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NOUVELLE

Attaque bactérienne
du systeme ubiquitine-

protéasome

Julien Burger, Jorge Merlet, Lionel Pintard

> Escherichia coli est un hote naturel de
la flore intestinale des mammiferes, trés
commun chez I"homme. Cependant, cer-
taines souches sont pathogénes, comme
les EPEC (€. coli entéropathogenes) qui
provoquent des infections intestinales
a I'origine de fortes diarrhées indui-
sant une importante mortalité chez les
nouveau-nés et les jeunes enfants dans
les pays en développement. Des tra-
vaux récents, tout a fait fascinants,
indiquent que ces bactéries pathoge-
nes détournent la cellule hote a leur
profit en piratant un acteur majeur du
fonctionnement cellulaire, le systeme
ubiquitine-protéasome (UbPr).

Les cullines : protéines plates-formes
du systéme ubiquitine-protéasome

Le systeme UbPr joue un role central
dans le contrdle de "homéostasie cellu-
laire en permettant la dégradation des
protéines. Outre son r6le majeur dans
I’élimination de protéines incorrecte-
ment repliées et/ou agrégées, le systeme
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UbPr permet de changer, rapidement et
de maniere irréversible, le contenu cel-
lulaire en protéines régulatrices. Ainsi,
ce systeme controle de nombreux pro-
cessus biologiques et cellulaires comme,
par exemple, les transitions entre les
différentes phases du cycle cellulaire. Le
systeme UbPr met en jeu trois enzymes,
€1, €2 et €3, dont I'action coordonnée
conduit au transfert covalent de "ubi-
quitine, un petit polypeptide de 76 aci-
des aminés, sur un substrat protéique.
La réitération de ce processus conduit
a assemblage d’une chaine d’ubiqui-
tines sur le substrat (polyubiquitinyla-
tion), ciblant ainsi sa dégradation par
le protéasome 26S, un complexe macro-
moléculaire doté d’activités protéasi-
ques [1, 2]. Uétape centrale du systéme
UbPr est la reconnaissance spécifique
du substrat a ubiquitinyler. Celle-ci est
assurée par I'ubiquitine ligase (€3) dont
la plus importante famille est consti-
tuée des complexes recrutés par des
cullines ou CRL (cullin RING ligases)
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[3] (Figure 1). Ces complexes sont les
promoteurs du systéme ubiquitine-pro-
téasome puisqu’ils contrélent la dégra-
dation d’une myriade de protéines régu-
latrices et notamment de nombreux
régulateurs du cycle cellulaire comme
p27%PL un inhibiteur de Cdk (cyclin
dependent kinase), la protéine Cdtl
(chromatin licensing and DNA replica-
tion factor 1) qui est dégradée en phase
S ce qui assure une seule réplication de
I’ADN par cycle cellulaire, ou encore la
GTPase RhoA qui régule le cytosquelette
d’actine (Figure 1). Bien que la compo-
sition des complexes soit variable, ils
sont régulés par des mécanismes iden-
tiques qui impliquent la conjugaison de
la protéine Nedd8 (neural precursor cell
expressed, developmentally down-regu-
lated 8), une protéine similaire a I’ubi-
quitine, sur une lysine carboxy-termi-
nale de la sous-unité culline (Figure 2).
Cette modification, également appelée
neddylation, induit un changement de
conformation du site catalytique per-

Article disponible sur le site ou [MB77X-00ToTa7 T0- 105 ITMedsc Z0 T 127400 4



http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2011274007

g Protéasome 26S \
ui

ub "‘ &

-

-

BACURDC RhoAl

Remodelage du cytosquelette d’actine

CuL2

Intégrité de la réplication

Figure 1. Composition, fonction et régulation des complexes CRL. A. \loie de dégradation des protéines par les complexes CRL. Ces complexes sont

échafaudés par une protéine plate-forme, la culline qui recrute, via son extrémité carboxy-terminale, la protéine a domaine RING-finger Rbx1

sur laquelle vient se fixer la protéine €2 activée, et via son extrémité amino-terminale, le module de reconnaissance du substrat. B. Les génomes

eucaryotes codent plusieurs cullines qui assemblent divers complexes CRL utilisant le méme site catalytique mais des modules de reconnaissance de

substrats distincts. Ces modules sont composés généralement d’une protéine adaptatrice (ex. SKP1) qui lie la culline et d’une protéine responsable

de la reconnaissance spécifique du substrat a dégrader (ex. F-box). Le complexe CRL

15KP2 (

violet) est impliqué dans la dégradation de p27XiP! et

la progression du cycle cellulaire. Les complexes CRL2HL, CRL3BACURD et CRL4 42 ¢iblent respectivement la dégradation d’HIF-1 (hypoxia inducing

factor), RhoA et Cdtl contrdlant ainsi divers processus.

mettant de situer I’enzyme €2 activée
a proximité du substrat et de favoriser
ainsi sa polyubiquitinylation [4]. Cette
modification est réversible : la liaison
culline-Nedd8 est hydrolysée par un
complexe multiprotéique appelé le COP9
signalosome.

Facteur bactérien Cif et neutralisation
des complexes recrutés par les cullines
Des travaux récents indiquent que les
bactéries entéropathogenes piratent ce
cycle de neddylation et déneddylation.
Les EPEC agissent en injectant dans la
cellule hGte un cocktail d’effecteurs
via une seringue moléculaire. Cif (cycle
inhibiting factor), qui est 'un de ces
effecteurs, bloque les cellules en phases
Gl et G2 du cycle cellulaire et remodele
le cytosquelette d’actine ce qui facilite
’adhésion des bactéries aux cellules du
tissu infecté. Bien que Cif présente la
signature d’une enzyme appartenant a

m/sn®4,vol. 27, avril 2011

la superfamille des cystéines protéases
[5], sa cible et son mécanisme d’action
restaient a découvrir. Afin de rechercher
les cibles cellulaires de Cif, Jubelin et al.
ont réalisé un crible double hybride et
identifié Nedd8 comme "unique protéine
qui interagit avec Cif [6]. Les auteurs
ont identifié une hélice a de Cif spé-
cifiquement requise pour I'interaction
avec Nedd8. Linteraction entre Cif et
Nedd8 est significative in vivo puisque
I’expression de Cif dans les cellules s’ac-
compagne d’une accumulation massive
de la forme neddylée des cullines 1, 2, 3,
4A et 4B et d’une stabilisation de leurs
substrats respectifs dont p27, RhoA,
Cdtl. Ceci entraine un arrét des cellules
en phases Gl et G2 du cycle cellulaire et
le remodelage du cytosquelette d’ac-
tine. L'expression d’une version inactive,
mutée sur la cystéine catalytique, n’a
pas d’effet cytostatique ce qui démon-
tre que Iactivité enzymatique de Cif

est requise pour sa fonction. De plus
Cif neutralise I'activité €3-ligase d’un
complexe CRL in vitro alors que la ver-
sion mutée de Cif n’a aucun effet, ce qui
indique que I'effet de Cif sur les comple-
xes CRL est direct.

Comment Cif neutralise-t-il les com-
plexes CRL et quel est son mécanisme
d’action ? Dans une autre étude, Cui et
al. ont noté que Cif induit un change-
ment de la mobilité électrophorétique de
Nedd8, mais également de I'ubiquitine,
suggérant que Cif modifie directement
ces protéines [7]. Uanalyse par spectro-
métrie de masse en tandem a confirmé
cette hypothese et montré que Cif cata-
lyse la déamidation d’une glutamine (Q)
en position 40 de Nedd8 en induisant
la formation d’un acide glutamique (€)
sur cette position. De fagon remarqua-
ble, I’expression d’une version mutée de
Nedd8, contenant un acide glutamique
en position 40, récapitule entierement les

355

MAGAZINE

wv
w
—
—
w
=
)
o
=



356

ES

“

-
Q

Cif

1 oa0e

%

NEDD copy
signalosome

phénotypes résultant de I’expression de
Cif dans les cellules. De plus, des muta-
tions ponctuelles affectant I'interaction
entre Cif et Nedd8 suppriment I'effet
cytostatique de Cif, ce qui démontre que
Nedd8 est la cible principale de Cif.

Comment la déamidation de la glutamine
40 en glutamate affecte-t-elle la fonc-
tion de Nedd8 et des complexes CRL ? La
conjugaison de cette version mutée de
Nedd8 sur les cullines n’est clairement
pas affectée. €n revanche, la déneddyla-
tion par le COPY signalosome est sévere-
ment compromise. Ces données suggerent
que Nedd8 Q40€ bloque le changement
de conformation du site catalytique des
complexes CRL qui est nécessaire a leur
activation, et que ce changement de
conformation est requis pour la dénéddy-
lation par le COPY signalosome. €n accord
avec cette hypothese, I"analyse de la
structure tridimensionnelle du complexe
CRL5 neddylé [4] révele que la gluta-
mine 40 se trouve a proximité de deux
résidus de Culb chargés positivement et
négativement. Il est donc raisonnable
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de penser que Iintroduction d’un résidu
chargé négativement (€) sur cette posi-
tion altére les interactions électrosta-
tiques entre la culline et Nedd8 et ainsi
le changement de conformation du site
catalytique de I’enzyme.

Comme les virus, des pirates bien connus
du systeme ubiquitine-protéasome et des
complexes CRL en particulier [8], les bac-
téries entéropathogenes détournent a leur
profit les promoteurs du systeme ubiqui-
tine-protéasome, en ciblant leur cycle
d’activation par neddylation et déned-
dylation. Ainsi les bactéries et les virus
révélent un «tendon d’Achille » du cycle
cellulaire. Il est d’ailleurs intéressant de
noter qu’un inhibiteur spécifique de la voie
de neddylation émerge comme un composé
trés prometteur en cancérologie [9]. ¢

A bacterial attack on the ubiquitin-
proteolytic system

CONFLIT D’INTERETS

Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’in-
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article.

Dégradation par
le protéasome

Figure 2. Cif modifie Nedd8
et neutralise I’activation des
complexes CRL. A. La conjugai-
son de Nedd8 (vert) sur une
lysine carboxy-terminale de la
culline induit un changement
de conformation du domaine
RING qui permet de situer I’en-
zyme €2 activé a proximité du
substrat favorisant ainsi sa
polyubiquitinylation et dégra-

dation par le protéasome.

' Le COP9 signalosome (bleu)

hydrolyse la ligison culline-
Nedd8. B. Cif modifie Nedd8
en déamidant une glutamine
en position 40. Cette version
mutée de Nedd8 (rouge) est
correctement conjuguée aux
cullines mais bloque vraisem-
ul blablement le changement de
conformation du domaine RING
quiestnécessaireal’activation
des CRL et a leur déneddylation
par le COPY signalosome.
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