC). 'étude de CNF1 (cytotoxic necrotizing factor) a per-

mis de mettre en évidence I"existence d’un systeme de vigilance cellulaire capable de produire I'ubi-

quitinylation et la dégradation par le protéasome des protéines Rho en réponse a leur activation

soutenue. Lactivation transitoire des protéines GTPasiques Rho (Rho, Rac et CDC42) due a leur

rapide ubiquitinylation et a leur dégradation par le protéasome produite en réponse a la toxine est

représentée sur le graphique. La résultante de I’activation-dégradation des protéines Rho produit

leur activation modérée et confére aux cellules hotes des capacités de migration et de phagocytose.
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CD44, un régulateur
de la croissance et
de PPinvasion cellulaire
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Institut fiir Genetik und

> Cest a la surface des lymphocytes T
que I'antigéne (D44 a été décrit pour la
premiére fois [1]. Diverses appellations
ont été attribuées a cette molécule, par
référence tant6t a sa fonction tantdt a
sa structure, soulignant ainsi I'impact de
(D44 dans de nombreux processus phy-
siologiques.

(D44 représente une famille de glycopro-
téines transmembranaires de type I. La
diversité de cette famille de protéines
résulte, d’une part, de I'épissage alternatif
des 10 exons, situés au centre du gene,
désignés « variants » (pour revue, voir
[2]). Uexpression différentielle de ces
variants explique I'importante diversité de
la partie extracellulaire de la molécule
(plus de 20 isoformes ont déja été identi-
fiées). De multiples modifications post-
traductionnelles, correspondant principa-
lement a des N- et O-glycosylations et a
Iajout de chondroitine sulfate, contribuent
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aussi a la variabilité pro-
téique au sein de cette
famille (pour revue, voir
[2]). La plus petite iso-
forme, dépourvue de va-
riant, est appelée CD44 « standard » et est

Toxikologie,

exprimée dans la plupart des tissus. €n
revanche, I’expression des isoformes com-
prenant des variants caractérise certains
tissus a renouvellement rapide, comme la
peau. €n pathologie, en particulier dans les
cancers, |’expression des variants est
déterminante pour le développement de la
maladie (pour revue, voir [2]).

Plus de 5000 articles consacrés a I’étude du
(D44 ont été publiés depuis sa découverte.
Dans un premier temps, c’est surtout le role
de CD44 dans I'activation des lymphocytes
(homing, migration, rolling) et la réponse
immunitaire [3] qui a été étudié. La fonc-
tion de CD44 comme récepteur de I'acide
hyaluronique, un composant crucial de la

H. von Helmholtz platz 1,
76344 Eggenstein-
LeopoldShafen, Allemagne.

Science 1998; 282:
1717-21.

10. Doye A, Mettouchi A, Bossis
G, et al. CNF1 exploits the
ubiquitin-proteasome
machinery to restrict Rho
GTPase activation for
bacterial host cell invasion.
Cell 2002; 111: 553-64.

11. Rihet S, Vielh P, Camonis J,
Goud B, Chevillard S, de
Gunzburg J. Mutation status
of genes encoding RhoA,
Racl, and Cdc4?2 GTPases in
a panel of invasive human
colorectal and breast
tumors. J Cancer Res Clin
Oncol 2001; 127: 733-38.

12. Galan J€, Zhou D. Striking a
balance: modulation of the
actin cytoskeleton by
Salmonella. Proc Natl Acad
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matrice extracellulaire, a également été
trés étudiée [4].

La découverte en 1991 de 'expression spé-
cifique d’une nouvelle iso-
forme de CD44 contenant le
variant vé dans les cellules
métastatiques de carci-
nome pancréatique de rat -
et son absence dans les cel-
lules non métastatiques
correspondantes - a appor-
té un regain d’intérét [5].
Des anticorps neutralisant
Pactivité de cette isoforme ont eu pour
conséquence d’inhiber le pouvoir métasta-
tique des cellules et, a 'inverse, I'introduc-
tion de cette isoforme dans des cellules non
métastatiques leur a conféré la capacité de
développer des métastases [5, 6]. Depuis
cette découverte, de nombreuses études
corrélatives ont révélé I'expression accen-
tuée de certains variants de CD44 dans des
tumeurs humaines, et dans certaines,
comme le cancer du c6lon, I’expression de
certains variants est de mauvais pronostic.
Alinverse, le degré de malignité de certains
cancers, comme les neuroblastomes ou
encore le cancer de la prostate, est associé
a la perte de (D44, suggérant que (D44
pourrait étre un suppresseur de tumeur [2].
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