Racl est la cible de Yactivité €3

ubiquitine-ligase

du suppresseur de tumeur HACE1

Gérard Gacon!, Amel Mettouchi?

> La petite GTPase Racl controle des pro-
cessus cellulaires essentiels, au nombre
desquels la migration, la phagocytose,
le cycle et 'apoptose [1]. La dérégula-
tion de I'activité de Racl est impliquée
dans des pathologies humaines graves
comme certains déficits immunitaires,
cancers et maladies mentales. Racl est
aussi la cible de nombreux facteurs de
virulence bactériens [2]. Uétude d’un de
ces facteurs, CNF1 (cytotoxic necrotizing
factor 1), a permis & notre équipe de
découvrir un nouveau mode de régula-
tion des protéines Rho, notamment Racl,
par ubiquitinylation et dégradation pro-
téasomique, et d’identifier certains des
acteurs de cette régulation cellulaire,
avec la découverte aujourd’hui de I’acti-
vité €3 ubiquitine ligase de HACEL (HECT
domain and ankyrin repeat containing
€3 ubiquitin-protein ligase 1) vis-a-vis

, Emmanuel Lemichez®

NOUVELLE

Uinstitut Cochin, département de génétique et développement,

Inserm U1016, CNRS UMR8104, université Paris Descartes,

24, rue du Faubourg Saint Jacques, 75014 Paris, France ;

Zinserm, U634, faculté de médecine de Nice,

27, avenue de Valombrose, 06107 Nice, France ;

$Inserm, U895, centre méditerranéen de médecine

moléculaire, C3M, toxines microbiennes dans la relation
hote-pathogenes, université de Nice-Sophia-Antipolis,
UFR médecine, 06204 Nice, France.

gerard.gacon@inserm.fr

de Racl [3]. Ces observations posent
la question de la relation entre cette
activité biochimique de HACEL et ses
propriétés de suppresseur de tumeur.

Les transitions GTP/GDP

des GTPases Ras

Racl comme les autres membres de la
famille Rho (Rho/Rac/Cdc42), appar-
tient a la superfamille des GTPases Ras
[1]. Ce sont des protéines qui oscillent
entre un état inactif et un état activé
en réponse aux signaux transmis par
des récepteurs situés a la membrane
plasmique. Ces protéines lient la guano-
sine-5’-triphosphate (GTP) et catalysent
son hydrolyse en GDP (Figure 1). Durant
la transition GTP/GDP, deux domaines
dits switch changent de conformation,
offrant a ces GTPases, sous leur forme
GTP, la propriété de fixer et d’activer
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Figure 1. Régulation de Racl par HACEL. Représentation schématique du cycle spatiotemporel de
régulation de Racl (gris), basé sur son activité GTPasique. Les facteurs régulateurs de I’échange
et de I’hydrolyse du GTP en GDP sont indiqués en bleu. La forme activée de Racl (liée au GTP) est
ciblée aux membranes (marron) auxquelles son groupement géranylgéranyl permet son ancrage.
CNF1, en catalysant la déamidation de la glutamine 61 (Q a €), induit une forme dominante
active de Racl. Nos récents travaux établissent que la €3 ligase HACEL (rouge) fixe la forme
active de Racl et entrafne sa polyubiquitinylation a la membrane, conduisant a sa dégradation

protéasomique.
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des protéines effectrices. Les transitions
GTP/GDP sont finement régulées par les
facteurs d’échange (GEF) qui catalysent
I’échange du GDP en GTP, et par les pro-
téines GAP qui stimulent I’hydrolyse,
spontanément faible, du GTP. Ce cycle
de régulation temporelle est complété
par une régulation spatiale. Sous forme
GTP, Racl est localisée a la membrane,
ol s’exerce son activité de signalisation,
alors qu’elle est séquestrée, sous forme
inactive liée au GDP, dans le cytosol, en
interaction avec le facteur GDI.

Contréle des GTPases Rho et de Racl
par ubiquitinylation

et dégradation par le protéasome

Il est appary, il y a quelques années, que
les GTPases Rho et leur état d’activa-
tion étaient également contrdlés par un
processus d’ubiquitinylation dégrada-
tive [4, 5]. Cette découverte repose sur
I’étude de la toxine bactérienne CNF1,
produite par des souches d’€. coli uro-
pathogénes, agents responsables de cys-
tites, de pyélonéphrites, et fréquemment
de bactériémies [5]. CNF1 se fixe sur
un récepteur a la surface des cellules
pour pénétrer dans les compartiments
intracellulaires a partir desquels elle
transfere son domaine enzymatique dans
le cytoplasme. Elle y catalyse la déami-
dation des GTPases Rho, dont Racl. La
déamidation spécifique d’une glutamine
de Racl - en position 61 - en acide
glutamique, confere a cette GTPase une
activation constitutive et des propriétés
classiques de mutant dominant positif.
Cette modification de Racl par CNF1
facilite I'invasion des cellules de I’héte
par les bactéries [6]. De plus, I’étude de
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CNFl a permis d’établir que les formes
ainsi activées de Racl et des GTPases
Rho subissent un processus d’ubiquiti-
nylation entrainant leur adressage au
protéasome et leur dégradation [4].
Loin d’étre limité au modele de la toxine
CNF1, ce mécanisme d’ubiquitinylation
et dégradation des GTPases Rho se pro-
duit également pour d’autres mutations
activatrices ou lors de leur activation
physiologique par les GEF. L'ubiquitiny-
lation est une modification post-tra-
ductionnelle des protéines résultant de
la fixation covalente de I'ubiquitine, un
polypeptide de 8 kDa, a une lysine de
la protéine cible [7]. €lle met en jeu
une cascade de réactions d’activation
et de transfert de I'ubiquitine réalisée
séquentiellement par les enzymes €1
et €2 et qui aboutit a la fixation de
I’'ubiquitine sur la cible par une enzyme
spécifique dite €3 ubiquitine ligase. La
€3 ligase est capable de discriminer
une cible et c’est donc elle qui assure
la spécificité de la réaction d’ubiqui-
tinylation d’une protéine [7]. D’autres
molécules d’ubiquitine peuvent se fixer
sur une des sept lysines de la premiere,
constituant des enchainements d’ubi-
quitines de longueur et de structure
variées. 'enchainement sur la lysine 48
(K48) de I’ubiquitine est un signal cano-
nique de ciblage vers le protéasome.
Ainsi, les formes actives des GTPases
Rho subissent une polyubiquitinylation
de type K48, notamment sur la lysine 147
de Racl, entrafnant leur dégradation
par le protéasome [4].

€3 ubiquitine-ligase HACEL catalyse
’ubiquitinylation de Racl-GTP

Des études antérieures avaient permis
d’identifier la protéine Smurfl, une €3
ubiquitine ligase de type HECT (homo-
logous to E6-AP C-terminus), comme
responsable de I'ubiquitinylation de la
GTPase RhoA en réponse a son activation
par CNF1 ou en aval de la signalisation
par le TGF-béta [4, 8]. Dans un nouveau
travail publié en novembre 2011 dans
Developmental Cell [3], nous avons éta-
bli un crible, basé sur I'activité de CNF1,
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pour déterminer le role potentiel des €3
ligases de type HECT dans I'ubiquitinyla-
tion et la dégradation de Racl. Un crible
fondé sur la déplétion systématique
de chacune des 27 ligases a domaine
HECT par la technique d’ARN interférence
(ARNi) nous a permis d’identifier HACEL
comme étant essentielle a la dégrada-
tion protéasomique de Racl (mais non
de RhoA) induite par CNF1 (Figure 1).
Par des études d’interaction in vitro
et de co-immunoprécipitation in vivo,
nous avons établi que HACEL s’associe
préférentiellement a la forme active
(liée au GTP) de Racl. De plus HACE] est
colocalisée avec Racl a la périphérie de
la cellule ou se situe la forme active de
cette GTPase. La réalisation de réactions
d’ubiquitinylation in vitro utilisant des
protéines recombinantes purifiées nous
a permis de montrer que HACEL catalyse
cette réaction, avec une forte spécificité
pour la forme active de Racl. 'ensemble
de ces résultats démontre que HACEIL
fixe préférentiellement Racl-GTP pour
catalyser son ubiquitinylation. U'expres-
sion d’un mutant K48R de I'ubiquitine
dans les cellules réduit fortement la
formation de chaines de polyubiqui-
tines. Au total, ces données établissent
I’activité €3 ubiquitine-ligase de HACEL
sur Racl, et permettent I'identification
d’une premiére cible cellulaire de HACEL.

Inactivation de HACE1

et progression tumorale

La déplétion de HACEL par ARNi conduit
a une augmentation des niveaux cellu-
laires de la forme active de Racl dans
des cellules en culture et plus encore
aprés stimulation par CNF1 (Figure 1).
D’un point de vue physiologique et phy-
siopathologique, nos résultats soulevent
la question des relations entre I"acti-
vité €3 ligase de HACEL vis-a-vis de
Racl et ses propriétés de suppresseur
de tumeur [9]. €n effet, le géne codant
HACEL chez I'homme se trouve dans la
région chromosomique 6q21 qui posséde
une activité avérée de suppresseur de
tumeur. Le géne HACEI est inactivé par
un mécanisme épigénétique dans de

nombreuses tumeurs de Wilms ; il est
également sous exprimé dans environ
50 % des tumeurs humaines et a été
impliqué dans de multiples types de
cancer chez I"homme. Chez la souris,
Iinactivation de hacel induit une sus-
ceptibilité accrue au développement
de cancers de tous types au cours du
vieillissement et coopére avec p53 dans
la tumorigenése [9]. Il semble que cet
effet passe par une dérégulation de
I’activité de la cycline D1, bien que
celle-ci ne soit pas une cible directe
de HACEL. Racl n’est pas a propre-
ment parler une protéine oncogénique,
mais sa contribution a divers aspects
de la cancérogenese, notamment a la
prolifération cellulaire et a Iinvasion
tumorale, et son role essentiel dans
la transformation par 'oncogene Ras,
ont été largement mis en évidence [10,
11]. €n particulier, la signalisation que
contréle Racl joue un role dans la dyna-
mique des contacts intercellulaires, la
migration et le cycle cellulaires. D’autre
part, Racl a été impliquée in vivo dans
divers types de tumeurs humaines soit
parce qu’elle est surexprimée dans des
tumeurs gastriques, testiculaires, mam-
maires, coliques, soit parce qu’elle est
suractivée dans des tumeurs mammaires
et prostatiques ainsi que dans les leucé-
mies myéloides chroniques (LMC) [12].
Chez la souris, IYinactivation de Racl
inhibe le développement de tumeurs
bronchiques, coliques et cutanées
induites par K-Ras. 'augmentation du
niveau de Racl-GTP qu’entraine I'inacti-
vation de HACEL pourrait donc avoir des
effets activateurs sur la prolifération et
I’invasion tumorales.

Il reste a démontrer "implication de
cette régulation de Racl dans I'effet
suppresseur de tumeur de HACEL. Cette
voie de recherche est particulierement
intéressante au vu des récents travaux
montrant que I'inactivation pharmaco-
logique de Racl par le NSC23766 dans
des formes de LMC résistantes a I’lma-
tinib réduit considérablement la pro-
gression tumorale [12]. Force est de
constater que I’étude des pathogenes



ouvre une fois encore de nouvelles voies
de recherche en cancérologie. ¢

The tumor suppressor HACE1 targets
Racl to ubiquitin-mediated
proteasomal degradation
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Connexines

Un nouveau mécanisme de protection
des cellules sécrétrices d’insuline
contre ’apoptose

Philippe Klee, Paolo Meda

Apoptose des cellules béta
pancréatiques sécrétrices d’insuline
dans le diabéte

Les cellules béta qui produisent I'insuline
au sein des Tlots pancréatiques jouent un
role central dans la plupart des formes
de diabete, qu’il soit de type 1 (forme la
plus fréquente chez le jeune), de type 2
(forme la plus fréquente de Iadulte) ou
MODY (rares formes dites maturity onset
diabetes of the young) [11]. Dans tous ces
cas, les cellules béta pancréatiques ne
reconnaissent plus le glucose comme un
stimulus de la sécrétion d’insuline (dia-
béte de type 2 et MODY) et/ou ne sont
plus en nombre adéquat pour assurer une
sécrétion suffisante d’insuline, en raison
d’une apoptose importante (diabéte de
type 1) [1]. Malgré d’intenses efforts de
recherche, les causes et les mécanismes
de ces altérations fonctionnelles et de
la masse cellulaire, qui varient simul-
tanément dans la grande majorité des
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cas de la maladie (diabéte de type 2),
restent encore peu compris. Cependant,
la persistance de quelques cellules béta
fonctionnelles chez des patients ayant
un diabéte de longue durée [2] suggére
une hétérogénéité des cellules béta [3],
certaines d’entre elles étant capables
de résister aux attaques auto-immunes
(diabéte de type 1) et aux défauts
génétiques et métaboliques (diabete de
type 2 et MODY) qui altérent la plupart
des autres cellules béta au début de la
maladie diabétique. Pour expliquer une
telle résistance, nous avons émis I"hypo-
thése que les connexines [4, 5] - des
protéines intégrales de la membrane
cellulaire - qui forment les canaux des
jonctions communicantes de type gap,
pouvaient étre impliquées. €n effet, ces
protéines forment des canaux inter-
cellulaires qui peuvent compenser des
différences métaboliques et fonction-
nelles entre cellules hétérogenes, en
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les « couplant » tant du point de vue
électrique (par des échanges intercel-
lulaires d’ions) et métabolique (par des
échanges intercellulaires de métabolites
et second messagers) [3-5].

La connexine 36 (Cx36) protege les
cellules pancréatiques de I’apoptose
Nous avons précédemment montré que
les cellules produisant I’insuline sont
couplées par un seul type de connexine,
appelée Cx36, et que cette protéine par-
ticipe de fagon importante au controle
de la fonction des cellules béta. €n effet,
la perte de cette protéine entrafne une
augmentation de la sécrétion basale
d’insuline, la perte de la réponse normale
au glucose et des oscillations de calcium
et d’insuline normalement induites par le
sucre [6-8]. Ces défauts, qui résultent
de la perte de la synchronisation inter-
cellulaire des oscillations calciques et de
la diffusion intercellulaire de courants
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