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Activation de Ia protéine p21 Rho
par une toxine produite
par certains Escherichia coli pathogenes

Les bactéries pathogéenes qui se mul-
tiplient au contact des muqueuses
sont trés souvent capables de rema-
nier considérablement le cytosque-
lette d’actine des cellules épithéliales
constituant ces tissus. L’activité des
pathogenes microbiens sur les méca-
nismes d’organisation du cytosque-
lette d’actine se fait, soit par contact
entre la bactérie et la cellule, soit par
I'intermédiaire de toxines. La modifi-
cation de ce cytosquelette par les bac-
téries a pour but de favoriser leur
multiplication par des mécanismes
aussi divers que l’effacement des
microvillosités des entérocytes, la
modification de la perméabilité des
jonctions intercellulaires serrées et la
phagocytose des micro-organismes
pathogénes par les cellules non pha-
gocytaires, ou encore en accélérant
leur dissémination dans les cellules
épithéliales [1].

La plupart des toxines bactériennes
connues jusqu’a présent pour affec-
ter le cytosquelette d’actine, agissent
en inactivant les GTPases de la
famille Rho impliquées dans la régu-
lation de ce cytosquelette [2]. Ainsi,
I’exoenzyme C3 de Clostridium botuli-
num [3], les toxines A et B de Clostri-
dium difficile [4] désorganisent les
fibres d’actine en modifiant la pro-
téine Rho dans une étape post-tra-
ductionnelle. Un travail tres récent
de notre laboratoire et de celui
d’une équipe allemande, démontre
qu’a coté des toxines qui inactivent
Rho, il existe une toxine activant
cette petite protéine G par un méca-
nisme moléculaire totalement inédit.
Certaines souches d’Escherichia coli
(uropathogénes ou entéropatho-
geénes) produisent une toxine pro-
téique de 110kDa nommée facteur
cytotoxique nécrosant de type 1
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(CNF1). Cette toxine a la propriété
d’assembler les fibres d’actine en fais-
ceaux, de multiplier les points focaux
d’adhérence, de permettre un étale-
ment considérable des cellules et de
provoquer leur multinucléation [5].
Le CNF1, ajouté a leur milieu de cul-
ture, induit un phénotype sur le
cytosquelette d’actine identique a
celui obtenu lorsque la forme domi-
nante positive de la protéine Rho est
microinjectée dans les cellules [6].
En outre, dans les cellules traitées
par le CNF1, une diminution de la
mobilité électrophorétique de Rho
laissait supposer que CNF1 était
capable de modifier directement la
protéine [7].

En procédant a des expériences
exclusivement in vitro, nous avons
montré qu’il était possible de repro-
duire cette modification de mobilité
électrophorétique de Rho par simple
ajout de CNF1 a la GTPase recombi-
nante purifiée. Cette réaction ne
nécessite aucun co-facteur cellulaire.
Notre équipe a ensuite démontré
que le CNF1 agissait sur Rho en
modifiant spécifiquement le résidu
glutamine 63 en acide glutamique de
la GTPase (RhoQ63E), par désamida-
tion [8]. Un résultat similaire a été
rapporté conjointement par une
équipe allemande [9]. La glutamine
63 de Rho, qui correspond a la gluta-
mine 61 dans la protéine Ras, est un
résidu-clé de 'activation permanente
des petites protéines G [10].

Bien que I’affinité de RhoQ63E pour
le GTP soit quasiment identique a
celle de la protéine normale, I'acti-
vité GTPasique de RhoQG63E intrin-
séque ou stimulée par la protéine
activant la GTPase (RhoGAP) est, en
revanche, totalement abolie. Enfin,
lorsqu’on micro-injecte la protéine

RhoQ63E dans des cellules, on
observe la formation massive de
fibres de tension d’actine et de
points focaux d’adhérence. Rho
modifiée par CNF1 se comporte
donc comme une forme constitutive-
ment active de Rho.

Les protéines de la famille de Rho
jouent un role prépondérant dans le
controle de l'organisation des fibres
d’actine en réponse aux facteurs de
croissance. Rho controle 1’adhé-
rence, la mobilité et la forme de la
cellule mais aussi le cycle cellulaire et
pourrait étre impliquée dans des
mécanismes d’oncogenese [11]. Le
fait que les GTPases Rho soient des
éléments essentiels de la régulation
cellulaire a été mis a profit par les
bactéries pathogénes. En effet, la
protéine Rho est modifiée par plu-
sieurs toxines grace a des réactions
aussi différentes que I’ADP-ribosyla-
tion de I’arginine 41 par I’exoenzyme
C3 [3], la glucosylation de la thréo-
nine 37 par les toxines A et B de C.
difficile [4] ou, comme démontré
maintenant pour le CNF1, par la
désamidation de la glutamine 63 de
Rho.

L’ensemble de ces résultats montre
donc que le CNF1 est un nouveau
type de toxine agissant dans le cyto-
plasme par une activité catalytique
jusqu’alors insoupconnée pour un
facteur de virulence bactérien: la
désamidation. En modifiant spécifi-
quement la glutamine 63 de Rho en
acide glutamique, le CNF1 est, en
outre, la premiére toxine connue qui
provoque une mutation «post-tra-
ductionnelle », au niveau protéique,
d’une petite protéine G impliquée
dans la régulation cellulaire.

Il reste a souligner que d’autres

toxines ou mécanismes bactériens m—————
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Figure 1. Induction de fibres d’actine
de tension et de points focaux
d’adhérence par le CNF1. En A cel-
lules Vero témoins. En B cellules
Vero traitées par le CNF1 pendant
4h. On note I'abondance et la taille
des fibres d’actine de tension. Les
fleches en B montrent les points
focaux d’adhérence produits par acti-
vation de Rho sous l'effet de CNF1.

impliqués dans la relation bactérie-
cellule a 'origine de maladies infec-
tieuses pourraient utiliser une acti-
vité catalytique identique a celle du
CNF1. On peut également imaginer
que la désamidation puisse étre une
voie de modification post-traduction-
nelle jouant un role dans la régula-
tion des cellules eucaryotes. La
découverte du mode d’action du
CNF1 sur Rho ouvre donc un nou-
veau champ d’investigation tant en
pathologie infectieuse qu’en biologie
cellulaire.
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