DAMGO. €n revanche, chez des souris
dépourvues de récepteurs pL-opioides,
aucun de ces effecteurs n’induisait d’ef-
fet sur la NGI. Ainsi, les souris knock-
out pour les récepteurs pL-opioides ne
réduisaient pas leur apport alimen-
taire lorsqu’elles étaient soumises a un
régime riche en protéines, contrairement
aux souris sauvages qui le diminuaient
de 20 %. Enfin, nous avons étudié la
prise alimentaire des souris déficientes
pour la NGI traitées avec un antagoniste
des récepteurs LL-opioides ou chez les-
quelles un dipeptide était infusé dans la
veine porte. Tandis que les souris sau-
vages diminuaient leur prise alimentaire
de 15 %, aucun effet n’était observé en
I’absence de la néoglucogenése intes-
tinale [12].

Conclusion

Nous avons élucidé le mécanisme par
lequel les protéines alimentaires exer-
cent leur effet bien connu de satiété.
Au cours de leur assimilation, les pep-
tides libérés exercent un effet anta-
goniste sur les récepteurs p-opioides
des parois de la veine porte, qui se
traduit par I’envoi d’un signal ner-

veux au niveau central. Un arc réflexe
induit I"expression des génes de la
NGl et la libération de glucose dans le
sang de la veine porte, ce qui induit
alors une diminution de la sensation
de faim (Figure 2). Il est intéressant de
mentionner que cette séquence d’éve-
nements requiert du temps. €n effet,
elle nécessite I'expression de certains
genes, et son effet peut ainsi perdurer
apres la fin du repas. C’est ce qui nous
a permis de comprendre cette propriété
unique des protéines qui diminuent la
sensation de faim bien apres le repas
en cours, ce qui répond a la définition
de la satiété. ¢

Opioid receptors associated with

portal vein regulate a gut-brain

neural circuitry limiting food intake
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Structure et mode d’injection
de ’oncoprotéine CagA
d’Helicobacter pylori

Burcu Kaplan-Tirkéz, Laurent Terradot

CagA, la conspiratrice de la

carcinogenése bactérienne

Helicobacter pylori colonise I"estomac
de plus de la moitié de la population
mondiale et si la grande majorité des
personnes infectées ne montrent aucun
symptome, 20 % d’entre elles déve-
loppent un ulcere gastrique. Plus grave,
chez 3 % des patients, la bactérie peut
causer des adénocarcinomes ou des
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lymphomes de type MALT (mucosa-asso-
ciated lymphoid tissue) et font d’H.
pylori la seule bactérie carcinogéne de
classe 1 (OMS, 1994). La protéine CagA
(pour cytotoxin associated gene A) est
une protéine d’environ 130 kDa produite
par certaines souches d’H. pylori [1].
Les souches dites cagA-positives sont
plus fréquemment associées aux cancers
que les souches dites cagA-négatives.
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Lorsque CagA est surexprimée dans
des souris transgéniques, la protéine
provoque Iapparition de tumeurs gas-
triques et de leucémies [2], démontrant
un lien direct entre la protéine bacté-
rienne et 'apparition de cancers.

Les souches cagA-positives portent éga-
lement une batterie de génes qui codent
pour un appareil de sécrétion de type IV
(T4SS) [11]. Cet appareil s’apparente
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Figure 1. Structure de CagA. Structure cristalline de CagA (résidus 1 a 884) représentée en rubans et tubes (hélices) colorée selon les domaines : D1 (bleu
foncé), D2 (bleu clair), D3 (vert) et D4 (jaune). A droite le complexe de la kinase MARK/PAR1 (gris) et du motif MKI de CagA (résidus 948-961) [4].

a une seringue moléculaire qui injecte
I’oncoprotéine CagA dans les cellules
épithéliales. Lors de I’infection, CagA
est retrouvée a la pointe de la seringue
moléculaire (pilus du T4SS). Cet appen-
dice s’attache aux adhésions focales
des cellules et utilise I'intégrine at5P1
comme récepteur. Une fois injectée, CagA
reste a la surface interne de la membrane
plasmique ou elle interagit avec une plé-
thore de protéines humaines (revue dans
[31). Ainsi, CagA se lie a la kinase MARK1
(MAP/microtubule affinity-regulating
kinase 1) par I’intermédiaire de motifs
(appelés MKI) situés dans la portion car-
boxy-terminale (Figure 1). Ces séquences
miment le substrat naturel de la kinase
et inhibent son activité, ce qui déregle la
polarité des cellules [4]. La partie car-
boxy-terminale de CagA peut étre phos-
phorylée (CagA-P) par des kinases de la
famille Src sur les tyrosines contenues
dans des motifs EPIYA. CagA-P interagit
avec les domaines SH2 de nombreuses
protéines et en particulier avec ceux
de la phosphatase SHP-2. La phospha-
tase est activée et déphosphoryle les
protéines des voies de signalisation, ce
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qui engendre prolifération et migration
cellulaires.

Vers la détermination de la structure
de CagA

Malgré 'importance médicale de CagA
et I’abondance des études sur ses fonc-
tions, la structure tridimensionnelle
de cette protéine restait un mystére.
La difficulté principale était d’obte-
nir un fragment stable de la protéine
a partir de son expression recombi-
nante dans Escherichia coli. Nous avons
tout d’abord généré une librairie de
clones par une approche a haut débit
(ESPRIT) en espérant isoler un frag-
ment du domaine carboxy-terminal,
dont les fonctions étaient le mieux cer-
nées. Si cette démarche n’a pas permis
d’obtenir de structure, elle a apporté
des informations déterminantes [5].
CagA est en fait constituée d’une par-
tie carboxy-terminale non structurée
lorsqu’elle est isolée, et d’un large
fragment amino-terminal structuré et
contenant des éléments de structure
secondaire (Figure 1). Ce travail a trés
récemment abouti a la détermination

de la structure du fragment de CagA
(résidus 1 a 884 sur 1186 au total) par
cristallographie aux rayons X @ une réso-
lution de 3,6 A [6].

CagA, une structure unique

La structure de CagA;_gg4 est modulaire
en forme de croissant de lune (Figure 1).
Elle contient quatre domaines qui inte-
ragissent entre eux assez faiblement
et de nombreuses zones restent mal
définies. Le premier domaine (D1) est
hélical, mais la densité électronique mal
définie dans cette région n’a pas permis
d’établir sa séquence exacte. Le cceur
de la protéine est le domaine D2, formé
d’un long feuillet béta incurvé (single
layer beta sheet-SLB) soutenu sur sa
face convexe par un petit domaine glo-
bulaire (D2’) et par trois hélices formant
une épingle. D2 est prolongé par une
longue hélice alpha amphipatique (D3)
qui sépare D2 du domaine carboxy-ter-
minal D4. Ce dernier est constitué de cing
hélices dont les trois premieres forment
un bouquet avec I’extrémité de D3. Ainsi,
le dernier résidu apparent est GIn822,
suggérant que la portion restante est



A
Fragment ::r::l:: Stabilité
303-404 SLB et D2’ +
1-291 D1 et
393-733 SLB2-D2” it
303-456 SLB it
369-448 D2’ it
Invasine = +++

Attachement Inhibition
aux cellules de la
AGS translocation
+++ ++
+++ -
+++ -
+++ +++

Figure 2. Analyse fonctionnelle de CagA. Tableau récapitulatif des essais d’inhibition de la trans-

location de CagA sur des cellules AGS. Comparaison de la structure de CagA (magenta) et de OspA

(beige). Le domaine d’interaction de CagA avec I’intégrine al5B1 est indiqué par un rectangle en

pointillés.

non structurée dans le cristal. U'analyse
des résidus exposés et conservés dans les
différents variants de CagA disponibles
indique plusieurs régions d’intérét. Ainsi,
le bouquet d’hélices (D3 et D4) res-
semble au domaine de liaison de I’actine
F (F-actin binding domain) retrouvé
dans plusieurs protéines du cytosque-
lette ou des adhésions focales, telles que
la kinase des adhésions focales (FAK), la
vinculine ou I'ot-caténine. Le domaine
D2” est assez conservé et contient deux
résidus responsables de I'attachement
de la protéine a la phosphatidylsérine
[7]. Il est probable que cette région soit
impliquée dans le maintien de CagA a la
surface interne de la membrane plas-
mique de la cellule hote.

Mode d’attachement de CagA sur
P’intégrine o501

€n collaboration avec le groupe du Pr
Haas, nous avions précédemment mon-
tré que CagA interagissait avec I'in-
tégrine a5B1 [8]. Cependant la zone
d’interaction était mal définie et le
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role de 'interaction n'avait pas pu étre
déterminé. Nous avons donc réalisé une
série de mutants de délétion de CagA
et testé Iinteraction de ceux-ci avec
5B par le systéme double hybride
chez la levure. Les résultats indiquent
que la région nécessaire a I'interaction
contient les acides aminés 303 a 404,
ce qui correspond a la moitié proximale
de D2 dans la structure de CagAi_ggs
(Figure 2). Des essais de compétition
ont été réalisés a partir de différents
fragments de CagA correspondant a dif-
férents domaines de CagA (Figure 2).
Des cellules AGS (adénocarcinomes gas-
triques) ont été incubées avec ces frag-
ments purifiés, puis mis en culture en
présence d’H. pylori. Nous avons ensuite
évalué 'attachement des fragments
sur les cellules et détecté I'injection
de la protéine CagA par les bactéries.
Nous avons observé que les fragments,
a I’exception de D2’, s’attachaient sur
la cellule. De maniere remarquable, les
fragments 303-456 et 303-404 étaient
capables d’inhiber complétement I'in-

jection de CagA par la bactérie. Ces
résultats montrent que I'interaction de
CagA avec Pintégrine a5PB1 se fait par
Iintermédiaire des cing premiers feuil-
lets B de la SLB. Dans le méme essai,
la protéine invasine de Listeria n’a pas
d’effet sur I"injection de CagA. U'invasine
interagit également avec B1, mais par
Iintermédiaire de résidus mimant struc-
turellement les motifs RGD des fibronec-
tines, un partenaire naturel des inté-
grines. Nos résultats indiquent donc que
Pinteraction de CagA avec a5f1 se fait
par un nouveau mécanisme, indépendant
du motif RGD. De manieére inattendue, la
zone d’interaction de CagA ressemble
a la protéine OspA (outer surface pro-
tein A) produite par la bactérie Borella
burgdorferi (Figure 2), ’agent respon-
sable de la maladie de Lyme. Cette bac-
térie infecte les macrophages et les cel-
lules dendritiques. La protéine OspA joue
un role prépondérant dans I’infection
en interagissant avec I'intégrine o2
[9]. Les modes d’attachement de CagA
sur B1 et de OspA sur B2 pourraient étre
structuralement similaires.

Conclusion

La structure de CagA représente une
étape majeure de la compréhension
des mécanismes de 'oncogenese par
H. pylori. Uéquipe du Pr Hatakeyama a
également réussi a déterminer la struc-
ture de CagA et identifier les domaines
d’interaction entre les domaines amino-
et carboxy-terminaux de la protéine
[10]. La recherche visant & appréhen-
der les détails moléculaires et struc-
turaux du mode d’action de CagA entre
donc dans une nouvelle ere et, si nous
sommes encore loin de comprendre les
détails moléculaires du mode d’action
de la toxine, ces structures permet-
tront de nouvelles études plus ciblées.
€n outre, le fait de pouvoir bloquer la
translocation de la protéine est une
avancée prometteuse dans la recherche
de nouveaux inhibiteurs. ¢

Structure and mode of injection of

the oncoprotein CagA of Helicobacter

pylori
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Résistance des cellules de LLC

a Papoptose

Le role déterminant des cellules stromales
dans le maintien du potentiel redox

Wan Zhang?, Li Feng?, Héléne Pelicano?, Peng Huang?

> La leucémie lymphoide chronique
(LLC) est la forme la plus fréquente des
hémopathies lymphoides dans le monde
occidental [1, 2]. €lle reste incurable
en dépit de la mise au point réguliére
de nouvelles thérapies. Les traitements
actuels utilisent des agents alkylants
(chlorambucil, cyclophosphamide), une
polychimiothérapie de type CHOP (vin-
cristine, cyclophosphamide, adriamy-
cine, prednisone), des antimétabolites
qui affectent en premier lieu la synthese
de I’ADN (fludarabine, cladribine) et un
anticorps monoclonal (rituximab) dirigé
contre I'antigene de membrane CD20
(3, 4].

Physiopathologie de la LLC et rdle du
microenvironnement

La LLC résulte de I"accumulation pro-
gressive de lymphocytes B CD5* (LLC-B).
Les cellules LLC-B se caractérisent par
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un faible index de prolifération et leur
résistance a I"apoptose en raison de
la surexpression de Bcl2 (B-cell lym-
phoma 2), Mcl-1 (myeloid cell factor 1)
et Bag-1, et de la faible expression de
protéines pro-apoptotiques comme Bax
(Bcl-2-associated X protein) [5-7].
Les cellules LLC-B ont un métabolisme
plus actif que les cellules saines, ce qui
entraine une production plus importante
de radicaux libres et une dépendance
vis-a-vis des antioxydants cellulaires
comme le glutathion (GSH) pour main-
tenir leur balance redox intracellulaire
[8, 9]. De plus, interaction des cel-
lules LLC-B avec les cellules accessoires
(cellules stromales, cellules nurse-like)
dans la moelle osseuse ou les gan-
glions est aussi importante pour leur
survie [10, 11]. €n effet, les cellules
leucémiques expriment a leur surface
le récepteur de chémokines CXCR4

(CD184), dont le ligand CXCL12 (SDF-1,
stromal cell-derived factor-1), sécrété
par les cellules stromales de la moelle
et les cellules nurse-like dérivées des
monocytes, permet aux cellules LLC-B
d’échapper a 'apoptose par activation
des voies MAP (mitogen activated pro-
tein) kinase [12-14].

La résistance des cellules LLC-B a
I’apoptose in vivo contraste avec leur
hypersensibilité a I’apoptose in vitro.
Ceci suggere la perte dans ces cellules
de facteurs nécessaires a leur survie. €n
outre, les cellules LLC-B dépendent du
GSH (glutathion réduit) pour leur survie
in vivo et, quand elles sont cultivées
in vitro, la concentration de GSH décline
rapidement [15, 16]. La localisation
médullaire initiale de la maladie et I'in-
duction d’un retard de cette apoptose
lorsque les lymphocytes sont cultivés
en présence de cellules stromales [17]


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2013291012

	CagA, la conspiratrice de la carcinogenèse bactérienne
	Vers la détermination de la structure de CagA
	CagA, une structure unique
	Mode d’attachement de CagA sur l’intégrine a5b1
	Conclusion
	REMERCIEMENTS
	LIENS D’INTÉRÊT
	RÉFÉRENCES

