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e2F sont eux aussi impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire, en par-
ticulier e2Fl : 'augmentation de son
expression induit une élévation du taux
de ARF, qui peut lier Mdm2 et stabiliser
p53. Dans les MEF p537/, Pabsence de
la Spn augmente le potentiel tumoral
des cellules. €n effet, I'inhibition de e2F
par Rb étant levée, la prolifération cel-
lulaire n’est plus contrdlée en retour par
p53. De plus, 'absence de Spn contri-
bue a créer des altérations génétiques
pendant I'immortalisation des cellules
MEF, en particulier des mutations de
p53. Ces résultats rejoignent les obser-
vations réalisées par la méme équipe
sur les souris modifiées génétiquement
[8]. La Figure I schématise les relations
fonctionnelles entre ces différentes pro-
téines au cours de la régulation du cycle
cellulaire, et les conséquences résultant
soit de I'absence de Spn seule, soit de
I’absence de Spn et de p53.

Tous ces résultats suggerent fortement
que la SPN est un nouveau suppresseur

de tumeur (dont le géne est localisé en
17q21.33 chez ’lhomme) agissant via la
régulation de pRb et dont la fonction est
dévoilée en absence d’une p53 fonction-
nelle. Cette fonction rappelle celle de
NIAM (nucleolar interaction of ARF and
MDM?2 protein) qui s’exerce via les mémes
partenaires, ARFet p53 [10]. Ainsi, 10 ans
aprés la publication des premieres obser-
vations suggérant une fonction de la
Spn dans la croissance cellulaire [6], le
rideau se léve sur sa fonction suppresseur
de tumeurs. ¢

When the curtain goes up

on spinophilin’s tumor suppressor
function
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Comprendre et combattre
les toxines A/B en décryptant

leur transport intracellulaire

Dimitri Moreau, Frédéric Bard

Les toxines A/B : un important
probléme de santé publique

La ricine, issue des graines de la plante
Ricinus communis, et I’exotoxine de
Pseudomonas (PE), produite par cer-
taines souches de Pseudomonas aeru-
ginosae, font partie d’une large famille
de toxines protéiques [1]. Ces toxines
comportent deux sous-unités, A et B,
requises pour le transport dans la cellule
cible et 'activité catalytique nocive,
respectivement [2]. La ricine et les
autres toxines végétales représentent
une menace bioterroriste significative
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en raison de leur relative facilité de
purification et de leur toxicité impor-
tante. D’autres toxines, comme la PE,
sont produites par des pathogenes.
Pseudomonas aeruginosae est impli-
qué dans de nombreuses infections des
voies respiratoires et des plaies, notam-
ment chez des patients ayant un déficit
immunitaire, constitutionnel ou acquis.
Parmi les autres toxines A/B, on trouve
aussi les toxines Shiga et Shiga-like,
qui sont en cause dans la dysenterie
provoquée par Shigella et les intoxi-
cations alimentaires liées a certaines

souches d’€. coli. Ces infections sont
responsables de diarrhées hémolytiques
et de complications rénales pouvant
conduire au déces des patients. Les
toxines diphtérique et cholérique sont
impliquées dans certaines pathologies
|étales comme I'angine diphtérique et
le choléra, maladies infectieuses qui
sévissent encore dans certains pays en
voie de développement. Dans toutes ces
infections, les toxines sont des facteurs
de virulence essentiels, notamment en
raison des faibles doses requises pour
engendrer la mort des cellules de ’hote,
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y compris celles du systeme immuni-
taire. Les toxines compliquent aussi
le traitement médical des pathologies
associées. €n effet, le traitement anti-
biotique, parce qu’il détruit les bacté-
ries productrices, peut provoquer une
importante libération de toxines poten-
tiellement fatale. A I’heure actuelle, les
traitements ciblant spécifiquement ces
toxines sont basés principalement sur
I'utilisation d’anticorps monoclonaux
[3, 4], mais leur efficacité est cepen-
dant limitée, et aucun n’a regu d’AMM
(autorisation de mise sur le marché)
chez ’lhomme. Ces toxines posent un réel
probleme de santé publique, comme I’il-
lustre leur responsabilité dans plusieurs
catastrophes récentes : I’épidémie de
choléra en Haiti et les intoxications
alimentaires via des bactéries présentes
dans les graines germées au printemps
2011 en Allemagne [5]. Mais ces cas trés
médiatisés ne doivent pas faire oublier
le fardeau quotidien que représentent
les pathogénes et leurs toxines dans la
pratique médicale quotidienne. Ainsi
Pseudomonas aeruginosa peut représen-
ter jusqu’a 42 % des pneumonies et 23 %
des infections de plaies chirurgicales
en unités de soins intensifs [6, 7]. Ces
infections augmentent sensiblement la
mortalité, notamment pour des patients
atteints d’insuffisance respiratoire [8].
Les souches d’€. coli entérotoxiques et
le vibrion cholérique sont aussi respon-
sables de millions d’infections débili-
tantes dans le monde [9]. La Commis-
sion Européenne a d’ailleurs réagi par
la mise en place d’un consortium (ANTI-
GONED) pour I’étude des souches de bac-
téries productrices de toxine Shiga [10].

Le transport

dans la cellule de mammifere

Une particularité commune a la plupart
des toxines A/B est leur capacité d’entrer
dans les cellules de mammiferes par
endocytose, puis d’utiliser le transport
rétrograde intracellulaire pour migrer

L ANTIGONE pour : ANTicipating the Global Onset of Novel
Epidemics, un consortium doté de 12 millions d’€uros créé
en aofit 2011.
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des endosomes vers "appareil de Golgi
puis le réticulum endoplasmique ol ces
toxines trouvent une porte d’acces au
cytosol ou se trouve leur cible. Notons
que la toxine diphtérique fait partie des
rares exceptions @ ce schéma : elle est en
effet capable de traverser les membranes
des endosomes. Une fois dans le cytosol,
les toxines déréglent la physiologie cel-
lulaire en bloquant la synthese protéique
(ricine, shiga, PE et toxine diphtérique)
ou en induisant une surproduction de
messagers secondaires (cas de la toxine
cholérique), ce qui finit par engendrer
la mort cellulaire. Ainsi la machinerie
de transport membranaire de la cellule
cible, parce qu’elle permet aux toxines
d’atteindre le compartiment cytosolique,
est essentielle a I'intoxication de cette
cellule.

Criblage du génome humain

pour identifier les acteurs du transport
de la ricine et de la PE

La premiere description du transport
intracellulaire des toxines date des
années 1990 [11]. Méme si depuis, de
nombreux travaux ont été effectués
pour mieux comprendre ce transport,
les mécanismes moléculaires impliqués
restent dans Iensemble mal connus
[12]. Pour explorer cette question, nous
avons utilisé une approche génétique
basée sur le criblage par interférence
ARN [1]. Nous avons mis au point une
mesure sensible et rapide de I'intoxica-
tion basée sur la synthese protéique de
la protéine luciférase. Linhibition par
des ARN interférents de I’expression du
produit d’un géne impliqué dans le trans-
port des toxines aura un effet protecteur
sur le signal luciférase. La ricine et la PE
ont été étudiées en parallele afin d’iden-
tifier des génes communs et spécifiques
des voies utilisées par ces deux toxines.
Au cours de criblages pilotes, nous
avons identifié la syntaxine 16 (STX16)
comme essentielle au transport intra-
cellulaire des deux toxines. Ce résultat
validait notre approche car la syntaxine
16 est une protéine impliquée dans la
fusion vésiculaire au niveau du Golgi. Le

criblage des 20 000 génes codant pour
des protéines dans le génome humain a
ensuite été réalisé (Figure 1). De facon
surprenante, ce criblage a identifié de
nombreux génes dont I'effet protec-
teur est plus important que celui de la
STX16, révélant une complexité biolo-
gique du trafic rétrograde jusqu’alors
inconnue. €n utilisant des seuils de sen-
sibilité définis de fagcon mathématique,
environ 2 000 génes ont été sélectionnés
et classés en fonction de leur spéci-
ficité pour chaque toxine (Figure I1A).
Cette approche a révélé la surprenante
divergence des mécanismes moléculaires
mobilisés par les deux toxines, suggé-
rant 'existence de différentes voies de
transport rétrograde.

Découverte de nouveaux complexes
protéiques fonctionnels

impliqués dans I’intoxication

L'un des résultats les plus surprenants
de ces travaux est le grand nombre de
genes requis pour I'intoxication et dont
le role dans le trafic membranaire était
jusqu’alors inconnu (Figure 1B). Par
exemple, certaines culin ring ligases
ont été identifiées. Ces complexes sont
impliqués dans 'ubiquitinylation et la
dégradation des protéines cytosoliques,
mais leur réle dans le trafic membra-
naire était jusqu’a présent insoupgonné.
Autre surprise, des génes essentiels pour
I'intégrité du Golgi, comme ceux codant
pour les protéines des complexes TRAPP
(transport protein particle) et COG (con-
served oligomeric Golgi), sont essentiels
pour le transport de la ricine mais pas
pour celui de la PE. Ceci suggere que la P€
est capable de court-circuiter 'appareil
de Golgi. Au niveau du réticulum endo-
plasmique, les deux toxines semblent
interagir avec deux systémes différents
de translocation a travers la membrane,
ce qui est surprenant: le translocon
Sec6l pour la PE et les Derlins pour la
ricine. Nos résultats suggerent aussi
pour la premiere fois que des complexes
de protéines chaperonnes situés dans le
cytosol aident les toxines a retrouver une
configuration active.
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Signal luciférase pour la ricine (STX16 norm.)

Gé'nes spiécifiques
deila ricipe
n =: 1030:

Génes communs L
aux deux toxines .
n=260

Genes spécifiques de la PE
n=743

Signal luciférase pour la PE (STX16 norm.)

Ricine PE

Figure 1. Identification des protéines
importante pour le transport intracellulaire
des toxines. A. Représentation graphique
des résultats du criblage par ARN inter-
férence. Chaque point représente un gene
(22 000 au total). Les axes représentent les
valeurs d’activité luciférase normalisées
par rapport a la valeur du contréle positif
(STX16), avec la ricine (abscisse) ou avec
la PE (ordonnée). B. Carte du trafic mem-
branaire des toxines avec le nombre de
nouveaux genes essentiels découverts (ces
geénes représentent des cibles importantes
pour le blocage de I'intoxication s’ils sont
éteints, ce qui a été confirmé avec plu-

sieurs méthodes de validation).

Des cibles moléculaires
pour développer
un antidote
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Linhibition du trafic intra-
cellulaire des toxines consti-
tue une stratégie thérapeu-
tique attractive. En effet,
par contraste avec des anti-
corps bloquants par exemple,
cette approche ne serait pas
dépendante des variations
antigéniques entre les diffé-
rentes toxines et pourrait étre

69 genes plus générale. Des criblages
confirmés pour découvrir des molécules
C,O.r?lme thérapeutiques pouvant inhi-
Sp;zlltllq;;s ber le transport intracellu-

laire des toxines ont d’ail-
leurs déja été effectués [13].
La découverte de nombreux
genes essentiels au trans-
port des toxines offre autant
de nouvelles cibles poten-
tielles. Un candidat particu-
lierement intéressant est le
géne ERGIC2 (endoplasmic
reticulum-Golgi intermedi-
ate compartment), dont
I’extinction par interférence
ARN a un effet drastique sur
la toxicité de la ricine, de
la PE et méme de la toxine
de Shiga. Le produit de ce
géne apparait indispensable



au transport rétrograde entre le Golgi et
le réticulum endoplasmique de la plupart
des toxines connues. €n revanche, son
inhibition ne semble pas avoir d’incidence
marquée sur la viabilité cellulaire ou sur la
sécrétion des protéines.

Ainsi, cette analyse génétique a apporté
une masse d’informations inédites sur
les différents mécanismes moléculaires
impliqués dans le transport intracellu-
laire des toxines protéiques de la famille
des A/B toxines. Les genes identifiés
nous permettent d’établir une liste de
nouvelles cibles thérapeutiques, dans
laquelle on peut trouver des facteurs
communs au transport de plusieurs
types de toxines. De plus, il devient
aussi possible d’envisager des straté-
gies intelligentes de multiciblage pour
inhiber plus modérément le transport
a plusieurs niveaux et ainsi limiter les

effets indésirables tout en augmentant
le potentiel protecteur. ¢

Looking for an antidote against

A/B toxins
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NOUVELLE

L’ADN du soi, allié du systeme
immunitaire pour la fonction
adjuvante de ’alun

Thomas Marichal, Fabrice Bureau, Christophe J. Desmet

> La vaccination constitue I’'une des prin-
cipales armes de la médecine moderne
dans la lutte contre les maladies infec-
tieuses. Les préparations vaccinales
sont le plus souvent constituées d’orga-
nismes pathogenes tués ou atténués ou
d’extraits de ceux-ci. De nombreux com-
posants issus du pathogéne, par exemple
des acides nucléiques ou des molécules
d’enveloppe, peuvent étre reconnus par
le systéme immunitaire inné et entral-
ner son activation [1]. Lors de I’admi-
nistration de nombreuses préparations
vaccinales, 'activation de Pimmunité
innée fournit ainsi une aide indispen-
sable au développement des réponses
immunes adaptatives [2]. Dans certains
cas cependant, les réponses induites par
les préparations vaccinales seules sont
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trop faibles pour conférer une immuni-
sation suffisante. On ajoute alors a ces
vaccins un adjuvant, qui augmentera
I’immunogénicité des préparations.

L’ADN extracellulaire libéré

lors d’une injection d’alun

est un immunostimulant puissant

A I'heure actuelle, les adjuvants approu-
vés pour la vaccination humaine les plus
fréquemment utilisés sont les sels d’alu-
minium (appelés plus communément
alun). Calun a été introduit il y a presque
un siecle, de maniére relativement empi-
rique, et il a longtemps été considéré
comme immunologiquement inerte
[3]. Ce n’est que trés récemment qu’on
assiste a un regain d’intérét pour les
mécanismes d’action de I'alun. Il a ainsi
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été montré que I'alun active certains
récepteurs de I'immunité innée [4] ainsi
que la libération de signaux endogenes
tels que de I’acide urique [5]. Ualun
est donc loin d’étre immunologique-
ment inerte, et on peut méme envisager
que, comme pour les autres molécules
adjuvantes connues [2], il agisse via
I’activation de I'immunité innée.

Nous nous sommes intéressés, chez la
souris, @ la composition des dépots
d’alun qui se forment rapidement locale-
ment aprés injection. Nous avons observé
que la surface de ces dépots est couverte
de noyaux de cellules mourantes et de
fibres de chromatine (Figure 1A) et que
le liquide interstitiel au site d’injection
contient des quantités significatives
d’ADN extracellulaire [6]. La mortalité
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