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Les calpaines

Un role décisif dans la vie et la mort
de la niche épithéliale infectée par
I’entéropathogene Shigella flexneri

Jean Bergounioux"?, Laurence Arbibel?

> Uéradication des pathogénes par
I’organisme hdte fait appel a des stra-
tégies tres diverses incluant le suicide
de la cellule hote. Ainsi, les voies de
mort apoptotique ou nécrotique sont
impliquées dans le contrdle de la
dissémination d’un certain nombre de
pathogeénes viraux [1]. Le protoonco-
gene p53 est un élément central des
voies de signalisation proapopto-
tiques. Sa stabilisation conduit a
I’induction d’une voie apoptotique
intrinséque mitochondriale et a la
mort cellulaire, ce qui limite la mul-
tiplication des pathogénes intracel-
lulaires comme les virus [2]. La mort
nécrotique met en jeu I'activation
précoce de la famille des kinases
RIP (receptor-interacting protein)
et sa phase d’exécution aboutit a la
dégradation active des membranes
cellulaires mitochondriales et lyso-
somales, conduisant ainsi a la des-
truction de la niche épithéliale virale.
L’ensemble de ces travaux identi-
fient la mort cellulaire de la cellule
hGte comme une stratégie efficace
permettant de limiter la dissémina-
tion et la réplication du pathogene.
€n conséquence, celui-ci doit étre
capable de neutraliser les voies de
signalisation conduisant a la mort de
la cellule héte [1]. Shigella flexneri
est un bacille a Gram négatif agent
de la dysenterie bacillaire. L’établis-
sement de sa niche réplicative au sein
des cellules épithéliales coliques est
une étape centrale dans la physiopa-
thogenese de la maladie. Or, alors que
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Shigella est capable de tuer rapide-
ment les cellules immunitaires qu’elle
rencontre, ce n’est pas le cas des
cellules entérocytaires infectées qui
restent vivantes et métaboliquement
actives plusieurs heures apres I'infec-
tion [3]. Divers travaux ont montré
que Shigella retarde la mort apop-
totique et nécrotique de la cellule
épithéliale hote. Ainsi, elle bloque
le clivage de la caspase 3 induit en
réponse a divers stimulus proapopto-
tiques, via I'injection de la protéine
de virulence SPA15. De plus, sa mise
en jeu de la voie de signalisation
Nodl (nucleotide-binding oligomeri-
zation domain-containing protein 1)
enclenche une voie de survie cellu-
laire retardant 'apparition de la mort
nécrotique [4, 5]. Uensemble de ces
études suggérent que dans les cel-
lules non phagocytaires, les voies de
signalisation conduisant a la nécrose
ou a 'apoptose cellulaires sont acti-
vement ciblées par Shigella via des
mécanismes encore peu identifiés.
Notre travail démontre que Shigella,
en activant précocement les pro-
téases de type calpaine, déstabilise
p53 et bloque ainsi un processus de
mort apoptotique impliquant p53 [6].
Cependant, cette activité calpaine va
favoriser une mort nécrotique tardive,
limitant ainsi considérablement la
prolifération bactérienne intracel-
lulaire. Ce travail démontre le rdle
central de cette classe de protéases
dans la décision de vie ou de mort de
la niche épithéliale bactérienne.

Le point de vue du pathogéne :

une activité calpaine concourant a
I’élimination du protooncogeéne p53
dans un contexte de stress génotoxique
Lobservation de micronoyaux! dans les
cellules épithéliales infectées par Shi-
gella nous a permis d’identifier un stress
génotoxique majeur survenant des les
premiéres minutes de I’infection. Bien
que ce stress active la voie de réponse
au stress génotoxique, comme en atteste
I’activation de la kinase ATM (ataxia
telangiectasia mutated) dans la cellule
infectée, celle-ci n'est pas suivie d’une
stabilisation de la protéine p53 mais, a
I’inverse, d’une diminution rapide de son
taux intracellulaire.

Uubiquitine ligase €3 Mdm2 (mouse
double minute 2) est responsable de I'ubi-
quitination de p53 et de sa dégradation
par le protéasome. Mdm? peut étre acti-
vée par la voie Akt/PKB (protéine kinase
B) via la phosphorylation de ses résidus
sérine 166 et 186. La voie de signalisation
Akt/PKB, mise en jeu par la protéine de
virulence IpgD (une inositol phosphate
phosphatase) de Shigella, conduit a cette
phosphorylation activatrice de Mdm2. €n
conséquence, IpgD favorise la dégrada-
tion de p53 en activant Mdm?2 dans les
temps précoces de I'infection. Cependant,
I’infection cellulaire avec une souche de
Shigella mutante n’exprimant pas IpgD

! Les micronoyaux peuvent résulter soit d’une instabilité
génétique, soit de I’effet sur ’ADN d’agents mutagenes/can-
cérogenes. lls sont générés au cours d’une division cellulaire
lorsque I’ADN présente des cassures double brin (directes
ou issues d’une réplication d’un ADN non ou mal réparé) ou
en présence d’anomalies de fonctionnement de I’appareil
mitotique.
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Figure 1. Régulation des différentes étapes de la physiopathogenése de Shigella flexneri par les

calpaines. PTPC : permeability transition pore complex.

n’élimine pas complétement la dégra-
dation de p53 en réponse a l'infection,
suggérant un mécanisme additionnel de
dégradation.

Les calpaines sont des hétérodimeres
associant une sous-unité enzymatique et
une sous-unité régulatrice, la calpaine
4 (Capnd). Leur activité protéolytique
est induite par la mobilisation de cal-
cium intracellulaire et favorisée par la
dégradation de leur inhibiteur endogene,
la calpastatine. Or, Shigella induit une
dégradation tres rapide de la calpas-
tatine. La protéine de virulence VirA de
Shigella possede un homologue chez €.
Coli, €spG, qui active les calpaines par
un mécanisme encore non élucidé [7].
Nous avons démontré que I’expression de
VirA sous la dépendance d’un promoteur
inductible suffit a induire une activation
des calpaines. Ainsi, 'activité protéoly-
tique des calpaines est fortement réduite
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dans les cellules infectées par une souche
déficiente pour VirA. In vitro, VirA intera-
git directement avec la calpastatine et
favorise sa dégradation dans les cellules
infectées. Le mécanisme par lequel VirA
induit une activité protéolytique permet-
tant la dégradation de la calpastatine
reste a élucider. Ces résultats indiquent
que 'induction d’une activité calpaine au
décours de I'infection constitue une stra-
tégie active de ce pathogene. Des travaux
antérieurs réalisés in vitro ont montré que
les calpaines dégradent p53, générant
ainsi deux fragments instables de 33 et
41 kDa secondairement dégradés par
la voie du protéasome [8]. Nous avons
détecté I'apparition de ces produits de
clivage de p53 au décours de Iinfection,
et diverses approches expérimentales
nous ont permis de montrer que "activité
calpaine était directement impliquée
dans ce clivage.

€n conclusion, ’ensemble de ces données
indiquent un rdle central des calpaines
dans la dégradation de pb53, qui pose
également la question de la signification
fonctionnelle de cette déstabilisation au
décours de Iinfection. Lutilisation de la
lignée entérocytaire colorectale HCT116
et de son homologue dans laquelle I'ex-
pression de pb53 est invalidée nous a
permis d’analyser spécifiquement le réle
de p53 dans la réponse a I'infection. Nos
résultats indiquent que I’invalidation
de p53 bloque I'induction du clivage de
la caspase 3 ou de PARP1 (poly[ADP-
ribose]polymérase), indiquant un role
central de p53 dans I'induction de
I’apoptose cellulaire lors de I'infection.
Nous montrons également que p53 exerce
une activité proapoptotique via le fac-
teur de transcription NF-1<B en réprimant
I’expression des genes antiapoptotiques
Bcl2 et Bel-xL. Ainsi, la déstabilisation
rapide de p53 par Shigella constitue une
stratégie permettant au pathogene de
bloquer "apparition d’'une mort cellulaire
apoptotique, préservant ainsi sa niche
épithéliale.

Le point de vue de I’hdte : une activité
calpaine conduisant au « suicide
cellulaire par nécrose » afin de
stopper la prolifération bactérienne
Uimplication des calpaines dans le
controle de la viabilité de la cellule épi-
théliale nous a conduits a nous interroger
sur son impact sur la vie intracellulaire
du pathogeéne. Uanalyse en vidéomicros-
copie montre que la déficience cellulaire
en Capn4 n’affecte pas la mobilité bacté-
rienne, mais restreint le nombre de foyers
d’entrée bactériens. En effet, nos résul-
tats indiquent un réle des calpaines dans
la dynamique du cytosquelette d’actine
lors de I’infection, leur inactivation
réduisant considérablement la formation
d’extensions filopodiales membranaires
nécessaires a la capture bactérienne
par la cellule. De fagon intéressante,
malgré la réduction du nombre de foyers
d’entrée bactériens, nous avons observé
une amplification majeure de la crois-
sance bactérienne intracellulaire dans les



cellules déficientes en Capn4, suggérant
un réle additionnel des calpaines dans
la restriction de la prolifération bacté-
rienne intracellulaire.

Nous avons donc émis I’hypothese d’un
role actif des calpaines dans la restric-
tion de la prolifération bactérienne intra-
cellulaire. Comme la viabilité de la cellule
épithéliale est indispensable a la réplica-
tion bactérienne, nous avons recherché
si 'activité calpaine intervenait dans la
mort de la niche épithéliale au décours
de linfection. Diverses approches expé-
rimentales ont permis de montrer que,
dans des systémes cellulaires ol p53
est rapidement éliminée (et consécu-
tivement la mort apoptotique inhibée),
Shigella induit de fagon prépondérante
une mort cellulaire de type nécrotique, ce
qu’atteste une condensation chromati-
nienne majeure suivie d’une dilatation du
volume cellulaire et parfois d’effraction
bactérienne dans I'espace extracellu-
laire. De fagon évidente, I'apparition
des signes de nécrose cellulaire coincide
alors avec I’arrét de la prolifération bac-
térienne, ce qui indique le role décisif de
la viabilité cellulaire dans la réplication
bactérienne intracellulaire. €n relation
directe avec cette observation, I'inacti-
vation des calpaines ralentit considéra-
blement I'apparition de la nécrose cel-
lulaire, favorisant ainsi I’explosion de la
prolifération bactérienne intracellulaire.

Conclusion

Cette étude montre que les calpaines
régulent différentes étapes de la phy-
siopathogenese de Shigella. Aun temps
précoce de I’infection, cette activité
protéasique, indispensable a I’entrée
de la bactérie dans la cellule, per-
met également d’inactiver une voie de
signalisation proapoptotique dépen-
dante de p53 (Figure 1). Cependant,
ce type de stratégie bactérienne dans
un contexte de stress génotoxique
n’est pas sans risque sur la stabilité
du génome hote car p53 joue un role
essentiel dans la réponse de réparation
de ’ADN. Le stress génotoxique intense
survenant des les premieres minutes
de I'infection suggére un role causal
direct du pathogene qui reste a iden-
tifier. Cette étude démontre également
le r6le central que joue la nécrose de
la niche épithéliale dans la restriction
de la croissance bactérienne intracel-
lulaire. Le r6le majeur des calpaines
dans I’exécution de ce type de mort
confere a cette classe de protéases une
fonction importante dans la défense
antibactérienne vis-a-vis de certains
pathogenes tels que Shigella. Il sera
donc intéressant d’examiner si d’autres
pathogenes capables d’activer les cal-
paines, tels que €. coli ou Cryptospori-
dium, suivent la méme destinée intra-
cellulaire [7, 9]. ¢

Calpain activation by Shigella flexneri
regulates key steps in the life and
death of bacterium’s epithelial niche
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