238

NOUVELLE
[ . [ . |

Shigella flexneri sculpte la
réponse transcriptionnelle
en modulant ’information
épigénétique de la cellule hote

Laurence Arbibe, Philippe Sansonetti

> LUinjection de protéines de virulence
dans la cellule hdte constitue une straté-
gie classiquement utilisée par les patho-
génes bactériens pour interférer avec des
voies de transduction pro-inflammatoi-
res et moduler la réponse immunitaire.
Cependant, les mécanismes moléculaires
permettant a ces effecteurs de controler
sélectivement I’expression transcription-
nelle de genes clés de la réponse immuni-
taire restaient non identifiés. Nous avons
donc cherché a élucider un de ces méca-
nismes lors de I'infection cellulaire par
le pathogeéne bactérien Shigella flexneri
[1]. Malgré une capacité évidente de ce
pathogene a activer des voies de signa-
lisation pro-inflammatoires, I'analyse
en transcriptome montrait que le profil
de genes activés par ce pathogene res-
tait limité, suggérant que Shigella avait
développé une stratégie pour « sculpter »
la réponse transcriptionnelle [2]. Nous
avons dans un premier temps observé
que Shigella induisait une accumulation
nucléaire de la MAP-kinase (mitogen-
activated protein kinase) Erk sous sa
forme inactive déphosphorylée sur les
deux résidus thréonine et tyrosine locali-
sés dans son domaine kinase. Ce résultat
suggérait la mise en jeu d’une phospha-
tase nucléaire que nous avons identifiée
comme étant I'effecteur bactérien OspF.
U'analyse en transcriptome réalisée sur
une lignée de cellules épithéliales coli-
ques montrait que OspF réprimait un
nombre trés limité de génes (46 génes),
principalement des génes codant des
protéines de réponse rapide et certaines
chimiokines comme CCL20 (MIP-30L) et
I’interleukine-8, dont la réponse promo-
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Curieusement, nos résultats indiquaient
que OspF n’altérait pas I'activation de
NF-xB induite par le stress bactérien.

Shigella

Membrane cellulaire

Cytoplasme
MAPK ()
ospF O l Q
Noyau MAPK sP MAPK (0
Absence de phoshorylation Phﬁfﬁhgmaﬁgn de

de [’histone H3 en Serl0 e,‘stffg

$10-  S10- S1042 $100

Kidm Kl KD e

Histones H3 < < /\ﬁ%

& Sitepromoteur Y N Sitepromoteur Y

Souche sauvage Mutunt OspF

IF : anti-phosphosérine 10 histone H3

Figure 1. Modéle de modulation de I'information épigénétique de la cellule héte par I’effecteur
bactérien OspF. La souche déficiente pour OspF induit la phophorylation de I’histone H3 sur le
résidu sérine 10 via I'activation des MAP-kinases p38 et Erk. Cette phosphorylation survient sur
des histones H3 acétylées au niveau de la lysine 14 conduisant a un « code histone » favorisant
la décompaction chromatinienne et I’ouverture du site promoteur au facteur de transcription NF-
KB. La souche sauvage injecte OspF via son appareil de sécrétion de type IlI. OspF déphosphoryle
etinactive les MAP-kinases dans le noyau, altérant ainsi la formation d’histone H3 phosphorylées

en sérine 10 au niveau du site promoteur du gene d’intérét. Ces modifications épigénétiques

«verrouillent » "acceés du site promoteur au facteur de transcription NF-KB.
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Comment cet effecteur pouvait-il donc
sélectivement réprimer I'expression d’un
nombre limité de génes dont certains
sont principalement sous le contrle de la
voie de signalisation NF-kB ?

Activité transcriptionnelle

et structure de la chromatine
U'activité transcriptionnelle d’un géne
est étroitement liée a la structure de la
chromatine. Les extrémités amino-ter-
minales des histones font saillie a I'ex-
térieur du nucléosome et sont la cible
de modifications post-traductionnelles
telles que I'acétylation, la phosphoryla-
tion ou la méthylation localisées sur des
résidus spécifiques pour chaque histone.
Il a été suggéré que I'ensemble de ces
modifications constitue un code, appelé
«code des histones » dont la fonction
serait de moduler la liaison de protéines
avec le nucléosome [3]. €n particulier,
certaines combinaisons de modifica-
tions créent des sites de reconnaissance
pour des protéines impliquées dans le
remodelage chromatinien, et régulent
ainsi "accessibilité des facteurs de
transcription au site promoteur. Ainsi,
la stimulation des voies de signalisation
MAP-kinases €rk ou p38 conduit a la
phosphorylation sur le résidu sérine 10
d’une fraction d’histones H3 associée a
des promoteurs dont ceux des genes de
réponse rapide et d’un groupe spécifique
de chimiokines incluant I'interleukine 8
[4, 5]. Pour ces génes, la phosphoryla-
tion sur la sérine 10, associée a I'acé-
tylation de I'histone H3 sur la lysine 14,
permettrait le recrutement de complexes
protéiques favorisant la décompaction
de la chromatine et donc I'accessibilité
du facteur de transcription NF-KB au
site promoteur [5]. Cette étude suggere
que certaines chimiokines ont proba-
blement un site promoteur «caché »,
en raison d’une configuration chromati-
nienne non permissive, la phosphoryla-
tion des histones H3 (sérine 10) induite
par 'activité MAP-kinase permettant de
passer d’un état de chromatine réprimée
pour la transcription a une chromatine
permissive capable de recruter NF-KB.
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Activité phosphatase de OspF

et modifications épigénétiques

Nous avons donc formulé I’hypothése
selon laquelle I'activité phosphatase de
OspF dirigée contre les MAPK conduisait
a un arrét de la phosphorylation de Ihis-
tone H3, perturbant ainsi I'accessibilité
de NF-XB sur son site promoteur. Nos
résultats montrent en effet que lors d’un
stimulus bactérien, OspF se localise dans
le noyau et, en inactivant les MAP-kina-
ses Erk et p38, bloque la phosphorylation
de I'histone H3 sur le résidu sérine 10.
Des expériences d’immunoprécipitation
de chromatine ont montré que I'injection
d’OspF permet de bloquer la phospho-
rylation de I"histone H3 précisément au
niveau du promoteur de Iinterleukine-8,
cet effet n’étant pas observable avec les
promoteurs de genes codant par exemple
IKB-0, CD44 ou la protéine ribosomale
RLPO dont les niveaux de phosphorylation
restent identiques apres infection par les
souches de Shigella sauvages ou mutées
pour OspF. Ce résultat démontre que les
modifications épigénétiques induites par
OspF sont spécifiques de certains génes.
Cette spécificité pourrait étre en rap-
port avec la capacité de OspF d’inacti-
ver les MAP-kinases. En effet, diverses
études suggerent que les MAP-kinases
sont directement recrutées sur les sites
promoteurs des genes qu’elles régulent
[6-8]. Ainsi, des travaux essentiellement
réalisés chez la levure montrent qu’en
réponse au stress osmotique, la kinase
Hogl (homologue de p38 MAP-kinase) est
recrutée de fagon stable sur ses promo-
teurs cibles par I'intermédiaire du facteur
de transcription Hotl et que le nombre
de génes occupés par la kinase est fai-
ble (39 génes) comparé aux 600 génes
dont la régulation est sous le controle
de Iactivité Hogl kinase [6-8]. Cela
suggere que le recrutement chromatinien
des MAP-kinases sur les sites promo-
teurs est spécifique de certains genes, les
mécanismes moléculaires conférant cette
spécificité restant non élucidés. Nous
suggérons donc un modeéle dans lequel la
localisation nucléaire de I'effecteur OspF
pourrait fortement contribuer a I'inacti-

vation des MAP-kinases au niveau chro-
matinien sur certains sites promoteurs.
Ce mécanisme permettrait d’inhiber la
phosphorylation de I’histone H3 en sérine
10 sur le gene d’intérét, et de réduire I'ac-
cessibilité de NF-KB sur le site promoteur
(Figure 1). Nos résultats indiquent en
effet que OspF réprime les recrutements
de la sous-unité p65 de NF-xB et de
’ARN polymérase Il sur le promoteur de
I'interleukine-8. Ainsi, OspF inhibe I’ex-
pression de ce gene en perturbant I'ac-
cessibilité au site promoteur d’éléments
majeurs du complexe transcriptionnel.
La production d’interleukine-8 joue un
role central dans la physiopathologie
de la shigellose car elle contrdle I'afflux
muqueux des polynucléaires neutrophiles
(PN) et leur migration trans-épithéliale,
conduisant a la rupture de I'intégrité de
la barriere épithéliale nécessaire a I'in-
vasion bactérienne [9]. Nous avons donc
analysé I'impact in vivo de OspF dans un
modele d’anse intestinale ligaturée de
lapin. OspF réprime I'afflux de PN dans la
muqueuse et la lumiére intestinales. Ce
résultat est donc en accord avec les don-
nées transcriptionnelles obtenues in vitro
et suggére une stratégie habile de survie
bactérienne a la surface des muqueuses.

Perspectives

Cette étude montre que le pathogene Shi-
gella flexneri « reprogramme » la réponse
transcriptionnelle de la cellule épithéliale
de fagon précise en modulant 'informa-
tion épigénétique sur des genes clés de
la réponse immunitaire innée. Ce type de
stratégie nous apporte des informations
importantes sur les bases moléculaires
de la régulation des genes de I'immunité
au niveau épigénétique et, de fagon plus
générale, sur les mécanismes d’action des
phosphatases nucléaires dans la régula-
tion de I’expression des genes. OspF est
une tyrosine phosphatase «atypique »
car 'analyse de sa séquence primaire
ne permet pas de prédire une activité
phosphatase établie d’apres les séquen-
ces des tyrosine phosphatases eucaryo-
tes et procaryotes. L'élucidation du site
catalytique nous permettra de savoir si
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cette phosphatase constitue une nouvelle
classe de tyrosine phosphatases et de
rechercher dans le génome humain des
homologues potentiels. L'homologie de
séquence primaire entre OspF et d’autres
protéines de virulence bactériennes tel-
les que les protéines SpvC de Salmonella
ou VirA de Chromobacterium violaceum
suggere que d’autres pathogenes pour-
raient développer une stratégie similaire
conduisant a une modulation tres fine de
la réponse immunitaire innée a la surface
des muqueuses. Cette réponse joue aussi
un role essentiel dans le développement
de la réponse immunitaire adaptative.
OspF réprime en effet un pool spécifi-
que de geénes dont certains jouent un

role important dans I'élaboration d’une
réponse immunitaire protectrice efficace
de type Thl (Gamelas et al., en prépa-
ration). Uimpact de ce type d’effecteur
bactérien dans le développement de la
réponse immunitaire adaptative reste
donc a élucider. ¢

Shigella flexneri modulates host cell
epigenetic information as a strategy

to shape the transcriptional response
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La transplantation de
photorécepteurs immatures
Un moyen pour réparer la rétine

Thierry Léveillard, Saddek Mohand-Said, José-Alain Sahel

> Les dégénérescences rétinien-
nes héréditaires constituent une
famille de maladies « cécitantes »!
aujourd’hui incurables. Ces maladies
sont tres hétérogenes génétiquement
puisque des mutations dans plus
d’une centaine de genes aujourd’hui
répertoriés (http://www.sph.uth.tme.
edu/Retnet/) entrainent la mort des
photorécepteurs par apoptose et
donc la cécité. Bien que les fonde-
ments d’une thérapie par remplace-

ment génique aient été établis dans
un modeéle canin de la maladie [1],
les colits considérables du dévelop-
pement d’une telle approche appli-
quée a chaque gene ont conduit de
nombreux chercheurs a envisager des
solutions alternatives.

! Terme qui, pour les ophtalmologistes, qualifie les maladies
aboutissant a la cécité.
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Transplantation de précurseurs

de photorécepteurs

La transplantation de photorécep-
teurs sains est une de ces alternatives
a laquelle les travaux de Maclaren et
al. [2] viennent d’apporter une impor-
tante contribution. €n effet, pour que
le tissu transplanté puisse jouer son
role de remplacement fonctionnel des
photorécepteurs manquants, il est
impératif que ceux-ci établissent des
connexions synaptiques avec les neu-
rones bipolaires de I’h6te, eux-mémes
connectés aux prolongements du nerf
optique (Figure 1A, B). Les chercheurs
se sont donc intéressés aux tissus
embryonnaires dont on pouvait penser
que, parce qu’ils sont constitués de
cellules immatures, ils conserveraient
assez de plasticité pour s’intégrer au
tissu de I’hGte et y établir les contacts
synaptiques nécessaires. Cette appro-

che s’est révélée infructueuse et,
comme le démontrent Maclaren et
al., bien que ces cellules immatures
soient capables de survivre comme
le sont d’ailleurs les cellules réti-
niennes adultes, de s’intégrer et de
migrer dans la rétine, il manque le
signal qui leur permettrait de recon-
naitre les cellules bipolaires de la
rétine greffée comme les partenaires
avec lesquels elles doivent établir des
contacts. U'étude de la séquence des
événements contrdlant le dévelop-
pement de ces cellules immatures en
cellules rétiniennes différenciées et
fonctionnelles, un théme de recherche
majeur en neurobiologie, a conduit,
entre autres, a l’identification des
facteurs de transcription contrélant
ce processus [3]. La maturation des
cellules rétiniennes est orchestrée par
des combinaisons de ces facteurs de



