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Rspo2 controle ’issue
de ’infection par C. rodentium
chez la souris

Olivier Papapietro, Samantha Gruenheid

> Escherichia coli entéropathogene
(EPEC) et Escherichia coli entérohémor-
ragique (EHEC) sont des entérobactéries
liées par un mécanisme pathogénique
commun. Responsables d’infections ali-
mentaires accompagnées de diarrhées
séveres, elles constituent un probléeme
de santé publique important a I’échelle
mondiale. EPEC et EHEC adherent aux
entérocytes du tractus intestinal et
injectent dans leurs cellules hGtes des
protéines effectrices via un systéme
de sécrétion de type Ill. Ces effecteurs
ainsi transloqués induisent différentes
réponses cellulaires ciblant notamment
le cytosquelette et provoquent 'efface-
ment des microvillosités (lésions d’at-
tachement et d’effacement) [1].

Citrobacter rodentium, un modéle
pour EPEC et EHEC

€PEC et EHEC sont des pathogenes spéci-
fiques de ’homme et I’absence de modele
expérimental limite la compréhension
des mécanismes régulant le processus
infectieux. Citrobacter rodentium est une
entérobactérie, pathogéne naturel de
la souris, qui partage avec EPEC et EHEC
les facteurs de virulence nécessaires a
I’établissement des Iésions d’attache-
ment et d’effacement, ainsi que la méme
stratégie infectieuse. Le fond génétique
de I’hGte joue un role majeur dans I'issue
de I'infection par C. rodentium. &n effet,
celle-ci peut conduire au développement
d’une colite modérée et limitée dans le
temps chez des souches résistantes (B,
Balbe, 12951) ou, a Iinverse, provoquer
le développement de diarrhées fatales
chez des souches susceptibles (C30u,
FVB, AKR) [2-4]. Ces différences de sus-

m/s n° 8-9, vol. 29, aoiit-septembre 2013
DOl :10.1051/medsci/2013298003

ceptibilité font de la souris un modéle de
choix pour étudier les facteurs génétiques
controlant Iissue de I'infection, et pour
identifier de nouvelles cibles thérapeu-
tiques pour lutter contre EPEC et EHEC.

Rspo?2 contrédle la susceptibilité des
souris a I’infection par C. rodentium
Une étude de liaison, réalisée sur des
souris hybrides de deuxieme géné-
ration issues du croisement entre la
souche résistante Bé et la souche sus-
ceptible C30u, a permis I'identification
d’un locus majeur sur le chromosome
15 (locus Cril) contrdlant la résistance
a Pinfection par C. rodentium [3]. Des
lignées congéniques, de fond génétique
C30u chez lesquelles différentes régions
du chromosome 15 d’origine B6 (résis-
tant) ont été introduites, ont permis
de valider Iimplication de Cril puis
d’affiner la localisation du locus dans
un intervalle réduit [3, 5]. Aprés un
travail de séquencage et d’analyse de
I’expression des genes candidats, nous
avons identifié le géne Rspo2 comme
étant spécifiquement induit au cours de
I’infection chez les souris sensibles, mais
pas chez les souris résistantes [5].
Rspo2 est un membre de la famille
de génes codant pour les protéines
R-spondines (RSpol-4). Ces pro-
téines, de structures trés conservées,
sont des molécules sécrétées, initia-
lement décrites chez la souris comme
des facteurs de croissance pour I’épi-
thélium intestinal. Des travaux récents
ont permis de préciser les mécanismes
d’action ainsi que les fonctions nor-
males et pathologiques des protéines
R-spondines, dans les processus de pro-
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lifération, de différenciation, de survie
et de polarisation cellulaires dans de
nombreux tissus et au cours de dévelop-
pement [6]. Les protéines RSpo sont des
activateurs de la voie canonique Wnt/f3-
caténine (Figure 1). Dans I’intestin, les
R-spondines ont été impliquées comme
facteurs de survie pour les cellules
souches épithéliales [7] et des événe-
ments de fusion génétique, entrainant
I’expression non régulée de RSP02 et
RSPO3, ont été identifiés dans 10 % des
cancers colorectaux chez I’lhomme [8].

Rspo?2 contrdle la différenciation
fonctionnelle de I’épithélium
intestinal

Nous avons caractérisé I'implication
fonctionnelle de Rspo2 dans la suscep-
tibilité a I'infection par C. rodentium.
Dans le c6lon des souris susceptibles,
Rspo?2 est induit rapidement au cours
de I’infection, et son expression aug-
mente de facon continue jusqu’a la
mort des animaux. RspoZ est induit
dans la muqueuse de la lamina propria.
€n accord avec sa nature de protéine
sécrétée, I'expression de Rspo2 dans la
muqueuse est associée d une activation
massive de la voie canonique Wnt/[3-
caténine dans les cellules des cryptes et
de Iépithélium intestinal. Cette activa-
tion s’accompagne d’une forte réponse
proliférative. A P’inverse, chez les ani-
maux résistants, en I"absence d’expres-
sion de Rspo2, la voie Wnt/B-caténine
n‘est pas suractivée et la prolifération
épithéliale est limitée.

Une fine régulation de la voie canonique
Wnt/B-caténine permet le fonctionne-
ment normal de I'intestin [9]. Elle per-
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Figure 1. Représentation schématique de la voie d’activation Wnt/[3-caténine. €n I’absence de Wnt ou de Rspo?2 (A), la forme cytoplasmique de la

[B-caténine est séquestrée dans un complexe de dégradation composé de 'axine, APC et des kinases GSK3 et CK1. La B-caténine phosphorylée par

GSK3 et CK1 va étre ubiquitinée et dégradée par le protéasome. €n présence de Wnt et/ou de Rspo2 (B), le complexe de dissociation est recruté a

la membrane par le récepteur Frizzled/LRP5/6 permettant "accumulation cytoplasmique de B-caténine et sa translocation dans le noyau, ot, en

synergie avec le facteur de transcription TCF, elle va induire I"expression des génes de réponses de la voie Wnt. APC : adenomatous polyposis coli;

GSK3 : glycogen synthase kinase 3 ; TCF : T-cell factor.

met la survie des cellules souches épi-
théliales et la génération de précurseurs
indifférenciés qui migrent de la base des
cryptes vers I’épithélium intestinal, mais
doit en revanche étre strictement inhi-
bée pour permettre la différenciation
des précurseurs en entérocytes matures
et cellules sécrétoires différenciées
[10]. Lactivation constitutive de cette
cascade induit la génération d’un épi-
thélium non différencié et caractérise la
premiére étape de cancer du célon [11].
Cependant Iimplication de Rspo2 dans
I’issue de I'infection par C. rodentium
démontre un réle inattendu de la voie
de signalisation Wnt/B-caténine dans
le développement de diarrhées infec-
tieuses.
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Nous avons étudié I'impact de I'activa-
tion par Rspo2 de la voie Wnt/B-caténine
sur la fonctionnalité de I’épithélium
intestinal. Deux marqueurs des entéro-
cytes matures ont été particulierement
Slc26a3 et Car4. Ces deux
protéines fonctionnent en synergie pour

caractérisés :

la production et I’export du bicarbonate
et I'import de CI". Slc26a3 joue un role
majeur dans I"absorption de sel et d’eau
dans le colon, et des mutations dans ce
geéne provoquent des diarrhées fatales
chez ’lhomme comme chez la souris.
L'expression de ces deux marqueurs est
limitée aux entérocytes matures et, de
facon importante, la perte d’expression
de Slc26a3 et Car4 par I’épithélium du
c6lon a été associée a une susceptibilité

a Pinfection par C. rodentium [2]. Nous
avons montré que 'expression de Rspo?
chez les souris susceptibles induit I'ex-
pansion de précurseurs indifférenciés et
la perte d’expression de Slc26a3 et Car4
par I’épithélium intestinal, par un méca-
nisme dépendant de la voie canonique
Wnt/B-caténine. Linhibition de cette
cascade permet de limiter ces événe-
ments de dédifférenciation fonctionnelle
de I"épithélium et de protéger les ani-
maux, avec une réduction de la mortalité
suite a I'infection par C. rodentium.

Conclusion

La caractérisation du locus Cril a permis
d’identifier le gene Rspo2 comme un
régulateur essentiel de la susceptibilité
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Figure 2. Un modéle de susceptibilité a 'infection par C. rodentium.

a linfection par C. rodentium et d’il-
lustrer un mécanisme inattendu dans
I’étiologie des diarrhées infectieuses
chez la souris. Notre travail permet de
proposer un modeéle (Figure 2) dans
lequel I’activation de la voie Wnt/[3-
caténine par Rspo? induit I’expansion de
précurseurs indifférenciés et 'inhibition

de la différenciation des entérocytes
matures. Ces événements conduisent in
fine a la génération d’un épithélium peu
différencié exprimant des défauts cri-
tiques pour I"absorption de sel et d’eau,
et au développement de diarrhées. ¢
Rspo2 controls C. rodentium infection
outcome in mice
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