Parmi les tres nombreux substrats de
Pinl identifiés figure le facteur de
transcription IRF3 [12]. Pinl reconnait
en effet IRF3 phosphorylé (IRF3-P) et
catalyse son isomérisation. Le chan-
gement de conformation ainsi induit
conduit a I'ubiquitination d’IRF3 et a
sa dégradation par le protéasome. Pinl
est donc un inhibiteur de la réponse
antivirale dépendante d’IRF3 qui permet
d’interrompre la synthése d’IFN-[3 [12].
Deux protéines TRIM, TRIM21 et TRIM19,
augmentent la production d’IFN-f3 en
empéchant la reconnaissance d’IRF3-
P par Pinl [13]. Tandis que TRIM21
empéche I'interaction entre IRF3-P et
Pinl, TRIM19 agit en séquestrant Pinl
dans les corps nucléaires PML (promye-
locytic leukemia), ’empéchant ainsi
d’interagir avec sa cible [13, 14] (Figure
24). Nous avons montré qu’IRF7-P est
également un substrat de Pinl, et que
la synthése d’IFN par les pDC est donc
fortement réprimée par cette enzyme
[10]. Nos travaux lévent le voile sur le
systéme de contrdle de la production
d’IFN par les pDC, dont la régulation fine

Mécanotransduction

par les cavéoles

Un role inédit de I’ATPase EHD2

Christophe Lamaze!, Stéphanie Torrino?

> Les cellules pergoivent leur microenvi-
ronnement grdce a des signaux solubles,
des récepteurs, mais aussi des facteurs
physiques et mécaniques, tels que la
rigidité de la matrice extracellulaire,
I’adhérence confinée, ou encore les
forces de cisaillement de la lymphe et
du sang sur les cellules endothéliales des
vaisseaux. Ainsi, la plupart des cellules
sont en permanence soumises a des sti-
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implique deux protéines antagonistes :
TRIM8, qui permet une production effi-
cace d’IFN par ces cellules, et Pinl, qui
bloque cette production (Figure 2B).
Cette découverte pourrait permettre
d’élaborer de nouvelles stratégies thé-
rapeutiques contre des maladies liées a
une surproduction d’IFN, notamment les
maladies virales chroniques et les mala-
dies auto-immunes. ¢

Interferon response: with great power
comes great responsibility
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mulus mécaniques, qui sont traduits en
signaux biochimiques par un processus
appelé mécanotransduction. La méca-
notransduction contréle de nombreux
aspects de la vie cellulaire, notamment
la croissance, la forme ou la différen-
ciation des cellules [1]. Des réponses
cellulaires anormales aux contraintes
mécaniques externes et internes sont
associées A certaines maladies (e.g.,

maladies cardiaques, myopathies, can-
cer) [2]. Si les dix derniéres années
ont vu s’accroitre considérablement le
nombre d’études sur les forces méca-
niques en biologie, les mécanismes qui
permettent d’intégrer la détection de ces
forces (mécanoréception) & la mécano-
transduction restent mal compris.

Les cavéoles sont des petites (60-80
nm) invaginations caractéristiques de la
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Figure 1. La cavéole. Les oligomeéres de
cavéoline-1, en s’associant a la membrane
plasmique, la déforment en une petite inva-
gination cavéolaire de 60-80 nm. Le com-
plexe cytosolique de cavines interagit avec
la cavéoline-1 membranaire pour stabiliser
la forme définitive des cavéoles. Au niveau
du cou de la structure, EHD2 et pacsine-2
participent également a la morphogenese de

la cavéole.

membrane plasmique en forme de bulbe,
qui ont été découvertes en microscopie
électronique il y a plus de soixante ans
par Georges Palade [3] (Figure 1). Elles
sont produites par I'association d’oli-
gomeres d’une protéine transmembra-
naire, la cavéoline-1 (Cavl, leur prin-
cipal composant structural), et sont
stabilisées par I'assemblage de trois
cavines cytoplasmiques (cavine-1, -2
et -3) formant un manteau polyédrique
autour de leur bulbe [4, 5]. Les pro-
téines pacsin2 (protein kinase C and
casein kinase substrate in neurons 2)/
syndapine-1l et EHD2 (€ps-15 homo-
logy domain-containing protein 2) sont
également associées aux cavéoles. Pac-
sin2, qui contient un domaine BAR (Bin,
Amphiphysin, Rvs) permettant la ligison
aux courbures membranaires, est colo-
calisée partiellement avec les cavéoles
et participe a leur morphogenése. Quant
a EHD2, une ATPase capable de se lier a
la membrane plasmique et d’induire la
tubulation et la scission membranaires,
elle est localisée au niveau du cou de
I’invagination cavéolaire et assure la
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stabilité des cavéoles dans la membrane
plasmique (Figure 1).

€n 2011, nous avons découvert une
fonction nouvelle des cavéoles dans la
mécanoréception et la mécanoprotec-
tion des cellules. Sous I'effet d’'une aug-
mentation de la tension de la membrane
plasmique produite par le gonflement
ou I’étirement mécanique des cellules,
les cavéoles s’aplatissent immédiate-
ment pour fournir une surface mem-
branaire supplémentaire et empécher
ainsi la rupture [6]. Plusieurs processus
induits par le désassemblage méca-
nique des cavéoles restent cependant
a comprendre. Nous avons cherché 1) a
déterminer si le désassemblage méca-
nique des cavéoles est associé a une
fonction de mécanotransduction, 2)
a identifier les protéines impliquées
dans cette mécanotransduction, et 3) a
définir la fonction des protéines identi-
fiées dans la mécanoréception par les
cavéoles. Deux protéines cavéolaires,
cavine-1 et EHD2, contiennent un motif
de localisation nucléaire (nuclear loca-
lization signal, NLS), ce qui leur confére
la possibilité de réaliser la navette entre
le noyau cellulaire et le cytoplasme [7,
8]. De plus, I'impact du stress méca-
nique sur la translocation nucléaire de
ces protéines, et son rdle potentiel dans
la mécanotransduction par les cavéoles,
ont été étudiés.

Par différentes techniques d’imagerie
et de biochimie, nous avons d’abord
confirmé qu’en I’absence de stress
mécanique, EHD?2 et cavine-1 sont loca-
lisées a la membrane plasmique. €n
revanche, en présence d’un stress méca-
nique (choc osmotique, étirement cel-
lulaire), une relocalisation d’€HD2 dans
le noyau est observée, alors que la loca-
lisation de la cavine-1 n’est pas modi-
fiée. Nous avons également analysé la
dynamique de la translocation nucléaire
d’€HD2 dans des cellules vivantes en 3D
en utilisant la microscopie « a feuilles
de lumiére en réseau ». Il est alors
apparu qu'au cours du désassemblage
mécanique des cavéoles, la quantité
d’€HD2 nucléaire augmente rapidement,

et qu’inversement, la suppression du
stress mécanique s’accompagne d’une
diminution de la quantité d’€HD2 dans
le noyau ; le réservoir de cavéoles a la
membrane plasmique est alors rapi-
dement reconstitué. Ces observations
indiquaient que désassemblage et réas-
semblage des cavéoles de la membrane
plasmique sont étroitement associés a
la translocation nucléaire d’€HD2 [9].
Nous avons alors recherché si des modi-
fications post-traductionnelles de EHD?
étaient associées a sa libération méca-
nique des cavéoles. €n effet, EHD2 peut
étre sumoylée par SUMO-1 (modification
semblable & I'ubiquitination) [81, la
sumoylation des protéines étant asso-
ciée a leur transport nucléo-cytoplas-
mique et a la réponse des cellules a
différents stress, y compris a un stress
osmotique chez les plantes [10]. Uin-
teraction entre EHD2 et SUMO a été
explorée par la technique PLA (proximity
ligation assay), qui permet de détecter
par immunofluorescence les interactions
protéine-protéine, ainsi que par des
expériences de sumoylation de EHD2.
Nous avons alors montré qu’un stress
mécanique induit la sumoylation de
€HD? et, grace a I'utilisation de mutants
de sumoylation, que cette sumoylation
est essentielle pour sa translocation
dans le noyau [9].

Pour déterminer le réle de la translo-
cation nucléaire de EHD2, les trans-
criptomes de cellules privées d’€HD2
(en utilisant un petit ARN inhibiteur
spécifique) et de cellules témoins ont
été ensuite analysés, en présence ou en
I’absence d’un stress mécanique. Nous
avons ainsi montré que I’enrichissement
de plusieurs ensembles de transcrits
codant des protéines impliquées dans
différentes voies de signalisation, en
présence d’un stress mécanique, était
conditionné par la présence d’€HD2.
Nous avons également mesuré les quan-
tités d’ARNm codant des protéines
cavéolaires en présence et en "absence
d’une contrainte mécanique appliquée
aux cellules, et montré que le stress
mécanique provoque une diminution
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significative du nombre de ces ARNm.
Cette répression adaptative de la trans-
cription dépend de la présence d’€HD?
et de I'activité de ses deux partenaires
KLF7 (facteur 7 de type Kriippel) et
MOKA (modulateur de I"activité de KLF7)
[8, 91.

La microscopie de fluorescence « par
réflexion totale interne » (ou microsco-
pie a onde évanescente) nous a ensuite
permis d’analyser le réle d’€HD2 dans la
dynamique des cavéoles, et nous avons
constaté que si la perte d’€HD2 ne per-
turbe pas le désassemblage des cavéoles
provoqué par un stress mécanique, elle
entraine cependant un défaut du réas-
semblage des cavéoles lors du retour
aux conditions basales. €n mesurant
la tension membranaire par la tech-
nique de « traction par attache », nous
avons montré que la présence d’€HD?2
est nécessaire au maintien, dans la
membrane plasmique, d’un réservoir
fonctionnel de cavéoles qui amortit les
variations de tension membranaire lors
de contraintes mécaniques [9].
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Un faible niveau d’expression d’€HD2
a été rapporté dans plusieurs tumeurs
cancéreuses solides [11, 12]. L’étape
suivante était donc de déterminer si
cette faible expression d’€HD2 était
également associée a des défauts de
stabilisation des cavéoles et de trans-
location nucléaire de cette protéine.
Nous avons analysé la dynamique des
cavéoles dans deux lignées cellulaires de
cancer du sein, Hs578T et MDA-MB-436,
sélectionnées pour leur forte et tres
faible production d’€HD2, respective-
ment. €n exergant une contrainte méca-
nique sur la membrane plasmique de
ces cellules, nous avons observé une
diminution rapide du nombre de cavéoles
a la surface des cellules Hs578T (forte
expression d’€HD?2), mais pas des cel-
lules MDA-MB-436 (faible expression
de EHD2). Nous avons également mon-
tré que ce défaut de mécanoréception
par les cavéoles dans les cellules MDA-
MB-436 était associé a des défauts de
régulation transcriptionnelle de genes
codant des protéines constituantes des

Figure 2. EHD2 est un acteur central de la
mécanotransduction par les cavéoles. Sous
I’effet d’une contrainte mécanique, les
cavéoles s’aplanissent afin d’assurer I’ho-
méostasie de la tension membranaire de
la cellule. Cela entraine la libération de la
cavéoline, des cavines, et d’€HD2. EHD?2 est
alors SUMQylée et transférée au noyau, ou il
controle la transcription de génes par interac-
tion avec le complexe transcriptionnel MOKA
et KLF-7. Lors du relachement des contraintes,
€HD2 quitte le noyau et retourne a la mem-
brane plasmique pour stabiliser de nouveau le

réservoir de cavéoles.

cavéoles. L'analyse de ces lignées cel-
lulaires par microscopie électronique
«a réplique de métal » a montré une
multitude de cavéoles invaginées, en
accord avec I'expression forte de Cavl
et EHD2, dans les cellules Hs578T, tan-
dis que les cellules MDA-MB-436, quasi
dépourvues d’€HD2, possédaient tres
peu de cavéoles, voire aucune. L'expres-
sion forcée d’€HD2 dans ces cellules est
d’ailleurs suffisante pour reconstituer un
réservoir de cavéoles dans la membrane
plasmique. Nos résultats indiquent que
I’absence de cavéoles dans les cellules
cancéreuses dépourvues d’€HD?2 pourrait
€tre une conséquence de I'impossibilité
de stabiliser leur réservoir de cavéoles
dans un environnement mécanique chan-
geant au sein de la masse tumorale [9].

€n conclusion, nos résultats montrent,
pour la premiere fois, I'existence d’une
mécanotransduction dépendante des
cavéoles, et définissent EHD2 comme
un acteur central de ce processus en
reliant le désassemblage du réservoir
de cavéoles a la régulation de la trans-
cription des genes en présence d’une
contrainte mécanique exercée sur la
membrane plasmique (Figure 2) [9]. ¢
Caveolae mechanotranduction: a new
role for the EHD2 ATPase
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Cocaine en « dents de scie »

€n modéliser la consommation

chez le rat

Florence Allain, Anne-Noél Samaha

> Consommer une drogue ne signifie
pas nécessairement étre toxicomane et
méme avec un usage répété, la consom-
mation de drogue peut rester récréative
et contrdlée. A Pinverse, quand un indi-
vidu perd le controle de sa consom-
mation, cette derniére est qualifiée de
pathologique, et un trouble d’utilisation
de substance peut alors étre diagnosti-
qué (nous parlerons de toxicomanie ou
d’addiction). Dissocier une consomma-
tion récréative de drogue d’une consom-
mation pathologique est primordial pour
comprendre comment la toxicomanie se
développe, et ainsi mieux la traiter. Pour
faire cette dissociation, les signes symp-
tomatiques d’une consommation com-
pulsive et pathologique de drogue sont
répertoriés dans le manuel diagnostique
et statistique des troubles mentaux
(DSM-5) de I’Association américaine
psychiatrique [1]. Ces signes incluent
une motivation excessive a obtenir et
consommer la drogue, consommer en
dépit des conséquences négatives, une
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vulnérabilité a la rechute aprés abs-
tinence, et autres. Pour modéliser la
toxicomanie en laboratoire, ces mémes
signes sont recherchés chez des animaux
a qui I’on permet de consommer volon-
tairement de la drogue [2].

En dépit de plusieurs années de
recherche, I’addiction a la cocaine est,
encore aujourd’hui, un trouble pour
lequel il n’existe aucun traitement phar-
macologique approuvé. Ceci peut étre
dl au fait que les modéles animaux sur
lesquels les cibles thérapeutiques sont
identifiées et les traitements testés ne
représentent pas toujours une consom-
mation pathologique de cocaine clini-
quement pertinente. Afin d’augmenter
la valeur translationnelle des modéles
animaux a la condition clinique, il est
important d’observer chez eux les com-
portements symptomatiques d’une
consommation pathologique de cocaine
telle que mesurée chez I’étre humain.
Dans cette Nouvelle, nous décrivons
certains modeles animaux utilisés pour

10. Geiss-Friedlander R, Melchior F. Concepts in
sumoylation: a decade on. Nat Rev Mol Cell Biol 2007 ;
8:947-56.

. Li M, Yang X, Zhang J, et al. Effects of EHD2
interference on migration of esophageal squamous
cell carcinoma. Med Oncol 2013 ; 30 : 396.

12. Yang X, Ren H, Yao L, et al. Role of €EHD2 in migration

and invasion of human breast cancer cells. Tumour
Biol 2015 ; 36 : 3717-26.
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étudier "addiction a la cocaine, et tout
spécifiquement des modeles qui s’ins-
pirent des schémas de consommation
de cette drogue qui sont observées chez
I’étre humain.

Consommation pathologique de
cocdaine chez I’étre humain

Plusieurs facteurs peuvent accélérer
ou retarder le développement d’une
addiction a la cocaine. Les facteurs
les plus étudiés incluent des variables
individuelles (génétique, biologie) et
environnementales. Cependant, au-dela
de ces facteurs, la voie d’administration
de cette drogue peut aussi étre décisive.
La cocaine peut en effet étre consom-
mée de diverses fagons. Elle peut étre
machée, insufflée, fumée ou encore
injectée. Selon la voie d’administration
privilégiée par les consommateurs, la
pharmacocinétique de la drogue varie.
Elle référe aux taux de cocaine qui cir-
culent dans le sang et dans les organes
cibles (dont le cerveau) en fonction du
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