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Résumé	de	thèse	
	

	

Le	 système	 immunitaire	 détecte	 les	 microorganismes	 via	 des	 récepteurs	 de	 l’hôte	
appelés	PRRs	qui	reconnaissent	des	molécules	partagées	par	tous	les	microorganismes	mais	
absents	 de	 l’hôte,	 appelées	 MAMPs	 (Janeway,	 1989).	 Etant	 donné	 que	 les	 MAMPs	 sont	
exprimés	 par	 tous	 les	microorganismes	 indépendamment	 de	 leur	 potentiel	 pathogène,	 ce	
mécanisme	n’explique	pas	comment	le	système	immunitaire	distingue	les	microorganismes	
pathogènes	des	non-pathogènes.	La	détection	de	l’activité	des	facteurs	de	virulence	encodés	
par	les	microorganismes	pathogènes	est	un	mécanisme	de	défense	clairement	établi	chez	la	
plante,	 appelé	 ETI	 (Jones	 and	Dangl,	 2006).	 De	 récents	 travaux	 ont	mis	 en	 évidence	 chez	
l’animal	un	mécanisme	similaire	de	détection	de	l’activité	des	facteurs	de	virulence	bactériens	
qui	conduit	à	une	réponse	immunitaire	de	l’hôte	dirigée	contre	les	pathogènes	(Stuart	et	al.,	
2013).	

Afin	d’étudier	ce	mécanisme,	notre	laboratoire	utilise	la	toxine	CNF1	d’Escherichia	coli	
qui	 active	 les	 Rho	 GTPases,	 des	 molécules	 régulatrices	 du	 cytosquelette.	 En	 utilisant	 la	
drosophile,	le	Dr.	Laurent	Boyer	a	montré	que	CNF1	induisait	une	réponse	immunitaire	innée	
conservée	 chez	 le	 mammifère	 via	 l’activation	 anormale	 de	 la	 Rho	 GTPase	 Rac2	 et	 le	
recrutement	de	la	protéine	IMD	et	de	ses	homologues	mammifères	de	la	famille	RIP	(Boyer	et	
al.,	2011).	Nous	avons	démontré	chez	le	mammifère	que	l’activation	de	NF-κB	par	CNF1	passe	
par	l’ubiquitination	de	RIP1	induite	par	l’activation	de	Rac2.	De	plus,	nous	avons	identifié	la	
protéine	 FLII	 comme	 partenaire	 de	 la	 forme	 active	 de	 Rac2	 et	 comme	 un	 régulateur	 de	
l’ubiquitination	de	RIP1.	

Nous	avons	par	la	suite	évalué	le	rôle	de	la	réponse	immunitaire	innée	induite	par	la	
détection	de	la	toxine	CNF1	au	cours	de	la	bactériémie	chez	la	souris.	Nous	avons	démontré	
le	rôle	central	de	la	cytokine	IL-1β	dans	l’élimination	des	bactéries	en	réponse	à	la	détection	
de	CNF1	(Diabate	et	al.,	2015).	Des	expériences	in	vitro	nous	ont	permis	de	mettre	en	évidence	
l’effet	synergique	du	CNF1	et	du	LPS	dans	la	maturation	de	l’IL-1β,	ainsi	que	l’implication	des	
protéines	 Rac2,	 ASC	 et	 caspase-1.	 Ces	 résultats	 nous	 ont	 par	 la	 suite	 permis	 d’identifier	
l’inflammasome	NLRP3	comme	responsable	de	l’activation	de	la	caspase-1	et	du	clivage	de	
l’IL-1β.	 De	 manière	 intéressante,	 la	 toxine	 CNF1	 est	 toujours	 co-exprimée	 avec	 la	 toxine	
hémolysine-α	(HlyA)	dans	les	souches	pathogènes	d’Escherichia	coli	(Landraud	et	al.,	2003).	
En	outre,	nous	avons	découvert	que	 l’HlyA	bloquait	 l’élimination	des	bactéries	 induite	par	
CNF1	au	cours	de	la	bactériémie	et	inhibait	la	sécrétion	de	l’IL-1β	(Diabate	et	al.,	2015).	Ici,	
nous	 avons	 rapporté	 le	 premier	 exemple	 d’immunité	 induite	 par	 une	 toxine	 (CNF1)	 et	
contrecarrée	par	une	autre	(HlyA).	
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25-HOC	 25-hydroxycholestérol	

ADN	 Acide	Désoxyribonucléique	

AIM2	 Absent	In	Melanoma	2	

ALRs	 AIM2-Like	Receptor	
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APAF-1	 Apoptotic	Protease-Activating	Factor	1	

ARN	 Acide	Ribonucléique	

ARNm	 ARN	messager	

ARP2	 Actin-related	protein	2	

ASC	 Apoptotic-associated	Speck-like	protein	

ATP	 Adenosine	TriPhosphate	

Avr	 Protéines	d’avirulence	

BAPTA-AM	 1,2-bis(O-animophenocy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic	acid	acetoxymethyl	
ester	

BIR	 Baculovirus	Inhibitor	of	apoptosis	protein	Repeat	

BMDM	 Bone	marrow-derived	macrophages	

BRCC3	 BRCA1/BRCA2-Containing	Complex	Subunit	3	

CAPS	 Cryopyrin-Associated	Periodic	Syndrome	

CARD	 Caspase	Activation	and	Recruitment	Domain	

CC	 Coiled-coiled	domain	

Cdc42	 Cell	Division	Control	portein	42	homolog	

CFU	 Colony	forming	unity	

CIITA	 class	II,	major	histocompatibility	complex,	transactivator	

CLRs	 C-type	Lectin	Receptor	

CNF1	 Cytotoxic	Nectrotizing	Factor	1	

CNL	 Coiled-coil-NB-LRR	

COPs	 CARD-only	protein	

DAMPs	 Danger-Associated	Molecular	Patterns	

DCs	 Dendritic	Cells	

DRP1	 Dynamin-related	protein	1	

E.coli	 Escherichia	coli	
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ER	 Endoplasmic	reticulum	

ETI	 Effector-Triggered	Immunity	

ExoS	 Exoenzyme	S	

FAD	 Flavin	adenine	dinucleotide	

FADD	 Fas-Associated	protein	with	Death	Domain	

FLII	 Flightless-1	homolog	

FLS2	 Flagellin-sensitive	2	

GAP	 GTPase	Activating	Protein	

GBP5	 Guanylate	Binding	Protein	5	

GDI	 Guanosine	nucleotide	dissociation	inhibitor	

GDP	 Guanine	Diphosphate	

GEF	 Guanine	nucleotide	Exchange	Factor	

Gène	R	 Gène	de	résistance	

gp91	 Glycosylated	flavin-	and	haem-containing	protein	91	

Gr1	 Granulocyte	marker	1	

GSDMD	 Gasdermin	D	

GTP	 Guanine	Triphosphate	

HACE1	 HECT	domain	and	Ankyrin	repea	Containing	E3	ubiquitin	protein	ligase	1	

HD1/2	 Helical	domain	1/2	

HIN200	 Hematopoietic	Interferon-inducible	Nuclear	antigens	with	200	aminoacid	
repeats	

HlyA	 Hemolysin-α 

HMGB1	 high–mobility	group	box	1	

HSP90	 Heat	Shock	Protein	90	

IFNγ	 Interféron	gamma	

I-κB	 Inhibitor	of	NF-κB	

IFI16	 Interferon-inducible	protein	16	

IGS	 Intergenic	sequence	

IKK	 I-κB	kinase	

IL-1β	 Interleukine-1	beta	

IL-1R	 IL-1	Receptor	

IMD	 Immune	Deficiency	

IP3	 Inositol	tri-Phosphate	

IRAK	 Interleukine-1	Receptor	Associated	Kinase	
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IRF	 Interferon	Regulatory	Factors	

ITAM	 Immunoreceptor	Tyrosine-based	Activation	Motif	

JNK	 c-Jun	N-terminal	Kinase	

KC	 Keratinocyte	chemoattractant	

kDa	 KiloDalton	

LF	 Lethal	Factor	

LGP2	 Laboratory	of	Genetics	and	Physiology	2	

Lgt1	 Legionella	glucosyltransferase	1	

LIMK	 Lin11,	Isl-1	and	Mec-3	(LIM)	domain	containing	kinase	

LIPA	 Lipase	Acide	lysosomale	

LPS	 Lipopolysaccharide	

LRP	 Laminin	Receptor	Procursor	

LRR	 Leucine-Rich	Repeat	

LTA	 LipoTechoic	Acid	

Lu/BCAM	 Lutheran	blood	group	antigens	and	Basal	Cell	Adhesion	Molecule	

LXR	 Liver	X	Receptors	

Mal	 MyD88-Adapter	Like	

MAMPs	 Microorganisms	Associated	Molecular	Patterns	

MAPK	 Mitogen-Activated	Protein	Kinases	

MAVS	 Mitochondrial	Antiviral	Signaling	protein	

MCP1	 Monocyte	Chemoattractant	Protein	1	

MD2	 Myeloid	Differenciation	factor	2	

MDA-5	 Melanoma	Differenciation-Associated	protein	5	

mDia2	 Mammalian	Diaphanous	2	

MIP1α	 Macrophage	Inflammatory	Protein	α	

MLKL	 Mixed	lineage	kinase	domain-like	protein	

MMTV	 Mouse	Mammary	Tumor	Virus	

MSEC	 Maladie	du	Stockage	des	Esters	de	Cholestérol	

MTI	 MAMPs-Triggered	Immunity	

MyD88	 Myeloid	Differenciation	primary	response	gene	88	

NACHT	 Refered	to	proteins	:	NAIP,	CIITA,	HET-E,	TEP1	

NADPH	 nicotinamide	adénine	dinucléotide	phosphate	hydroxide	

NAIP	 Neuronal	Associated	Inhibitory	Protein	
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NAP1	 Nucleosome	Assembly	Protein	1	

NB-ARC	 Nucleotide	binding	adaptor	shared	by	APAF-1,	R	proteins	and	CED-4	

NB-LRR	 nucleotide-binding	site	leucine-rich	repeat		

NBD	 Nucleotide	Binding	Domain	

NDP	 Nucleotide	Di-Phosphate	

NF-κB	 Nuclear	Factor	κ-light-chain-enhancer	of	activated	B	cell	

Nek7	 NIMA-related	kinase	7	

NEL	 New	E3	Ligases	

NEMO	 NF-κB	Essential	Modulator	

NK	 Natural	Killer	

NLRs	 NOD-Like	Receptors	

NLRC4	 NLR-family	CARD	domain-containing	protein	4	

NLRP3	 NOD-Like	Receptor	family,	PYRIN	domain	containing	3	

NO	 Nitric	oxide	

NOD	 Nucleotide-binding	Oligomerization	Domain	protein	

NQO2	 Dihydronicotinamide	ribose:quinone	oxidoreductase	2	

NTP	 Nucleotide	Tri-Phosphate	

OMV	 Outer	Membrane	Vesicules	

ops	 Operon	Polarity	Supression	

OspB	 Outer	Surface	Protein	B	

P2X7	 Purinoceptor	7	

PA	 Protective	Antigen	

PAK	 P21	Activating	Kinase	

PAMPs	 Pathogen	Associated	Molecular	Patterns	

PBL	 Peripheral	Blood	Lymphoctes	

PFT	 Pore-forming	toxins	

PGAM5	 Phosphoglycerate	mutase	family	member	5	

PIP2	 Phospho	Inositol	di-phosphate	

PKR	 Protein	Kinase	R	

PLC	 Phospholipase	C	

PMN	 polymorphonuclear	neutrophile	

POPs	 PYD-only	protein	

PopP2	 Pseudomonas	outer	protein	P2	
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PRRs	 Pattern	Recognition	Receptors	

PYD	 Pyrin	domain	

qPCR	 Quantitative	Polymerase	Chain	Reaction	

QVD	 quinolyl-valyl-O-methylaspartyl-[2,6-difluorophenoxy]-methyl	ketone	

Rac	 Ras-related	C3	botulinum	toxin	substrate	

RANTES	 Regulated	upon	Activation,	Normal	T-cell	Expressed,	and	Secreted	

RBD	 Responsible	for	BCAM	binding	Domain	

RBOH	 Respiratory	Burst	Oxidative	protein	

RhoA	 Ras	homolog	gene	family	member	A	

RIG-I	 Retinoic	acid-Inducible	Gene	I	

RIN4	 RPM1-interacting	protein	4	

RIP	 Receptor-Interacting	Protein	

RLRs	 RIG-I	Like	Receptor	

ROCK	 Rho-associated	Coiled-coil-containing	protein	Kinase	

ROS	 Reactive	Oxygen	Species	

RPM1	 Resistance	to	P.	syringae	pv	Maculicola	1	

RPS2	 Ribosomal	Protein	S2	

RSV	 Respiratory	Syncytial	Virus	

RTX	 Repeat	in	toxin	

SGT1	 Small	Glutamine-rich	Tetratricopeptide	repeat-containing	protein	

SINTBAD	 Similar	to	NAP1	TBK1	Adaptor	

siRNA	 Small	interferant	Ribonucleic	Acid	

SOCE	 Store-operated	Calcium	Entry	channel	

SREBP	 Sterol	Regulatory	Element-Binding	Protein	

STAND	 Signal-Transducing	ATPase	with	Numerous	Domains	

T3SS	 Type	III	Secretion	System	

TAB	 TAK1-Binding	protein	

TAK	 TGFβ-Activated	Kinase	

TBK1	 TANK	Binding	Kinase	1	

TcdA/B	 Toxin	from	Clostridium	difficile	A/B	

TGF	 Tumor	Growth	Factor	

TIR	 Toll/Interleukine-1	Receptor	

TIRAP	 TIR	domain	containing	Adaptor	Protein	
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TLRs	 Toll-Like	Receptors	

TNF	 Tumor	Necrotizing	Factor	

TNFR	 TNF	Receptor	

TNL	 TIR-NB-LRR	

TRAF6	 TNF	Receptor	Associated	Factor	6	

TRAM	 Translocation	Associated	Membrane	protein	

TRIF	 TIR	domain-containing	adapter-inducing	interferon-β 

TXNIP	 Thioredoxin	Interacting	Protein	

Ub	 Ubiquitine	

Ubc13	 E2	Ubiquitin-conjugating	protein	13	

Uev1A	 Ubiquitine	conjugating	enzyme	variant	1A	

UPEC	 Uropathogenic	Escherichia	coli	

UTI	 Urinary	Tract	Infections	

UV	 UltraViolets	

VASP	 Vasodilator-stimulated	phosphoprotein	

VopS	 VP1686	adenosine	monophosphate-protein	transferase	

WASP	 Wiskott-Aldrich	Syndrome	Protein	

WAVE	 WASP-family	verprolin-homologous	protein	

WHD	 Winged-helix	domain	

WT	 Wild	Type	
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Introduction	
	
	

I. LES	 FACTEURS	 DE	 VIRULENCE	 ET	 TOXINES	 BACTERIENNES	 DES	

ESCHERICHIA	COLI	UROPATHOGENES	
	

A. Notion	de	virulence	
	

La	virulence	d’un	organisme	se	définit	par	sa	capacité	à	causer	des	dégâts	à	un	autre	
organisme.	Les	bactéries	pathogènes,	responsables	de	nombreuses	maladies,	se	distinguent	
des	bactéries	non	pathogènes	par	l’expression	de	facteurs	de	virulence	–	également	appelés	
effecteurs	 –	 et	 de	 toxines	 bactériennes.	 Il	 est	 classiquement	 attribué	 à	 ces	 toxines	 et	
effecteurs	bactériens	un	rôle	dans	la	survie	de	la	bactérie	au	détriment	de	l’hôte	en	favorisant	
la	colonisation	ou	en	détournant	les	défenses	de	l’hôte.	

Historiquement,	les	effecteurs	bactériens	sont	des	facteurs	directement	injectés	dans	
le	cytosol	des	cellules	cibles	qui	vont	manipuler	les	fonctions	cellulaires	hôtes	(Galán,	2009).	
De	 façon	 similaire,	 les	 toxines	 bactériennes	 sont	 capables	 de	 détourner	 les	 fonctions	
essentielles	des	cellules	cibles,	mais	ce	sont	des	molécules	sécrétées	par	la	bactérie	qui	ont	
une	capacité	autonome	de	pénétrer	dans	le	cytosol	des	cellules	cibles	(Alouf,	2000;	Henkel	et	
al.,	2010).	

Dans	ce	manuscrit,	pour	des	raisons	didactiques,	le	terme	«	facteur	de	virulence	»	sera	
utilisé	pour	les	effecteurs	bactériens	injectés	comme	pour	les	toxines	bactériennes	sécrétées	
(Kaper	et	al.,	2004).	

	

B. Les	Escherichia	coli	uropathogènes	(UPEC)	
	

Les	 Escherichia	 coli	 (E.	 coli)	 sont	 des	 bactéries	 gram-négatif	 de	 la	 famille	 des	
entérobactéries.	 Elles	 font	 partie	 de	 la	 flore	 commensale	 humaine	 normale,	mais	 il	 existe	
également	des	souches	pathogènes	telles	que	les	E.	coli	uropathogènes	(UPEC)	responsables	
d’infections	du	tractus	urinaire	(UTI)	(Kaper	et	al.,	2004).	Les	UTI	sont	 les	 infections	extra-
intestinales	 les	 plus	 fréquentes	 chez	 l’Homme.	 Les	UPEC	 sont	 la	 1ère	 cause	d’UTI	 aigüe	ou	
chronique	 chez	 l’Homme	 (80%	 des	 cas)	 touchant	 majoritairement	 les	 femmes	 :	 60%	 des	
femmes	ont	déclaré	une	UTI	au	moins	1	fois	dans	leur	vie	(Hilbert	et	al.,	2012).	
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La	 majorité	 des	 UPEC	 sont	 des	 opportunistes	 provenant	 du	 tractus	 digestif	 qui	
profitent	 de	 la	 susceptibilité	 de	 l’hôte	 pour	 coloniser	 et	 se	 nicher	 dans	 le	 tractus	 urinaire	
(Kaper	et	al.,	2004).	Les	UTI	sont	classées	en	2	catégories	:	

- les	UTI	basses	ou	cystites,	où	les	UPEC	restent	dans	la	vessie,	sont	caractérisées	par	un	
inconfort	au	niveau	du	bas-ventre	ainsi	qu’une	envie	fréquente	et	urgente	d’uriner	

- les	 UTI	 hautes	 ou	 pyélonéphrites,	 lorsque	 les	 UPEC	 atteignent	 les	 reins,	 sont	 plus	
sévères	:	les	patients	souffrent	de	fortes	douleurs	lombaires	souvent	unilatérales,	de	
nausées	et	de	fièvre.	Dans	les	cas	les	plus	graves,	les	bactéries	peuvent	passer	du	rein	
vers	le	sang	:	l’UTI	évolue	en	bactériémie	et	peut	conduire	à	la	mort	du	patient.	

	

Les	 UPEC	 sont	 génétiquement	 très	 variées	 et	 utilisent	 un	 répertoire	 diversifié	 de	
facteurs	de	virulence	 (Welch,	2016),	 tels	que	 les	 toxines	hémolysine-α	 (50%	des	UPEC)	et	
CNF1	(30%	des	UPEC)	(Landraud	et	al.,	2000).	

	

C. L’hémolysine-α	(HlyA)	d’E.coli	

	
L’hémolysine-α	 (HlyA)	 d’E.	 coli	 fait	 partie	 de	 la	 plus	 grande	 famille	 de	 toxines	

aujourd’hui	caractérisée	:	les	toxines	formant	des	pores	(Wiles	and	Mulvey,	2013).	Elles	sont	
sécrétées	 par	 des	 bactéries	 gram-positif	 et	 gram-négatif.	 Elles	 agissent	 à	 l’extérieur	 des	
cellules	et	s’insèrent	dans	la	bicouche	lipidique,	s’oligomérisent	et	forment	un	pore	ou	canal	
de	 taille	variable	perméable	aux	 ions	voire	à	certaines	protéines,	ce	qui	 induit	 la	mort	des	
cellules	cibles.	Elles	ont	également	un	rôle	dans	la	perturbation	des	barrières	épithéliales	et	
du	système	immunitaire	(Dal	Peraro	and	van	der	Goot,	2016).	

Le	gène	codant	pour	l’HlyA	est	situé	sur	l’opéron	chromosomique	hlyCABD	dans	l’îlot	
de	pathogénicité	II	des	E.	coli.	Cet	opéron	code	pour	une	proforme	de	l’HlyA,	l’acyltransférase	
HlyC,	l’ATPase	HlyB	et	la	protéine	de	la	membrane	interne	des	bactéries	HlyD	(Hilbert	et	al.,	
2012).	L’HlyA	est	traduite	sous	une	proforme	de	110kDa	qui	a	besoin	d’être	modifiée	post-
traductionnellement	 par	 HlyC	 en	 une	 forme	 mature	 pour	 son	 activité	 cytotoxique.	 Les	
protéines	HlyB	et	D	 forment	avec	 la	protéine	de	 la	membrane	externe	TolC	 le	 système	de	
sécrétion	qui	exporte	l’HlyA	à	l’extérieur	de	la	bactérie	où	elle	pourra	se	fixer	sur	ses	cellules	
cibles.	

L’HlyA	a	également	été	retrouvée	associée	aux	vésicules	de	la	membrane	externe	des	
bactéries	 (OMVs)	responsables	de	 la	communication	 intercellulaire	ou	de	 la	délivrance	des	
toxines,	bien	que	le	rôle	spécifique	des	OMVs	n’est	pas	connu,	ce	qui	suggère	l’existence	d’un	
mécanisme	 de	 sécrétion	 alternatif	 de	 l’HlyA	 (Kouokam	 et	 al.,	 2006;	 Wiles	 et	 al.,	 2008;	
Balsalobre	et	al.,	2006).	
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L’HlyA	est	le	prototype	des	toxines	formant	des	pores	de	type	RTX	liant	le	Ca2+.	Elle	
est	 exprimée	par	plus	de	 la	moitié	des	UPEC	 (Wiles	 et	 al.,	 2008).	 Il	 existe	un	 lien	entre	 la	
cytotoxicité,	la	suppression	de	la	réponse	immunitaire	et	la	production	d’HlyA	chez	les	souches	
cliniques	 isolées	 de	 patients	 atteints	 d’une	 UTI	 (Hilbert	 et	 al.,	 2012).	 Comme	 son	 nom	
l’indique,	l’HlyA	est	capable	d’induire,	in	vitro,	une	lyse	des	globules	rouges,	mais	également	
d’autres	cellules	comme	les	cellules	épithéliales,	les	neutrophiles,	lymphocytes	B	et	T	et	les	
monocytes,	en	formant	des	pores	de	2nm	de	diamètre	dans	leur	membrane	mais	le	rôle	de	
l’HlyA	in	vivo	est	encore	débattu.	La	mort	des	cellules	hôtes	induite	par	l’HlyA	a	été	proposée	
comme	un	moyen	de	relarguer	des	nutriments	nécessaires	à	la	croissance	des	UPEC	(Wiles	
and	Mulvey,	2013).	L’existence	du	récepteur	à	l’HlyA	est	encore	controversée,	d’autant	plus	
que	l’HlyA	est	capable	de	former	des	pores	dans	des	bicouches	lipidiques	artificielles	(Valeva	
et	al.,	2005).	

	

	

Figure	1	: Formation	de	pores	membranaires	par	les	toxines	formant	des	pores	(extrait	
de	Dal	Peraro	and	van	der	Goot,	2016)	

PFT	=	Pore-foming	toxins	;	ATP	=	Adenosine	tri-phosphate	

	

	

L’HlyA	est	également	capable	d’affecter	les	voies	de	signalisation	de	la	cellule	hôte	à	
des	doses	 sublytiques	 en	 inhibant	notamment	 la	 sécrétion	de	cytokines	 (König	and	König,	
1993).	Elle	est	capable,	en	activant	la	mésotrypsine	de	l’hôte,	d’induire	la	dégradation	de	la	
paxilline	et	d’autres	protéines	régulatrices	telles	que	les	composants	de	la	voie	NF-κB	(Dhakal	
and	Mulvey,	2012).	
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D. Le	facteur	cytotoxique	nécrosant	(CNF1)	d’E.	coli	
	

Comme	plus	de	30	facteurs	de	virulence	bactériens,	 la	 toxine	CNF1	 fait	partie	de	 la	
famille	des	toxines	modifiant	les	Rho	GTPases	(Boquet	and	Lemichez,	2003).	Les	Rho	GTPases	
sont	 des	 cibles	 privilégiées	 des	 facteurs	 de	 virulence,	 probablement	 car	 elles	 sont	 des	
protéines	régulatrices	du	cytosquelette	et	de	nombreux	processus	cellulaires.	Ces	facteurs	de	
virulence	modulent	leur	activité	en	mimant	leurs	protéines	régulatrices	(GEF,	GAP	ou	GDI)	ou	
en	les	modifiant	post-traductionnellement	(Aktories	et	al.,	2000).	On	retrouve	des	facteurs	de	
virulence	 activateurs	 et	 des	 inhibiteurs	 de	 Rho	 GTPases.	 CNF1	 fait	 partie	 des	 toxines	
activatrices	des	Rho	GTPases	(Aktories	et	al.,	2000).	

CNF1	a	été	initialement	identifiée	pour	induire	des	lésions	nécrotiques	chez	le	rongeur	
lorsqu’elle	 est	 injectée	 en	 sous-cutané,	 d’où	 son	 nom	 de	 facteur	 cytotoxique	 nécrosant	
(Caprioli	 et	 al.,	 1983).	 Elle	 appartient	 au	 sous-groupe	 des	 facteurs	 dermonécrotiques	
comprenant	les	toxines	CNF2	(90%	d’identité	avec	CNF1)	et	CNF3	(70%	d’identité	avec	CNF1)	
d’E.	coli,	CNFy	de	Yersinia	pseudotuberculosis	(65%	d’identité	avec	CNF1)	et	la	toxine	DNT	de	
Bordetella	(13%	d’identité	avec	CNF1,	mais	45%	d’identité	entre	leurs	domaines	catalytiques)	
(Lemonnier	et	al.,	2007)	(Meysick	et	al.,	2001).	

	CNF1	est	retrouvée	dans	près	d’un	tiers	des	UPEC	ainsi	que	dans	environ	10%	des	E.	
coli	de	type	K1	responsables	de	méningites	chez	l’enfant.	Bien	que	son	rôle	lors	de	l’infection	
ne	soit	pas	clairement	démontré,	CNF1	faciliterait	l’invasion	des	UPEC	dans	le	tractus	urinaire	
(Johnson	et	al.,	2000)	(Rippere-Lampe	et	al.,	2001)	(Bower	et	al.,	2005).	Elle	induit	également	
une	 multinucléation	 dans	 de	 nombreux	 types	 cellulaires	 en	 culture	 (Falbo	 et	 al.,	
1992)	(Schmidt	and	Aktories,	2004).	

	

1. Génétique	et	structure	de	CNF1	
	

Le	gène	cnf1	encode	une	protéine	de	1014	acides	aminés	(Lemonnier	et	al.,	2007).	Il	
est	situé	sur	le	même	îlot	de	pathogénicité	que	l’opéron	hlyCABD	(Blum	et	al.,	1995).	Le	gène	
cnf1	 est	 systématiquement	 associé	 à	 l’opéron	 hlyCABD	 via	 une	 région	 intergénique	
hautement	conservée	(Landraud	et	al.,	2003).	Ils	sont	transcrits	sur	le	même	ARN	messager	et	
co-régulés	 par	 le	 facteur	 de	 transcription	 RfaH.	 CNF1	 est	 ainsi	 toujours	 co-exprimée	 avec	
l’HlyA	dans	les	souches	pathogènes.	
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Figure	2	: 	L’îlot	de	pathogénicitié	II	d’E.coli		(extrait	de	Lemonnier	et	al.,	2007)	
ops	=	operon	polarity	supression	;	IGS	=	intergenic	sequence	

	

	

CNF1	 est	 une	 toxine	 de	 type	 AB	 de	 114kDa	 composée	 de	 3	 domaines,	 chacun	
possédant	une	fonction	propre	:	

- Un	domaine	N-terminal	de	liaison	à	son	récepteur.	
- Un	 domaine	 central	 contenant	 2	 hélices	 hydrophobes	 qui	 permet	 la	 translocation	

depuis	la	vésicule	d’endocytose	vers	le	cytosol.	
- Un	domaine	C-terminal	portant	son	activité	catalytique	de	déamidase.	

	

	

	

	

Figure	3	: 	Structure	primaire	de	la	toxine	CNF1	d’E.	coli	(extrait	de	Piteau	et	al.,	2014)	
RBD	=	Responsible	for	BCAM	binding	Domain	

	

	

Le	mécanisme	de	sécrétion	de	la	toxine	CNF1	est	peu	connu	mais,	vu	le	lien	génétique	
existant	entre	CNF1	et	HlyA,	il	pourrait	impliquer	les	mêmes	systèmes	que	HlyA	(Lemonnier	
et	al.,	2007).	Une	étude	montre	que	CNF1	serait	sécrétée	via	les	OMVs	(Kouokam	et	al.,	2006)	
;	(Wiles	et	al.,	2008).	De	manière	intéressante,	HlyA	a	également	été	retrouvée	associée	aux	
OMVs	(Balsalobre	et	al.,	2006).	Les	OMVs	pourraient	alors	être	un	mécanisme	de	sécrétion	
simultanée	de	CNF1	et	HlyA.	

	

Une	 fois	 sécrétée	 dans	 le	milieu	 extracellulaire,	 CNF1	 se	 lie	 à	 son	 récepteur	 sur	 la	
cellule	cible.	Les	équipes	des	Drs.	Kim	et	Schmidt	ont	respectivement	identifié	les	récepteurs	
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à	la	laminine	LRP	et	Lu/BCAM	comme	étant	des	récepteurs	de	haute	affinité	à	CNF1	(Chung	et	
al.,	2003)	(Piteau	et	al.,	2014).	La	liaison	à	son/ses	récepteurs	permet	son	internalisation	par	
endocytose.	Au	cours	de	la	maturation	des	endosomes	en	endolysosomes,	il	y	a	acidification	
du	milieu	intravésiculaire,	permettant	la	translocation	et	le	clivage	du	domaine	catalytique	de	
CNF1	dans	le	cytosol	(Knust	et	al.,	2009).	

	

	

	

	

Figure	4	: 	Entrée	de	la	toxine	CNF1	d’E.	coli	dans	la	cellule	hôte	(adapté	de	(Flatau	et	
al.,	1997)	(Lerm	et	al.,	1999)	(Doye	et	al.,	2002a))	

La	toxine	CNF1	est	sécrétée	dans	le	milieu	par	E.	coli.	Une	fois	fixée	sur	son	récepteur,	elle	est	
internalisée	 dans	 la	 cellule	 hôte	 par	 endocytose.	 La	 maturation	 de	 l’endosome	 en	
endolysosome	s’accompagne	de	son	acidification	qui	induit	un	changement	de	conformation	
de	CNF1	et	 la	 translocation	de	son	domaine	catalytique	dans	 le	cytosol.	Une	 fois	sortie	de	
l’endosome,	 CNF1	 modifie	 post-traductionnellement	 les	 Rho	 GTPases	 en	 déamidant	 la	
glutamine	en	positition	61	ou	63,	ce	qui	a	pour	conséquence	d’empêcher	l’hydrolyse	du	GTP	
et	de	bloquer	les	Rho	GTPases	sous	forme	active.	
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2. CNF1	active	les	Rho	GTPases	
	

a. Les	Rho	GTPases	

Les	Rho	GTPases	font	partie	de	la	superfamille	Ras	des	petites	protéines	G	(Bishop	and	
Hall,	2000).	Il	existe	une	vingtaine	de	Rho	GTPases,	les	mieux	caractérisées	étant	Rho,	Rac	et	
Cdc42.	Les	Rho	GTPases	sont	des	interrupteurs	moléculaires	qui	cyclent	entre	un	état	inactif	
lié	au	GDP	et	un	état	actif	lié	au	GTP.	En	tant	que	médiateurs	de	divers	processus	cellulaires,	
elles	possèdent	un	système	de	 régulation	 temporelle	et	 spatiale	élaboré	 (Hall,	2012).	 Leur	
activation	est	stimulée	par	des	facteurs	d’échange	GEF	et	induit	leur	ancrage	membranaire.	
Elles	possèdent	une	activité	GTPasique	intrinsèque	qui	permet	l’hydrolyse	du	GTP,	mais	leur	
inactivation	peut	également	être	stimulée	par	les	protéines	GAP.	La	protéine	Rho	GDI	régule	
également	les	Rho	GTPases	en	les	séquestrant	dans	le	cytosol	(Lemichez,	2017).	

	

	

	
	
Figure	5	: 	Cycle	GDP/GTP	des	Rho	GTPases	et	interaction	avec	leurs	effecteurs	(adapté	

de	Lemichez,	2017)	
	

	

Les	Rho	GTPases	 sont	des	protéines	 régulatrices	du	cytosquelette	 impliquées	dans	
une	 multitude	 de	 processus	 cellulaires,	 dont	 la	 migration	 cellulaire,	 le	 cycle	 cellulaire,	 la	
division	 cellulaire,	 le	 transport	 vésiculaire,	 la	 phagocytose,	 la	 morphogénèse,	 la	 polarité	
cellulaire,	et	la	modulation	de	plusieurs	voies	de	signalisation	dont	la	voie	JNK,	des	MAPK,	NF-
κB	et	la	NADPH	oxydase	(Lemichez,	2017).	Elles	ont	également	un	rôle	dans	la	régulation	de	
l’immunité	innée	(Bokoch,	2005).	
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Sous	sa	forme	active,	les	Rho	GTPases	recrutent	et	activent	plusieurs	effecteurs	pour	
contrôler	 l’architecture	 et	 la	 dynamique	 du	 cytosquelette	 d’actine	 (Zhao	 and	 Manser,	
2005)	 (Lemichez,	 2017).	 RhoA	 active	 majoritairement	 les	 kinases	 ROCK1	 et	 ROCK2	 pour	
contrôler	la	contraction	de	l’actomyosine,	la	formation	de	fibres	de	stress	et	des	adhésions	
focales	(Julian	and	Olson,	2014).	Les	kinases	de	la	famille	PAK	sont	des	effecteurs	des	GTPases	
Rac	 et	 Cdc42	 et	 participent	 à	 l’organisation	 du	 cytosquelette	 d’actine	 pour	 contrôler	 la	
formation	de	filopodes	et	lamellipodes	(Rane	and	Minden,	2014).	Rac2	fait	partie	intégrante	
du	complexe	de	la	NAPDH	oxydase	des	phagocytes	qui	participe	à	l’élimination	des	bactéries	
intracellulaires	en	produisant	des	ROS	(Hordijk,	2006).	Cdc42	régule	la	formation	de	filopode	
en	 recrutant	 l’effecteur	WASP,	 mais	 également	 en	 interagissant	 avec	 la	 formine	mDia2	
(Heasman	and	Ridley,	2008).	

	

	
	
Figure	6	: 	L’activation	de	Rac	et	Cdc42	induit	la	formation	de	lamellipodes	et	filopodes	

(extrait	de	Heasman	and	Ridley,	2008)	
Schéma	des	lamellipodes	et	filopodes	(a)	et	voies	de	signalisation	en	aval	des	Rho	GTPases	(b).	
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Figure	7	: Rac2	régule	du	complexe	de	la	NADPH	oxydase	des	phagocytes	(extrait	de	
Bokoch,	2005)	

PMN	=	polymorphonuclear	neutrophile	
	

	
Parmi	 les	protéines	 régulatrices	des	Rho	GTPases,	on	 trouve	également	 la	protéine	

Flightless-1	(FLII)	(Marei	et	al.,	2016)	Elle	possède	un	domaine	gelsoline	de	liaison	à	l’actine	et	
plusieurs	domaines	LRR.	FLII	est	un	régulateur	positif	de	l’assemblage	de	l’actine	induite	par	
les	Rho	GTPases	(Davy	et	al.,	2001)	(Higashi	et	al.,	2010).	Elle	module	la	migration	cellulaire,	
les	adhésions	focales	et	les	fibres	de	stress	via	son	interaction	avec	Rac	(Kopecki	et	al.,	2011),	
ainsi	que	la	contraction	cellulaire	dépendamment	de	RhoA/ROCK	(Marei	et	al.,	2016).	

	

b. Effets	de	CNF1	

Le	facteur	de	virulence	CNF1	fait	partie	des	activateurs	des	Rho	GTPases.	Une	fois	dans	
le	cytosol,	CNF1	transforme	la	glutamine	en	position	63	de	RhoA	(Flatau	et	al.,	1997)	(Schmidt	
et	al.,	1997)	ou	61	de	Rac	et	Cdc42	en	glutamate,	empêchant	l’hydrolyse	du	GTP	et	activant	
les	Rho	de	manière	 irréversible	 (Flatau	 et	 al.,	 2000)	 (Lerm	et	 al.,	 1999).	 Les	Rho	GTPases	
constitutivement	activées	par	CNF1	vont	 induire	 le	remaniement	du	cytosquelette	d’actine	
avec	apparition	de	fibres	de	stress	et	membranes	ondulantes,	et	activer	diverses	voies	de	
signalisation	 telles	 que	 des	 voies	 anti-apoptotiques,	 une	 augmentation	 de	 l’adhésion	
cellulaire	entre	cellules	et	avec	la	matrice	extracellulaire	(Fiorentini	et	al.,	1998),	ou	encore	la	
génération	 d’ion	 superoxyde	 accompagné	 d’un	 comportement	 similaire	 à	 la	phagocytose	
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(Falzano	et	al.,	2001).	Ces	divers	effets	de	CNF1	ont	été	montré	comme	favorisant	l’entrée	des	
bactéries	 dans	 les	 cellules	 épithéliales	 (Doye	 et	 al.,	 2002b).	 Il	 a	 été	 démontré	 dans	 notre	
laboratoire	que	cette	entrée	des	bactéries	corrèle	avec	la	diminution	du	niveau	protéique	des	
Rho	GTPases	dans	les	cellules	traitées	avec	du	CNF1	(Doye	et	al.,	2002b).	Ce	travail	suggère	
que	CNF1	exploite	la	machinerie	protéasomale	de	la	cellule	pour	restreindre	l’activation	des	
Rho	GTPases.	De	plus,	le	travail	de	notre	laboratoire	indique	que	le	niveau	de	Rac1	activé	est	
contrôlé	par	 la	E3-ligase	HACE1	(Torrino	et	al.,	2011),	suggérant	que	cette	régulation	post-
traductionnelle	de	la	Rho	GTPase	Rac1	est	importante	pour	permettre	l’invasion	bactérienne.	

	

De	manière	 intéressante,	 l’activation	 de	 la	 Rho	 GTPase	 Rac2	 par	 CNF1	 induit	 une	
réponse	immunitaire	chez	la	drosophile	et	chez	l’Homme	(Boyer	et	al.,	2011).	En	effet,	notre	
laboratoire	a	montré	que	sous	forme	active,	Rac2	est	capable	de	recruter	la	protéine	IMD	chez	
la	 drosophile,	 et	 ses	 homologues	 humains	 RIP1	 et	 RIP2,	 afin	 d’activer	 le	 facteur	 de	
transcription	Relish/NF-κB	et	la	production	de	peptides	antimicrobiens.	Ces	résultats	nous	ont	
permis	d’identifier	un	mécanisme	de	détection	de	l’activité	des	facteurs	de	virulence.	

Mon	travail	s’inscrit	dans	la	recherche	des	mécanismes	de	détection	de	l’activité	des	
facteurs	de	virulence	par	le	système	immunitaire.	La	question	posée	au	début	de	ma	thèse	
était	de	déterminer	les	mécanismes	de	l’immunité	innée	capable	de	détecter	l’activation	de	
la	Rho	GTPase	Rac2	par	le	facteur	de	virulence	CNF1	d’E.coli.	

	

	

	 	



	
	

28	

II. DETECTION	 DES	 MICROORGANISMES	 PAR	 LE	 SYSTEME	 IMMUNITAIRE	

INNE	
	

A. La	théorie	des	MAMPs	

	
La	fonction	première	du	système	immunitaire	inné	est	de	permettre	aux	cellules	de	

l’hôte	de	distinguer	 le	 soi	du	non-soi.	 En	1989,	Charles	 Janeway	émet	 l’hypothèse	que	 les	
microorganismes	 sont	 détectés	 par	 des	 récepteurs	 de	 l’hôte	 —	 qu’il	 appelle	 «	 Pattern	
Recognition	 Receptors	 »	 (PRRs)	 (Janeway,	 1989).	 Les	 PRRs	 reconnaissent	 des	 motifs	
moléculaires	conservés	chez	les	microorganismes	mais	absents	de	l’hôte,	appelés	«	Pathogen	
Associated	Molecular	Patterns	»	 (PAMPs).	La	découverte	de	plusieurs	 familles	de	PRRs,	de	
leurs	 ligands	 microbiens	 spécifiques	 et	 du	 rôle	 de	 ce	 système	 de	 reconnaissance	 dans	
l’immunité	ont	validé	cette	hypothèse	(Medzhitov,	2009).	

	

Aujourd’hui,	 on	 préfèrera	 le	 terme	 de	 MAMPs	 (Microbe-Associated	 Molecular	
Patterns)	à	celui	de	PAMPs	car	ces	molécules	sont	exprimées	indépendamment	du	potentiel	
pathogène	des	microorganismes.	 En	 effet,	 les	MAMPs	 reconnus	par	 les	 PRRs	 sont	pour	 la	
plupart	des	composants	essentiels	des	membranes	externes	et	enveloppes	bactériennes	ou	
fongiques	 (comme	 le	 LPS	 ou	 le	 peptidoglycane	 bactérien)	 ou	 des	 acides	 nucléiques	 non-
eucaryotes.	Ces	composants	sont	partagés	par	une	majorité	de	microorganismes	et	exposés	
dans	le	milieu	extracellulaire,	ce	qui	permet	leur	reconnaissance	directe	par	les	PRRs.	

	

On	distingue	aujourd‘hui	deux	groupes	de	PRRs	 :	ceux	qui	détectent	des	 ligands	du	
milieu	extracellulaire	ou	du	compartiment	endosomal	(TLRs	et	CLRs)	et	ceux	qui	détectent	des	
ligands	intracellulaires	(NLRs,	ALRs	et	RLRs)	(Lamkanfi	and	Dixit,	2014).	La	liaison	du	récepteur	
à	son	ligand	conduit	à	des	cascades	de	signalisation	qui	activent	les	facteurs	de	transcription	
NF-κB,	AP-1	et	les	IRF	contrôlant	la	production	de	cytokines	et	de	chimiokines.	Certains	NLRs	
et	 ALRs	 induisent	 un	 mécanisme	 de	 défense	 distinct	 en	 formant	 des	 complexes	 appelés	
inflammasomes.	
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1. Les	TLRs	

	
En	1996,	l’équipe	de	Jules	Hoffmann	identifie	le	récepteur	Toll	comme	responsable	de	

l’induction	d’une	réponse	antimicrobienne	lors	de	l’infection	chez	Drosophila	melanogaster	
(Lemaitre	et	al.,	1996).	Ces	travaux	ont	permis	l’identification	par	l’équipe	de	Charles	Janeway	
d’homologues	 humains	 appelés	 plus	 tard	 «	 Toll-like	 receptors	 »	 (TLRs)	 (Medzhitov	 et	 al.,	
1998)	et	le	clonage	du	premier	TLR,	le	TLR4	reconnaissant	le	LPS	bactérien,	par	l’équipe	de	
Bruce	Beutler	(Poltorak	et	al.,	1998)	(O'Neill	et	al.,	2013).	

	

La	famille	des	TLRs	comprend	les	TLR1,	TLR2,	TLR3,	TLR4,	TLR5,	TLR6,	TLR7,	TLR8,	TLR9,	
TLR10,	 TLR11,	 TLR12	et	 TLR13	 (Takeuchi	 and	Akira,	 2010).	 Les	 TLR1	à	11	 sont	 communs	à	
l’homme	et	à	la	souris,	bien	que	le	TLR10	soit	non	fonctionnel	chez	la	souris.	Les	TLR12	et	13	
sont	exprimés	chez	la	souris	et	présents	chez	l’homme	sous	forme	de	pseudogènes	(Joosten	
et	al.,	2016).	

Les	TLRs	sont	composés	de	3	domaines	:	

- Un	 domaine	 N-terminal	 extracellulaire	 comprenant	 plusieurs	 LRR	 (Leucine-riche	
repeats)	dédiés	à	la	reconnaissance	du	ligand	

- Un	domaine	transmembranaire	
- Un	domaine	TIR	(Toll-Interleukine-1	Receptor)	intracellulaire	en	C-terminal	impliqué	

dans	la	transduction	du	signal.	

	

Les	TLRs	reconnaissent	des	MAMPs	issus	de	bactéries,	virus	et	parasites	situés	dans	
le	milieu	extracellulaire	ou	dans	des	compartiments	intracellulaires	(voir	Tableau).	Le	TLR4	est	
le	seul	à	être	présent	à	la	fois	à	la	surface	des	cellules	et	dans	les	endosomes,	mais	il	active	
des	voies	de	signalisation	différentes	selon	sa	localisation,	respectivement	pro-inflammatoire	
et	 anti-inflammatoire	 (Aksoy	 et	 al.,	 2012).	 En	 combinaison	 avec	MD2,	 il	 reconnaît	 le	 LPS,	
composant	dérivé	de	la	membrane	externe	des	bactéries	gram-négatif.	

De	manière	intéressante,	le	TLR10	n’a	aucun	ligand	connu	à	ce	jour	;	il	pourrait	jouer	
un	rôle	de	régulateur	négatif	des	autres	TLRs	(Jiang	et	al.,	2016).	
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TLR	 Localisation	 Espèce	 Ligands	 Pathogènes	

reconnus	
Expression	tissulaire	et	cellulaire	

spécifique	
TLR1		 Extracellulaire	 Homme	

et	souris	
Triacyllipopeptides		 Bactéries	 •	Expression	tissulaire	ubiquitaire		

•	Monocytes,	macrophages,	DCs,	
leucocytes,	lymphocytes	B,	T	et	NK	

TLR2		 Extracellulaire	 Homme	
et	souris	

Lipoprotéines,	
peptidoglycane,	LTA,	
zymosan	et	mannan		

Bactéries		 •	Cerveau,	cœur,	poumons	et	rate	
•	Macrophages,	DCs	et	granulocytes		

TLR3		 Compartiment	
endosomal		

Homme	
et	souris	

ARN	double	brins		 ARN	double	
brins		

•	Placenta	et	pancréas		
•	DCs,	lymphocytes	T	et	NK		

TLR4		 Compartiments	
extracellulaire	
et	endosomal		

Homme	
et	souris	

LPS,	RSV	et	protéines	de	
fusion	MMTV,	mannans,	
et	glycoinositolphosphate	
de	Trypanosoma	spp.		

Bactéries	
Gram-négatif	
et	virus	

•	Rate		
•	PBLs,	lymphocytes	B	et	T,	DCs,	
monocytes,	macrophages	et	
granulocytes	

TLR5		 Extracellulaire		 Homme	
et	souris	

Flagelline	 Bactéries	 •	Ovaires	et	prostate		
•	PBLs	et	monocytes		

TLR6		 Extracellulaire		 Homme	
et	souris	

Diacylipopetides,	LTA	et	
zymosan		

Bactéries	 •	Thymus,	rate	et	poumons		
•	Lymphocytes	B	et	monocytes		

TLR7		 Compartiment	
endosomal	

Homme	
et	souris	

ARN	simple	brin	riche	en	
GU	et	petits	ARN	double	
brins		

Virus	et	
bactéries		

•	Poumons,	placenta,	rate,	ganglions	
lymphatiques	et	amygdales		

•	Monocytes,	lymphocytes	B	et	DCs		
TLR8		 Compartiment	

endosomal	
Homme	
et	souris	

ARN	simple	brin	riche	en	
GU,	petits	ARN	double	
brins	et	ARN	bactériens	

Virus	et	
bactéries	

•	Poumons,	placenta,	rate,	ganglions	
lymphatiques	et	moelle	osseuse		

•	PBLs	et	cellules	endothéliales		
TLR9		 Compartiment	

endosomal		
Homme	
et	souris	

ADN	CpG	et	hemozoin	de	
Plasmodium	spp.		

Bactéries,	
virus	et	
parasites	
protozoaires		

•	Rate,	ganglions	lymphatiques	et	
moelle	osseuse	

•	PBLs,	lymphocytes	B	et	DCs		

TLR10		 Non	déterminé		 Homme	 Non	déterminé	 Non	
déterminé	

•	Rate,	ganglions	lymphatiques,	
thymus	et	amygdales		

•	Lymphocytes	B	
TLR11		 Compartiment	

endosomal	
Souris	 Profiline	et	flagelline		 Parasites	

Apicomplexa	
et	bactéries	

•	Rate,	rein,	foie	et	intestin		
•	Epithélium,	DCs	et	macrophages		

TLR12		 Compartiment	
endosomal		

Souris	 Profiline	 Parasites	
Apicomplexa	

•	Intestin	et	rate		
•	DCs	et	macrophages		

TLR13		 Compartiment	
endosomal		

Souris	 ARNr	23S	bactérien	à	
motif	CGGAAAGACC		

Bactéries	 •	Rate		
•	DCs	et	macrophages		

	

Tableau	1	:	TLRs	et	ligands	(adapté	de	Broz	and	Monack,	2013)	
LTA	=	Lipotechoïc	Acid	;	DCs	=	Dendritic	Cells	;	PBLs	=	Peripheral	Blood	Lymphocytes	;	NK	=	Natural	Killer	;	
RSV	=	Respiratory	Syncytial	Virus	;	MMTV	=	Mouse	Mammary	Tumor	Virus	
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Les	TLRs	activés	 induisent	des	cascades	de	signalisation	différentes	en	 fonction	des	
protéines	 adaptatrices	 recrutées	 (Martinon	 et	 al.,	 2009).	 En	 effet,	 il	 existe	 4	 adaptateurs	
fonctionnels	qui	peuvent	interagir	avec	le	domaine	TIR	intracellulaire	des	TLRs	:	MyD88,	Mal,	
TRIF	et	TRAM	(Joosten	et	al.,	2016).	Dans	le	cas	du	TLR4,	la	protéine	MyD88	est	recrutée	par	
l’intermédiaire	du	complexe	TIRAP/Mal.	Elle	interagit	avec	la	kinase	IRAK4	qui	active	d’autres	
membres	de	la	famille	IRAK.	Ces	derniers	se	dissocient	de	MyD88	pour	recruter	la	E3	ligase	
TRAF6,	laquelle	s’auto-ubiquitine.	Ceci	conduit	au	recrutement	et	à	l’activation	d’un	complexe	
multiprotéique	composé	des	protéines	TAK1,	TAB2	et	TAB3.	Ce	complexe	phosphoryle	d’une	
part	 la	 sous-unité	 I-κB	 du	 complexe	 IKK,	 et	 d’autre	 part	 active	 la	 voie	 des	 MAPK.	 La	
phosphorylation	d’I-κB	conduit	à	sa	dissociation	du	complexe	IKK	et	sa	dégradation,	libérant	
le	facteur	de	transcription	NF-κB	qui	transloque	dans	le	noyau	où	il	permet	l’expression	de	
gènes	de	l’inflammation	tels	que	les	cytokines	pro-inflammatoires	(Takeuchi	and	Akira,	2010).	

	

	

	

Figure	8	: 	La	voie	de	signalisation	du	TLR4	(extrait	de	Takeuchi	and	Akira,	2010)	
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2. Les	NLRs	

	
Les	«	NOD-Like	Receptors	»	(NLRs)	sont	des	PRRs	cytoplasmiques	qui	détectent	des	

composants	 bactériens,	 toxines	 bactériennes	 et	 divers	 stress	 cellulaires.	 Il	 existe	 22	 NLRs	
humains	 et	 34	 murins	 (Saavedra	 et	 al.,	 2015).	 On	 retrouve	 également	 des	 protéines	
homologues	chez	la	plante	appelées	NB-LRR	encodées	par	des	gènes	R	dits	de	résistance	et	
impliquées	dans	la	détection	des	pathogènes	(développé	plus	en	détail	dans	la	partie	III).	Dans	
ce	manuscrit,	on	utilisera	la	nomenclature	la	plus	récente	des	NLR	(Ting	et	al.,	2008).	

	

Les	NLRs	animaux	et	NB-LRR	de	plantes	(également	nommés	NBS-LRR)	font	partie	de	
la	superfamille	des	protéines	STAND	qui	cyclent	entre	une	forme	active	liée	à	un	nucléotide	
tri-phosphate	(NTP)	et	une	forme	inactive	liée	à	un	nucléotide	di-phosphate	(NDP).	De	façon	
remarquable,	 il	semble	qu’il	y	ait	eu	une	évolution	convergente	des	NLRs	chez	 la	plante	et	
chez	 le	 mammifère.	 Il	 est	 également	 intéressant	 de	 noter	 qu’il	 n’existe	 pas	 de	 NLR	 chez	
l’insecte	(Martinon	et	al.,	2009)	(Meunier	and	Broz,	2017).	

	

Les	NLRs	mammifères	et	NB-LRR	de	plantes	sont	composés	de	(Bentham	et	al.,	2017)	:	

- un	domaine	C-terminal	de	type	LRR	dédié	à	la	reconnaissance	du	ligand	et	qui	pourrait	
jouer	un	rôle	dans	l’autoinhibition	du	récepteur	en	l’absence	de	stimuli	(Griebel	et	al.,	
2014)	

- un	 domaine	 central	 NACHT	 chez	 l’animal	 ou	 NB-ARC	 chez	 la	 plante	 pour	
l’oligomérisation	et	qui	lie	l’ATP	essentiel	pour	l’activation	du	récepteur	

- un	domaine	N-terminal	variable	pour	l’interaction	protéine-protéine	:	
o un	domaine	TIR	 (on	parle	de	 récepteur	TNL	 (TIR-NB-LRR))	ou	 coiled-coil	 (on	

parle	de	récepteur	CNL	(CC-NB-LRR))	chez	la	plante	
o un	domaine	acide,	BIR,	CARD,	PYD	ou	autre	chez	l’animal.	
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Figure	9	: 	Structures	des	NLR	mammifères	et	NB-LRR	de	plantes	(extrait	de	Bentham	et	
al.,	2017)	

APAF-1	=	Apoptotic	protease-activating	factor	1	;	NLRPs	=	NLR	contraining	PYD	;	NLRCs	=	NLR	containing	CARD	;	
NOD1/2	=	Nucleotide-binding	Oligomerization	Domain	protein	;	NAIP2	=	NLR	apoptosis-inhibitory	protein	2	;	
TNL	=	TIR-NB-LRR	;	CNL	=	CC-NB-LRR	;	CARD	=	Caspase	recruitment	domain	;	PYD	=	Pyrin	domain	;	BIR	=	
Baculovirus	inhibitor	of	apoptosis	repeat	;	TIR	=	Toll/IL-1	receptor	;	CC	=	Coiled-coiled	domain	;	NBD	=	
Nucleotide	binding	domain	;	HD1/2	=	Helical	domain	1/2	;	WHD	=	winged-helix	domain	;	LRR	=	Leucine-rich	
repeat	
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	 Domaine	N-
terminal	

Homme	 Souris	

NLRA	 Domaine	acide	 CIITA	 CIITA	

NLRB	 Domaine	BIR	 NAIP	 NAIP1-7	

NLRC	 CARD	 NOD1	

NOD2	

NOD3	

NLRC4	

NOD4	

NOD1	

NOD2	

NLRC3	

NLRC4	

NLRC5	

NLRP	 PYD	 NLRP1	

NLRP2	

NLRP3	

NLRP4	

NLRP5	

NLRP6	

NLRP7	

NLRP8	

NLRP9	

NLRP10	

NLRP11	

NLRP12	

NLRP13	

NLRP14	

NLRP1a-c	

NLRP2	

NLRP3	

NLRP4a-g	

NLRP5	

NLRP6	

	

	

NLRP9a-c	

NLRP10	

	

NLRP12	

	

NLRP14	

NLRX	 Pas	d’homologie	 NOD5	 NLRX1	

	

Tableau	2	:	Classification	des	NLRs	humains	et	murins	
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Les	NLRs	ne	sont	pas	tous	exprimés	par	les	mêmes	types	cellulaires	(Martinon	et	al.,	
2009).	 Alors	 que	 l’expression	 de	 NLRP1	 semble	 ubiquitaire,	 l’expression	 de	 NLRP3	 est	
restreinte	aux	cellules	immunitaires,	épithéliales	et	aux	ostéoblastes.	Les	NAIPs	et	le	NLRC4	
sont	retrouvés	dans	les	macrophages,	le	cerveau,	la	rate,	les	poumons	et	le	foie.	Les	NLRP4,	
NLRP5,	NLRP7,	NLRP8,	NLRP10	et	NLRP11	sont	exprimés	dans	les	cellules	germinales.	

Les	premiers	NLRs	découverts,	NOD1	et	NOD2,	reconnaissent	les	fragments	issus	de	
peptidoglycanes	bactériens	et	activent	NF-κB	via	le	recrutement	de	la	protéine	RIP2,	et	la	voie	
des	MAPK	 (Philpott	et	al.,	2014).	Les	autres	NLRs	ne	sont	pas	 impliqués	dans	 la	régulation	
transcriptionnelle	 des	 acteurs	 de	 l’inflammation	 mais	 régulent	 l’activation	 d’une	 enzyme	
essentielle	 à	 la	 maturation	 de	 la	 cytokine	 IL-1β	 :	 la	 caspase-1	 (Meunier	 and	 Broz,	 2017).	
Lorsque	les	NLRs	sont	activés,	ils	forment	un	complexe	multiprotéique	appelé	inflammasome.	
Cette	partie	sera	développée	plus	loin	(partie	II.B).	

	

3. Les	autres	PRRs	

	
Les	«	C-type	Lectin	Receptors	»	(CLRs)	sont	des	récepteurs	dont	il	existe	des	formes	

transmembranaires	ou	circulantes	et	qui	reconnaissent	les	carbohydrates	des	virus,	bactéries	
et	fungi	(Lamkanfi	and	Dixit,	2014)	(Ip	et	al.,	2009).	Par	exemple,	les	Dectin-1	et	Dectin-2	sont	
des	récepteurs	à	motif	ITAM	des	β-glucanes,	composants	externes	des	fungi.	

	

Les	«	RIG-I	Like	Receptors	»	(RLRs)	sont	des	récepteurs	 intracellulaires	comprenant	
RIG-I,	 MDA-5	 et	 LGP2	 (Lamkanfi	 and	 Dixit,	 2014).	 Ils	 sont	 situés	 dans	 le	 cytoplasme	 et	
reconnaissent	l’ARN	double	brins	des	virus.	

	

Les	«	AIM2-Like	Receptors	»	(ALRs)	sont	des	récepteurs	intracellulaires	capables	de	
détecter	les	ADN	double	brins	bactériens	et	viraux.	Il	existe	4	ALRs	humains	et	14	murins	(Man	
and	 Kanneganti,	 2015).	 Le	 représentant	majeur	 de	 cette	 famille,	AIM2,	 est	 composé	 d’un	
domaine	HIN200	et	d’un	domaine	PYD.	 Il	est	capable	de	détecter	 les	ADN	double	brins	de	
Francisella	 tularensis,	 Listeria	 monocytogenes,	 Streptococcus	 pneumoniae,	Mycobacterium	
tuberculosis,	du	cytomégalovirus	et	du	virus	de	la	vaccine,	et	de	former	un	inflammasome	en	
recrutant	 l’adaptateur	 ASC	 pour	 activer	 la	 caspase-1.	 Certains	 pathogènes	 coderaient	 des	
facteurs	 de	 virulence	 permettant	 d’échapper	 à	 la	 reconnaissance	 par	 les	 ALRs,	 ce	 qui	
expliquerait	qu’il	ne	«	détecte	pas	»	tous	les	ADN	pathogènes	(Ge	et	al.,	2012).	
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B. Les	inflammasomes	

	

La	 plupart	 des	 NLRs	 et	 ALRs	 forment	 des	 complexes	 multiprotéiques	 appelés	
inflammasomes	pour	activer	les	caspases	inflammatoires	directement	ou	via	l’adaptateur	ASC	
(Lamkanfi	and	Dixit,	2014).	Les	inflammasomes	régulent	les	défenses	de	l’hôte	en	produisant	
des	 éïcosanoïdes,	 les	 cytokines	pro-inflammatoires	matures	 IL-1β	et	 IL-18,	 et	 en	 induisant	
parfois	 la	 mort	 des	 cellules	 par	 pyroptose.	 L’IL-1β	 est	 un	 puissant	 médiateur	 pro-
inflammatoire	qui	recrute	les	cellules	immunitaires	innées	sur	le	site	de	l’infection	et	module	
l’activité	des	cellules	immunitaires	adaptatives	(Garlanda	et	al.,	2013).	L’IL-18	est	importante	
pour	la	production	d’IFNγ	et	potentialiser	l’activité	cytotoxique	des	lymphocytes	T	et	NK.	

	

Les	caspases	inflammatoires	sont	les	caspase-1,	4,	5	humaines	et	les	caspase-1	et	11	
murines.	 La	 caspase-8	 a	 récemment	 été	 décrite	 comme	 également	 impliquée	 dans	 le	
processus	 inflammatoire	 indépendamment	 de	 son	 activité	 apoptotique	 (Gurung	 and	
Kanneganti,	 2015).	 De	 manière	 intéressante,	 la	 caspase-8	 semble	 aussi	 capable	 de	 cliver	
directement	l’IL-1β	(Conos	et	al.,	2016).		Au	contraire,	le	rôle	de	la	caspase-12,	initialement	
décrite	comme	régulatrice	de	l’inflammation,	est	aujourd’hui	remis	en	question	(Vande	Walle	
et	al.,	2016).	

Les	 caspases	 sont	 des	 protéases	 à	 cystéine	 produites	 sous	 forme	 de	 zymogènes	
inactifs.	Elles	nécessitent	leur	clivage	protéolytique	par	d’autres	caspases	du	même	type	pour	
être	enzymatiquement	actives.	Le	mécanisme	exact	n’est	pas	encore	bien	caractérisé,	mais	la	
formation	de	l’inflammasome	avec	une	caspase	initiatrice	permettrait	le	recrutement	d’autres	
pro-caspases,	 ce	 rapprochement	 étant	 suffisant	 pour	 initier	 leur	 clivage	 réciproque.	 Les	
caspases	 inflammatoires	 peuvent	 toutes	 induire	 la	 pyroptose,	mais	 seule	 la	 caspase-1	 est	
capable	de	cliver	les	cytokines	pro-IL-1β	et	pro-IL-18	en	formes	matures.	L’IL-1β	et	l’IL-18	ne	
sont	 pas	 sécrétées	 via	 le	 circuit	 classique	 du	 RE-Golgi	mais	 sont	 produites	 sous	 forme	 de	
précurseurs	qui	nécessitent	leur	clivage	pour	être	actives.	Le	mécanisme	précis	de	sécrétion	
de	l’IL-1β	est	controversé	et	sera	discuté	plus	loin	dans	ce	manuscrit	(partie	II.B.4).	La	proIL-
18	est	constitutivement	produite	dans	les	macrophages,	mais	la	proIL-1β	est	sous	contrôle	du	
facteur	de	transcription	NF-κB.	

	

Comme	 la	 plupart	 des	NLRs	 n’ont	 pas	 de	 domaine	 CARD	 pour	 lier	 directement	 les	
caspases,	on	retrouve	dans	 la	majorité	des	 inflammasomes	 l’adaptateur	ASC	contenant	un	
domaine	PYD	et	un	domaine	CARD	(Dick	et	al.,	2016).	Lors	de	l’assemblage	de	l’inflammasome,	
l’activation	du	NLR	induit	l’oligomérisation	de	ASC	qui	forme	des	filaments	et	des	«	specks	»	
nécessaires	au	clivage	de	 l’IL-1β.	Ce	 système	sert	de	 signal	d’amplification	en	exposant	de	
multiples	 sites	potentiels	d’activation	de	 la	 caspase-1.	 Il	 a	également	été	montré	qu’après	
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pyroptose,	 les	ASC	specks	peuvent	s’accumuler	dans	 l’espace	extracellulaire	et	continuer	à	
induire	le	clivage	de	l’IL-1β	(Franklin	et	al.,	2014).	

	

	

Figure	10	: L’oligomérisation	de	ASC	amplifie	le	clivage	de	l’IL-1β	induit	par	l’activation	
de	l’inflammasome	(adapté	de	Dick	et	al.,	2016)	

	

	

Les	NLRs	et	ALRs	aujourd’hui	décrits	pour	former	des	inflammasomes	sont	les	NLRP1,	
NLRP3,	 NLRC4/NAIP	 ainsi	 que	 les	 protéines	 AIM2	 et,	 plus	 récemment	 décrit,	 PYRIN.	 De	
récentes	preuves	montrent	que	les	NLRP2,	NLRP6,	NLRP7,	NLRP12	et	l’ALR	IFI16	pourraient	
former	 un	 inflammasome,	 même	 si	 le	 mécanisme	 est	 encore	 inconnu.	 Ces	 différents	
inflammasomes	détectent	différents	types	de	signaux	:	

- Des	MAMPs	(NLRC4/NAIP	et	AIM2)	
- Des	stress	cellulaires	(NLRP3)	
- Ou	encore	des	toxines,	directement	(NLRP1)	ou	indirectement	(PYRIN	et	NLRP3	dans	

notre	étude)	;	ces	derniers	seront	développés	dans	la	partie	III.	

	

NLRC4	 et	 NLRP3	 ont	 besoin	 d’ATP	 pour	 s’oligomériser	 (Martinon	 et	 al.,	 2009).	 Les	
régulateurs	des	inflammasomes	sont	encore	peu	connus	:	les	protéines	de	la	famille	des	COPs	
(CARD-only	 proteins)	 et	 POPs	 (PYD-only	 proteins),	 contenant	 respectivement	 un	 domaine	
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pro-caspase-1

Récepteurs	contenant	un	domaine	PYD
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caspase-1
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CARD	ou	PYD,	interfèreraient	dans	l’interaction	des	membres	de	l’inflammasome	(Stehlik	and	
Dorfleutner,	2007)	 (de	Almeida	et	al.,	 2015).	 La	caspase-12	 a	été	décrite	 comme	étant	un	
régulateur	négatif	de	la	caspase-1	(Saleh	et	al.,	2006),	bien	qu’aujourd’hui,	ce	rôle	soit	remis	
en	question	(Vande	Walle	et	al.,	2016).	Il	existe	d’autres	mécanismes	de	régulation	spécifiques	
de	NLRP3	comme	l’implication	des	protéines	Nek7	(He	et	al.,	2016b)	(Shi	et	al.,	2016)	ou	BRCC3	
(Py	 et	 al.,	 2013),	 ou	 encore	 la	 phosphorylation	 du	 NLRC4	 (Qu	 et	 al.,	 2012)	 qui	 seront	
développés	plus	loin	dans	ce	manuscrit.	

	

	

	

	

Figure	11	: 	Schéma	des	5	inflammasomes	actuellement	décrits	(extrait	de	Saavedra	et	
al.,	2015)	

	

	

De	 par	 leurs	 rôles	 de	 régulateurs	 de	 l’inflammation,	 les	 NLRs	 et	 ALRs	 sont	 aussi	
impliqués	 dans	 de	 nombreuses	maladies	 auto-inflammatoires	 (dysfonctions	 du	 système	
immunitaire	 inné	 avec	 épisodes	 inflammatoires	 excessifs)	 et	 maladies	 auto-immunes	
(dysfonctions	 du	 système	 immunitaire	 adaptatif	 avec	 présence	 d’auto-anticorps).	 Les	
mutations	 du	 NLRP3,	 autrefois	 appelé	 Cryopyrin,	 sont	 associées	 aux	 CAPS	 (Cryopyrin-
Associated	Periodic	Syndrome).	Ces	syndromes	auto-inflammatoires	sont	caractérisés	par	des	
mutations	 de	 NLRP3	 qui	 conduisent	 à	 une	 forme	 constitutivement	 active	 associée	 à	 une	
augmentation	d’IL-1β	et	à	 l’apparition	de	fièvre,	d’éruptions	cutanées	et	une	 inflammation	
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des	articulations	(Saavedra	et	al.,	2015).	Plus	de	40	mutations	sont	actuellement	référenciées	
dans	 les	 banques	 de	 données,	 notamment	 les	 mutants	 R258W,	 A350V	 et	 L351P	 utilisés	
comme	modèle	d’étude	murins	des	CAPS	(Meng	and	Strober,	2010).	Il	a	également	été	montré	
que	des	mutations	du	gène	codant	NLRP3	favorisent	le	développement	de	plusieurs	maladies	
auto-immunes.	Les	patients	atteints	d’arthrite	rhumatoïde	présentent	une	augmentation	de	
l’expression	 génique	 du	 NLRP3	 (Mathews	 et	 al.,	 2014).	 A	 l’inverse,	 la	 diminution	 de	
l’expression	 du	 NLRP3	 favoriserait	 le	 développement	 du	 lupus	 systémique	 érythémateux	
(Lech	et	al.,	2015).	

Le	 NLRP3	 n’est	 pas	 le	 seul	 inflammasome	 associé	 à	 ces	 maladies.	 En	 effet,	
l’augmentation	 de	 l’expression	 du	 AIM2	 est	 associée	 au	 développement	 du	 psoriasis,	 de	
l’aneurisme	aortique	abdominal	et	du	lupus,	alors	que	sa	réduction	est	associée	aux	cancers	
colorectal	 et	 prostatique.	 Des	 mutations	 du	 gène	 Mefv	 codant	 pour	 une	 forme	
constitutivement	active	de	PYRIN	(par	exemple	les	mutants	V726A,	M680I	ou	M694V	(Chae	et	
al.,	2011))	sont	associées	à	la	fièvre	méditerranéenne	familiale	(Saavedra	et	al.,	2015).	

	

1. L’inflammasome	NLRC4/NAIP	

	
Le	premier	NLR	caractérisé	pour	 sa	 capacité	à	 former	un	 inflammasome	est	NLRC4	

(Broz	and	Monack,	2013).	NLRC4	contient	un	domaine	CARD	capable	de	recruter	directement	
la	 caspase-1.	 Cependant,	 la	 sécrétion	 d’IL-1β	 et	 d’IL-18	 dépend	 de	 l’adaptateur	 ASC,	
contrairement	 à	 la	 pyroptose	 qui	 ne	 requiert	 pas	 ASC	 (Saavedra	 et	 al.,	 2015).	 De	 façon	
intéressante,	 NLRC4	 n’est	 pas	 un	 récepteur	 à	 proprement	 parler	 puisqu’il	 ne	 détecte	 pas	
directement	de	ligands	pathogènes.	En	effet,	il	a	été	démontré	chez	la	souris	qu’il	s’assemble	
avec	un	autre	NLR	de	la	famille	NAIP	pour	former	un	inflammasome.	

Il	existe	1	seul	NAIP	humain	et	7	murins.	Les	rôles	des	NAIP3,	NAIP4	et	NAIP7	dans	
l’immunité	 innée	 n’ont	 pas	 encore	 été	 déterminés.	 NAIP1	 et	 NAIP2	 reconnaissent	
respectivement	 l’aiguille	et	 la	tige	basale	composant	 le	système	de	sécrétion	bactérien	de	
type	 III	 (T3SS)	 de	 Salmonella	 Typhimurium,	 E.	 coli,	 Shigella	 flexneri,	 Chromobacterium	
violaceum,	 Pseudomonas	 aeruginosa,	 Burkholderia	 thailandensis	 et	 Legionella	
pneumophila	 (Lamkanfi	 and	 Dixit,	 2014)	 (Man	 and	 Kanneganti,	 2015).	 NAIP5	 et	 NAIP6	
reconnaissent	 la	flagelline,	composant	du	flagelle	bactérien.	Le	NAIP	humain,	 lui,	n’est	pas	
capable	de	reconnaître	la	flagelline	mais	détecte	le	T3SS.	

A	la	différence	des	autres	NLRs,	les	NAIPs	semblent	fonctionner	comme	de	vrais	PRRs	
puisqu’ils	reconnaissent	directement	des	MAMPs	(Zhao	and	Shao,	2016).	La	liaison	du	ligand	
induirait	un	changement	conformationnel	qui	permettrait	l’oligomérisation	avec	le	NLRC4.	Le	
mécanisme	 d’activation	 de	 l’inflammasome	 NLRC4	 par	 les	 NAIPs	 est	 mal	 connu,	 mais	 il	
requiert	la	phosphorylation	de	NLRC4	sur	la	Sérine	en	position	533	(Qu	et	al.,	2012).	
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Figure	12	: 	Activation	et	assemblage	de	l’inflammasome	NLRC4/NAIP	(extrait	de	Qu	et	
al.,	2012)	

PKCδ	=	Protein	Kinase	C	δ	;	T3SS	=	Type	III	Secretion	System	;	NAIP	=	Neuronal	associated	inhibitory	protein;	
NLRC4	=	NLR-family	CARD	domain-containing	protein	4;	ASC	=	Apoptosis-associated	speck-like	protein	
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2. L’inflammasome	NLRP3	

	
Le	 récepteur	 NLRP3	 reconnaît	 un	 large	 répertoire	 de	 signaux	 de	 danger	

structurellement	 et	 chimiquement	 différents.	 Il	 détecterait	 les	 perturbations	 de	
l’homéostasie	 cellulaire	 ou	 stress	 cellulaires.	 Le	 NLRP3	 est	 exprimé	 par	 les	 cellules	
immunitaires,	épithéliales	et	les	ostéoblastes	(Martinon	et	al.,	2009).	Il	contient	un	domaine	
PYD	qui	recrute	l’adaptateur	ASC	pour	activer	la	caspase-1.	L’assemblage	de	l’inflammasome	
NLRP3	canonique	permet	 l’activation	de	 la	 caspase-1,	 ce	qui	 conduit	 à	 la	maturation	et	 la	
sécrétion	d’IL-1β	et	IL-18	et	peut	conduire	à	la	pyroptose	accompagnée	de	la	sécrétion	d’IL-
1α	et	de	HMGB1	(Saavedra	et	al.,	2015).	L’inflammasome	NLRP3	peut	également	être	activé	
de	façon	non-canonique	par	la	caspase-11	qui	ne	permet	pas	la	maturation	directe	de	la	proIL-
1β	mais	entraine	la	pyroptose	;	cette	partie	sera	développée	plus	loin.	

	

L’inflammasome	NLRP3	nécessite	2	signaux	pour	s’assembler	:	

- Le	premier,	appelé	«	priming	»,	consiste	en	l’activation	du	facteur	de	transcription	NF-
κB,	par	les	voies	de	signalisation	des	TLRs	ou	des	récepteurs	à	cytokines	(TNFR	ou	IL-
1R	par	exemple),	pour	transcrire	les	protéines	nécessaires	à	son	assemblage	:	NLRP3,	
pro-caspase-1	et	pro-IL-1β.	

- Le	second	permet	l’activation	du	récepteur	NLRP3	et	l’assemblage	à	proprement	parlé	
de	l’inflammasome.	
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Figure	13	: 	Activation	et	assemblage	de	l’inflammasome	NLRP3	(extrait	de	He	et	al.,	
2016a)	

TLR	=	Toll-like	Receptor	;	IL-1R	=	Interleukine-1	Receptor	;	TNFR	=	Tumor	Necrosis	Factor	Receptor	;	NOD1/2	=	
Nucleotide-binding	Oligomerization	Domain	protein	;	BRCC3	=	BRCA1/BRCA2-Containing	Complex	Subunit	3	;	
IRAK1	=	IL-1R	associated	kinase	1	;	NLRP3	=	NLR	containing	PYD	protein	3	;	CASR	=	Calcium	Sensing	Receptor	;	
GPRC6A	=	G	protein-coupled	receptor	family	C	group	6	member	A	;	PLC	=	Phospholipase	C	;	ER	=	Endoplasmic	
Reticulum	;	SOCE	=	Store-operated	Calcium	Entry	channel	;	P2X7	=	Purinoceptor	7	;	dsRNA	=	double	strand	
RNA	;	MAVS	=	Mitochondrial	Antiviral	signaling	protein	;	mtROS	=	mitochondrial	Reactive	Oxygen	Species	;	
mtDNA	=	mitochondrial	DNA	;	Nek7	=	NIMA	related	kinase	7	;	ASC	=	Apoptosis-associated	speck-like	protein	

	

	

a. NLRP3	est	activé	par	une	variété	de	stimuli	

NLRP3	est	activé	par	de	nombreux	stimuli	pathogènes	et	stériles	tels	que	les	bactéries,	
les	virus,	les	champignons,	les	toxines	formant	des	pores,	les	cristaux	(acide	urique,	silice…),	
les	agrégats	protéiques	(β-amyloïde)	et	les	DAMPs	(ATP,	…)	(Lamkanfi	and	Dixit,	2014).	Vu	la	
variété	de	stimuli	qui	l’active,	le	mécanisme	de	détection	est	probablement	indirect	mais	pas	
encore	déterminé.	Il	est	difficile	de	trouver	un	seul	point	commun	à	tous	ces	stimuli	et	donc	
de	déterminer	le	signal	d’activation	du	NLRP3	(He	et	al.,	2016a).	
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L’efflux	de	K+	a	été	proposé	comme	le	signal	le	plus	probable	d’activation	du	NLRP3	
(Pétrilli	et	al.,	2007).	En	effet,	l’ATP,	les	toxines	formant	des	pores	(comme	la	nigéricine)	et	les	
matières	 particulaires	 (cristaux)	 induisent	 une	 sortie	 du	 K+	 intracellulaire	 ce	 qui	 permet	
l’assemblage	de	l’inflammasome	NLRP3.	Notamment,	l’ATP	relargué	en	réponse	aux	DAMPs	
stimule	de	façon	autocrine	le	récepteur	purinergique	P2X7	qui	induit	un	efflux	de	K+	et	active	
le	NLRP3	(Piccini	et	al.,	2008).	Les	toxines	formant	des	pores	activeraient	le	NLRP3	via	l’efflux	
de	 K+	 induit	 par	 la	 formation	 de	 pores	 dans	 la	 membrane	 plasmique	 (Chu	 et	 al.,	 2009)	
(Karmakar	et	al.,	2015).	La	phagocytose	des	matières	particulaires	induit	un	efflux	de	K+	qui	
activent	NLRP3	(Muñoz-Planillo	et	al.,	2013).	De	manière	intéressante,	l’activation	du	NLRP3	
non	canonique	par	la	caspase-11	semble	résulter	également	de	l’efflux	de	K+	(Rühl	and	Broz,	
2015).	 Le	 mécanisme	 exact	 est	 inconnu,	 mais	 il	 précède	 l’activation	 de	 NLRP3	 et	 induit	
probablement	un	changement	de	conformation	du	NLRP3.	L’efflux	de	K+	est	le	point	commun	
de	la	majorité	des	activateurs	du	NLRP3.	

	

Les	 dysfonctionnements	 mitochondriaux	 ont	 également	 été	 proposés	 comme	
activateurs	du	NLRP3	(Mills	et	al.,	2017).	Ce	dernier	est	activé	lors	de	la	production	de	ROS	
mitochondriaux	produits	par	la	NQO2	ou	le	Complexe	I	(Zhou	et	al.,	2011)	(Groß	et	al.,	2016),	
lors	 du	 le	 relargage	 d’ADN	 mitochondrial	 (Shimada	 et	 al.,	 2012)	 ou	 encore	 lors	 de	 la	
translocation	 de	 la	 cardiolipine	 de	 la	 membrane	 mitochondriale	 interne	 à	 la	 membrane	
mitochondriale	externe	(Iyer	et	al.,	2013).	La	protéine	MAVS,	une	protéine	de	signalisation	
activée	par	 les	RLRs,	peut	également	recruter	NLRP3	à	 la	mitochondrie	favorisant	ainsi	son	
oligomérisation	 (Park	 et	 al.,	 2013)	 (Subramanian	 et	 al.,	 2013).	 De	 façon	 contradictoire,	
d’autres	 études	 montrent	 que	 les	 perturbations	 des	 mitochondries	 sont	 dispensables	 à	
l’activation	du	NLRP3	(Muñoz-Planillo	et	al.,	2013).	

	

La	production	de	ROS	est	commune	à	l’activation	de	NLRP3	par	les	cristaux	(matières	
particulaires),	les	UV,	l’ATP	et	la	nigéricine.	Les	ROS	produits	par	la	NADPH	oxydase	ont	été	
proposés	 comme	 point	 commun	 de	 plusieurs	 stimuli	 du	 NLRP3,	 mais	 les	 macrophages	
dépourvus	de	NADPH	oxydase	présentent	 une	 activité	 normale	de	 l’inflammasome	NLRP3	
(van	Bruggen	et	al.,	2010).	De	manière	intéressante,	chez	les	neutrophiles,	les	ROS	ne	sont	pas	
requis	pour	 l’activation	de	 la	caspase-1	ou	 le	clivage	de	 l’IL-1β	mais	sont	 impliqués	dans	 la	
sécrétion	 d’IL-1β	 (Gabelloni	 et	 al.,	 2013).	 Une	 autre	 étude	 montre	 que	 les	 ROS	 seraient	
impliqués	non	pas	dans	l’activation	du	NLRP3	mais	dans	l’étape	de	«	priming	»	(Bauernfeind	
et	al.,	2011).	Le	rôle	des	ROS	dans	l’activation	de	NLRP3	reste	encore	aujourd’hui	controversé.	

	

L’augmentation	 du	 Ca2+	 intracellulaire	 ou	 le	 stress	 du	 Réticulum	 Endoplasmique	
(RE)	est	induit	par	l’ATP,	la	nigéricine	et	les	matières	particulaires	lors	de	l’activation	du	NLRP3.	
L’augmentation	 du	 Ca2+	 extracellulaire	 active	 le	 NLRP3	 via	 la	 stimulation	 des	 récepteurs	
senseurs	de	calcium	couplés	aux	protéines	G	(Rossol	et	al.,	2012).	Le	chélateur	de	Ca2+	BAPTA-
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AM	inhibe	la	sécrétion	d’IL-1β	sous	le	NLRP3,	suggérant	un	rôle	de	ce	dernier	dans	l’activation	
de	 l’inflammasome	 (Feldmeyer	 et	 al.,	 2007).	 Il	 y	 aurait	 également	 un	 rôle	 du	 RE	 via	 la	
phospholipase	 C	 (PLC)	 qui	 clive	 le	 PIP2	 en	 IP3	 ;	 l’inhibition	 de	 la	 PLC	 ou	 de	 l’IP3	 bloque	 la	
sécrétion	d’IL-1β	par	le	NLRP3	(Lee	et	al.,	2012).	D’autres	études	montrent	que	la	signalisation	
du	NLRP3	est	indépendante	du	Ca2+	(Katsnelson	et	al.,	2015).	Le	rôle	du	Ca2+	dans	l’activation	
du	NLRP3	sous	stimulation	par	 l’ATP	passerait	par	 les	dysfonctionnements	mitochondriaux	
qu’il	induirait	(Murakami	et	al.,	2012).	

	

Les	matières	particulaires	activent	NLRP3	via	le	relargage	cytosolique	des	cathepsines	
lysosomales	 lors	 des	 dommages	 qu’ils	 causent	 à	 la	 membrane	 lysosomale	 pendant	 leur	
phagocytose	 (Hornung	 et	 al.,	 2008).	 L’inhibiteur	 de	 la	 cathepsine	 B	 Ca-074-Me	 inhibe	 le	
NLRP3,	mais	les	macrophages	invalidés	pour	la	cathepsine	B	l’activent	sans	problème	(Dostert	
et	 al.,	 2009).	 Plusieurs	 cathepsines	 seraient	 impliquées	 individuellement	 (Orlowski	 et	 al.,	
2015).	Le	rôle	de	la	rupture	lysosomale	dans	l’activation	du	NLRP3	reste	indéterminé.	

	

b. Les	régulateurs	du	NLRP3	

Un	 nouveau	 composant	 de	 l’inflammasome	 NLRP3	 a	 récemment	 été	 identifié	 :	 la	
protéine	Nek7	(Schmid-Burgk	et	al.,	2016).	Nek7	une	sérine-thréonine	kinase	impliquée	dans	
la	mitose	et	requise	pour	l’activation	du	NLRP3	en	aval	de	la	stimulation	par	l’ATP,	la	nigéricine,	
les	cristaux	d’acide	urique,	de	silice,	d’amiante	ou	d’aluminium	(He	et	al.,	2016b)	(Shi	et	al.,	
2016).	Nek7	 interagit	via	son	domaine	catalytique	avec	 le	LRR	de	NLRP3,	mais	 son	activité	
kinase	n’est	pas	 requise.	Elle	 contrôle	 l’oligomérisation	de	NLRP3,	 la	 formation	des	«	ASC-
speck	»	et	l’activation	de	la	caspase-1	sous	efflux	de	K+	et	les	ROS.	

	

Le(s)	 mécanisme(s)	 de	 régulation	 du	 NLRP3	 sont	 encore	 mal	 connus	 et	 en	 cours	
d’exploration	 (Man	 and	 Kanneganti,	 2015)	 (He	 et	 al.,	 2016a).	 En	 plus	 d’une	 induction	
transcriptionnelle	au	cours	de	l’étape	de	«	priming	»,	la	déubiquitination	du	domaine	LRR	de	
NLRP3	 par	 l’enzyme	BRCC3	 favorise	 l’activation	 de	 l’inflammasome	 et	 la	 sécrétion	 d’IL-1β	
(Juliana	 et	 al.,	 2012)	 (Lopez-Castejon	 et	 al.,	 2013)	 (Py	 et	 al.,	 2013).	 Une	 autre	 enzyme	 de	
déubiquitination,	la	protéine	A20,	régule	négativement	l’activation	de	NLRP3	(Duong	et	al.,	
2015)	(Vande	Walle	et	al.,	2014).	

Une	autre	modification	post-traductionnelle	régulerait	l’activation	de	NLRP3	;	en	effet,	
il	 a	 récemment	 été	montré	 que	NLRP3	 est	phosphorylé	 sous	 sa	 forme	 inactive,	 et	 que	 la	
déphosphorylation	de	son	domaine	PYD	par	la	phosphatase	A2	favorise	son	oligomérisation	
(Stutz	et	al.,	2017)	

	

La	PKR	(double-stranded	RNA-dependent	protein	kinase),	protéine	activée	lors	d’une	
infection	virale,	régulerait	l’activation	de	NLRP1,	NLRP3,	NLRC4	et	AIM2	(Lu	et	al.,	2012).	Son	
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inhibition	 diminue	 l’activation	 de	 la	 caspase-1	 et	 la	 sécrétion	 d’IL-1β	 et	 IL-18,	 mais	 le	
mécanisme	est	 inconnu.	Son	rôle	est	remis	en	question	puisque	 les	macrophages	 invalidés	
pour	la	PKR	sont	capables	d’activer	normalement	l’inflammasome	(He	et	al.,	2013).	

	

La	 protéine	 GBP5	 (guanylate-binding	 protein	 5)	 induit	 l’activation	 du	 NLRP3	 sous	
stimulation	par	l’ATP,	la	nigéricine	et	les	bactéries,	mais	pas	les	matières	particulaires	(Shenoy	
et	 al.,	 2012).	Une	autre	étude	montre	une	activation	normale	de	NLRP3	dans	des	 cellules	
invalidées	pour	GBP5	(Meunier	et	al.,	2014).	

	

La	protéine	TXNIP	(thioredoxin-interacting	protein)	a	été	décrite	comme	essentielle	à	
l’activation	du	NLRP3	sous	les	cristaux	d’acide	urique	et	le	stress	oxydatif	(Zhou	et	al.,	2010).	
Les	ROS	permettraient	le	détachement	de	TXNIP	de	la	thiorédoxine	et	favoriseraient	sa	liaison	
avec	NLRP3.	

	

Les	 protéines	 de	 la	 famille	 des	kinases	RIP	modulent	 l’activation	 de	NLRP3	 lors	 de	
l’infection	 virale.	 Sous	 infection	 par	 un	 virus	 à	 ARN,	 l’activation	 de	 NLRP3	 requerrait	 la	
formation	 du	 complexe	 RIP1-RIP3,	 ce	 qui	 conduit	 à	 l’activation	 de	 la	 GTPase	 DRP1	 et	 sa	
translocation	 à	 la	 mitochondrie	 ;	 les	 dégâts	 mitochondriaux	 occasionnés	 seraient	
responsables	 de	 l’activation	 de	 NLRP3	 (Wang	 et	 al.,	 2014).	 La	 protéine	 RIP2	 régule	
négativement	l’activation	de	NLRP3	en	modulant	la	mitophagie	et	les	dégâts	mitochondriaux	
induits	en	réponse	à	une	infection	virale	(Lupfer	et	al.,	2013).	D’autres	études	démontrent	le	
rôle	des	protéines	RIP	dans	le	contrôle	de	l’assemblage	de	l’inflammasome	et	la	sécrétion	d’IL-
1β	(Vince	et	al.,	2012)	(Weng	et	al.,	2014)	(Kang	et	al.,	2013).	

	

Les	protéines	apoptotiques	FADD	et	la	caspase-8	réguleraient	les	étapes	de	«	priming	»	
et	 d’activation	 du	NLRP3	 canonique	 et	 non-canonique	 (Gurung	 et	 al.,	 2014)	 (Allam	 et	 al.,	
2014).		

	

Plusieurs	études	montrent	que	le	NO	(oxyde	nitrique)	et	la	S-nitrosylation	de	NLRP3	
l’inhibent	(Kim	et	al.,	1998)	(Hernandez-Cuellar	et	al.,	2012)	(Mishra	et	al.,	2013)	

	

Un	autre	régulateur	de	NLRP3	récemment	identifié	est	la	protéine	Flightless-1	ou	FLII	
(Jin	et	al.,	2013)	(Burger	et	al.,	2016).	En	effet,	 il	a	été	montré	que	FLII	 inhibe	la	caspase-1,	
probablement	en	tant	que	pseudo-substrat	(Li	et	al.,	2008).	FLII	joue	également	un	rôle	dans	
la	 cicatrisation	 (Cowin	 et	 al.,	 2012).	 Elle	 est	 constitutivement	 sécrétée	 dans	 le	 milieu	
extracellulaire	par	les	macrophages	et	fibroblastes	et	peut	lier	le	LPS	:	elle	modulerait	donc	la	
réponse	inflammatoire	au	cours	de	la	cicatrisation	en	diminuant	la	sécrétion	de	cytokines	(Lei	
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et	al.,	2012).	Enfin,	FLII	est	un	régulateur	négatif	de	la	voie	TLR4-MyD88	en	interagissant	avec	
MyD88	et	bloquant	la	voie	de	signalisation	en	aval	(Wang	et	al.,	2006).	De	manière	générale,	
la	protéine	FLII	semble	être	un	régulateur	négatif	de	la	réponse	inflammatoire.	

	

La	stimulation	chronique	du	NLRP3	 induit	un	rétrocontrôle	négatif	qui	passe	par	 la	
sécrétion	de	facteurs	anti-inflammatoires	comme	l’IL-10	(Gurung	et	al.,	2015).		

	

3. L’inflammasome	non-canonique	et	mort	cellulaire	

	
La	plupart	des	bactéries	Gram-négatif	qui	possède	un	LPS	comme	E.coli,	Citrobacter	

rodentium	 et	 Vibrio	 cholerae	 activent	 la	 caspase-11	 :	 on	 parle	 d’’inflammasome	 non-
canonique	 (He	 et	 al.,	 2016a).	 Ce	 type	 d’inflammasome	 n’est	 retrouvé	 que	 chez	 les	
mammifères.	Dans	ce	cas,	la	caspase-11	murine	et	les	caspases-4	et	5	humaines,	mais	pas	les	
autres	caspases,	sont	capables	de	lier	directement	et	spécifiquement	le	LPS	intracellulaire	via	
leur	 domaine	 CARD	 et	 de	 s’oligomériser	 pour	 s’activer.	 Ce	 mécanisme	 d’activation	 est	
indépendant	de	la	reconnaissance	du	LPS	par	le	TLR4.	Une	fois	activée,	la	caspase-11	induit	
une	mort	cellulaire	de	type	inflammatoire	appelée	pyroptose	(Man	and	Kanneganti,	2015).	

	

	

Figure	14	: 	Activation	de	l’inflammasome	NLRP3	canonique	et	non-canonique	(extrait	
de	Rathinam	and	Fitzgerald,	2016)	
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La	pyroptose	est	une	forme	inflammatoire	de	mort	cellulaire	programmée	induite	par	
les	 caspases	 inflammatoires.	 Elle	 consiste	 en	 un	 gonflement	 cellulaire	 avec	 rupture	 des	
membranes	 (Lamkanfi	 and	 Dixit,	 2014).	 Ce	 mécanisme	 est	 décrit	 comme	 un	 système	 de	
défense	 contre	 les	 infections	 permettant	 de	 bloquer	 la	 réplication	 des	 pathogènes	
intracellulaires	 en	 s’autodétruisant,	 et	 de	 les	 relarguer	 pour	 les	 rendre	 accessibles	 aux	
phagocytes	 dans	 le	milieu	 extracellulaire.	 Lors	 de	 la	 pyroptose,	 il	 y	 a	 formation	 de	 pores	
membranaires	 et	 relargage	 de	 DAMPs,	 IL-1	 et	 HMGB1	 qui	 vont	 amplifier	 la	 réponse	
inflammatoire.	

	

Le	mécanisme	exact	d’induction	de	 la	pyroptose	par	 les	 caspases-1	et	 11	n’est	pas	
encore	 déterminé.	 Récemment,	 l’importance	 de	 la	 Gasdermine	 D	 (GSDMD)	 dans	 ce	
mécanisme	a	été	démontré	(Shi	et	al.,	2015;	Kayagaki	et	al.,	2015).	GSDMD	est	clivée	par	les	
caspase-1	et	11	au	niveau	de	l’aspartate	en	position	276	en	deux	fragments	:	

- Le	fragment	N-	terminal	p30	ou	GSDMD-N	qui	résulte	de	ce	clivage	forme	des	pores	
en	s’oligomérisant	dans	la	membrane	plasmique,	ce	qui	conduit	à	la	pyroptose	(Aglietti	
and	Dueber,	 2017).	 Il	 peut	 former	des	pores	 in	 vitro	 dans	des	bicouches	 lipidiques	
artificielles	avec	une	forte	affinité	pour	la	cardiolipine,	le	PI(4)P	et	le	PI2(4,5)P,	ce	qui	
lui	 confèrerait	 une	 activité	 bactériolytique	 (Liu	 et	 al.,	 2016)	 (Ding	 et	 al.,	 2016).	 Le	
mécanisme	précis	est	encore	en	cours	d’investigation.	

- Le	fragment	C-terminal	p20	ou	GSDMD-C	a	un	rôle	inhibiteur	de	GSDMD-N	(Shi	et	al.,	
2015).	

	

La	caspase-11	peut	activer	l’inflammasome	NLRP3	non-canonique	pour	cliver	l’IL-1β	
et	l’IL-18,	probablement	via	l’efflux	de	K+	résultant	de	la	formation	de	pores	par	la	GSDMD	
(Rühl	and	Broz,	2015).	La	caspase-11	est	également	capable	de	cliver	le	canal	Pannexin-1,	ce	
qui	conduit	à	 la	 sortie	d’ATP	des	cellules.	Ce	 relargage	d’ATP	active	de	 façon	autocrine	ou	
paracrine	le	récepteur	P2X7	pour	l’ouvrir	et	induire	la	pyroptose	(Yang	et	al.,	2015).	

	

La	 pyroptose	 induite	 par	 la	 caspase-1	 lors	 de	 l’activation	 de	 divers	 inflammasomes	
n’est	que	partiellement	dépendante	de	GSDMD,	et	le	mécanisme	exact	reste	inconnu.	
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Figure	15	: 	L’activation	de	l’inflammasome	NLRP3	induit	la	pyroptose	via	la	formation	
de	pores	membranaires	par	GSDMD	(extrait	de	Aglietti	and	Dueber,	2017)	

	

	

4. Mécanismes	de	sécrétion	et	clivage	de	l’IL-1β	

	
Le	mécanisme	de	sécrétion	de	l’IL-1β	est	indépendant	du	circuit	classique	via	le	RE-

Golgi	 (Rathinam	 and	 Fitzgerald,	 2016).	 Les	 étapes	 de	 sécrétion	 et	 clivage	 sont	 fortement	
couplées	mais	 leur	distinction	n’est	pas	claire.	La	sécrétion	de	l’IL-1β	est	dépendante	de	la	
caspase-1	(Keller	et	al.,	2008)	et	sa	dimérisation	suffit	à	induire	la	maturation	et	la	sécrétion	
de	l’IL-1β	(Conos	et	al.,	2016),	mais	on	ne	sait	pas	toujours	si	c’est	un	mécanisme	actif	ou	si	
elle	est	le	résultat	des	dégâts	membranaires	induits	lors	de	la	mort	cellulaire.	La	découverte	
récente	du	rôle	de	GSDMD	suggère	une	sécrétion	non-vésiculaire	de	l’IL-1β	par	diffusion	à	
travers	les	pores	membranaires	formés	lors	de	la	pyroptose	(Shi	et	al.,	2015;	Kayagaki	et	al.,	
2015).	 Un	 autre	 mécanisme	 de	 sécrétion	 passive	 a	 été	 décrit	 lors	 de	 l’activation	 de	 la	
pseudokinase	MLKL	qui	est	suffisante	pour	induire	le	clivage	et	la	sécrétion	de	l’IL-1β	(Conos	
et	al.,	2017;	Gutierrez	et	al.,	2017).	En	effet,	la	phosphorylation	de	MLKL	par	RIP3	induit	sa	
translocation	 à	 la	 membrane	 plasmique	 où	 elle	 perturbe	 l’intégrité	 de	 la	 membrane	
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plasmique	:	la	perte	de	l’homéostasie	ionique	qui	en	résulte	active	l’inflammasome	NLRP3	via	
l’efflux	de	K+,	et	l’IL-1β	mature	diffuse	à	travers	la	membrane.	
	

	

	

	

Figure	16	: 	Les	dégâts	membranaires	induit	par	MLKL	lors	d’un	stimulus	nécrotique	
permet	la	sécrétion	de	l’IL-1β	(extrait	de	Conos	et	al.,	2017)	

	

	

Plusieurs	mécanismes	de	sécrétion	non-conventionnelle	de	l’IL-1β		ont	été	proposés	
(Monteleone	 et	 al.,	 2015).	 Certaines	 études	 montrent	 que	 la	 sécrétion	 d’IL-1β	 n’est	 pas	
toujours	couplée	à	la	lyse	cellulaire	et	suggèrent	un	mécanisme	de	sécrétion	actif	ou	via	des	
vésicules.	 Une	 étude	 montre	 une	 translocation	 de	 l’IL-1β	 et	 de	 la	 caspase-1	 dans	 des	
lysosomes	sécrétoires	qui	fusionnent	avec	la	membrane	plasmique	quand	l’inflammasome	est	
activé.	Une	autre	implique	l’autophagie	dans	le	processus	de	sécrétion	de	l’IL-1β	(Dupont	et	
al.,	2011).	
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Figure	17	: 	Mécanismes	potentiels	de	sécrétion	non-conventionnelle	de	l’IL-1β	(extrait	
de	Monteleone	et	al.,	2015)	

	

	

De	manière	intéressante,	dans	les	neutrophiles,	l’activation	du	NLRC4	par	Salmonella	
Thyphimurium	induit	une	forte	sécrétion	d’IL-1β	sans	pyroptose,	indiquant	que	la	mort	n’est	
pas	toujours	activée	sous	la	caspase-1	(Chen	et	al.,	2014).	Toujours	chez	les	neutrophiles,	des	
études	 ont	montré	 que	 la	maturation	 de	 la	 proIL-1β	 n’est	 pas	 toujours	 dépendante	 de	 la	
caspase-1	(Fantuzzi	et	al.,	1997)	:	la	protéinase	3	(Joosten	et	al.,	2009),	l’élastase	ou	encore	la	
chymase	 (Guma	et	al.,	2009)	sont	capables	de	cliver	 l’IL-1β	en	forme	mature.	La	caspase-8	
semble	aussi	capable	de	cliver	l’IL-1β	(Conos	et	al.,	2016).	Malgré	de	nombreux	progrès	dans	
le	domaine,	le(s)	mécanisme(s)	exact(s)	de	clivage	et	de	sécrétion	de	l’IL-1β	reste(nt)	encore	
à	déterminer.	
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III. RECONNAISSANCE	DE	L’ACTIVITE	DES	FACTEURS	DE	VIRULENCE	PAR	LE	
SYSTEME	IMMUNITAIRE	INNE	

	

A. L’immunité	induite	par	des	effecteurs	(ETI)	chez	la	plante	

	

Contrairement	aux	animaux,	 les	plantes	n’ont	pas	de	cellules	 immunitaires	mobiles	
spécialisées	 pour	 se	 défendre	 :	 toutes	 les	 cellules	 doivent	 être	 capables	 de	 détecter	 les	
pathogènes	et	d’induire	une	réponse	immunitaire	innée	(Jones	and	Dangl,	2006).	En	plus	des	
PRRs,	 elles	 ont	 développé	 un	 système	 de	 protéines	 gardiennes	 des	 processus	 cellulaires	
souvent	ciblés	par	les	facteurs	de	virulence	–	plus	communément	appelés	«	effecteurs	»	chez	
la	plante.	Il	existe	donc	2	branches	de	l’immunité	de	plante	:	

- Les	 PRRs	 transmembranaires	 reconnaissent	 les	 MAMPs	 extracellulaires	 :	 on	 parle	
d’immunité	induite	par	les	MAMPs	(MTI)	

- Les	NB-LRR,	encodés	par	des	gènes	R	dits	«	de	résistance	»	et	apparentés	aux	NLRs	
mammifères,	reconnaissent	les	effecteurs	pathogènes	:	on	parle	d’immunité	induite	
par	les	effecteurs	(ETI).	

	

La	nécessité	pour	l’hôte	de	développer	le	système	d’ETI	peut	s’expliquer	par	le	modèle	
évolutif	dit	en	zig-zag	:	les	pathogènes	reconnus	via	leurs	MAMPs	ont	déployé	des	effecteurs	
pour	contrecarrer	la	MTI,	la	plante	a	alors	mis	en	place	l’ETI	pour	se	défendre.	Les	pathogènes	
répondent	à	cette	évolution	en	développant	à	leur	tour	de	nouvelles	stratégies	d’évitement	
de	l’ETI	en	perdant	les	effecteurs	reconnus	ou	en	acquérant	de	nouveaux	effecteurs	capables	
de	supprimer	l’ETI.	

	

	

Figure	18	: 	Modèle	co-évolutif	dit	en	zig-zag	(extrait	de	Jones	and	Dangl,	2006)	
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Les	bactéries	pathogènes	utilisent	des	effecteurs	pour	favoriser	leur	dispersion,	l’accès	
aux	nutriments,	ou	encore	supprimer	la	réponse	immunitaire	de	la	plante.	Paradoxalement,	
les	 effecteurs	 reconnus,	 initialement	 produits	 pour	 être	 virulents,	 induisent	 une	 réponse	
immunitaire	:	on	les	qualifie	alors	de	facteurs	d’avirulence	(Avr).	

L’ETI	est	une	version	plus	rapide	et	plus	forte	de	la	MTI	(Keller	et	al.,	2016).	L’activation	
des	NB-LRR	induit	une	défense	efficace	appelée	réponse	hypersensible	résultant	en	:	

- la	mort	programmée	localisée	des	cellules	infectées,	similaire	à	la	pyroptose	chez	le	
mammifère,	qui	consiste	en	un	suicide	cellulaire	pour	tuer	les	pathogènes	biotrophes	
et	relarguer	des	protéines	antibactériennes	

- la	production	d’acide	salicylique	dont	les	niveaux	régulent	la	mort	cellulaire	
- un	burst	 oxydatif	 induit	 par	 la	 production	de	ROS	par	 la	NADPH	oxydase	RBOH	et	

nécessaire	à	l’induction	de	la	mort	
- une	reprogrammation	transcriptionnelle.	

	

Les	NB-LRR	peuvent	reconnaître	directement	les	effecteurs,	comme	la	protéine	RRS1-
R	qui	reconnaît	l’effecteur	PopP2	de	Ralstonia	solanacearum,	mais	dans	la	majorité	des	cas,	
cette	 détection	 est	 indirecte	 (Wu	 et	 al.,	 2014).	 Ceci	 permet	 d’élargir	 le	 répertoire	 de	 la	
détection	d’un	NB-LRR	à	plusieurs	effecteurs	qui	auraient	évolué	indépendamment	pour	cibler	
la	 même	 protéine	 hôte.	 Par	 exemple,	 la	 protéine	 RIN4,	 qui	 régule	 la	 MTI	 en	 contrôlant	
l’ouverture	des	stomates,	est	la	cible	de	plusieurs	effecteurs	de	Pseudomonas	syringae	et	est	
liée	à	2	NB-LRR	chez	Arabidopsis	:	RPM1	perçoit	la	phosphorylation	de	RIN4	par	les	effecteurs	
AvrRpm1	et	AvrB,	et	RPS2	détecte	son	clivage	par	AvrRpt2	(Jones	and	Dangl,	2006).	

Certaines	 protéines	 cibles	 des	 effecteurs	 sont	 des	 leurres	 (protéines	 non	
fonctionnelles)	 (Griebel	 et	 al.,	 2014).	 La	 kinase	 Pto	 par	 exemple,	 ciblée	 par	 AvrPto	 de	 P.	
syringae	pv	tomato,	agirait	comme	un	leurre	en	compétition	avec	le	PRR	FLS2	reconnaissant	
la	flagelline,	et	empêcherait	ainsi	l’inhibition	de	la	MTI.	
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Figure	19	: 	Mécanismes	de	détection	des	effecteurs	chez	la	plante	(extrait	de	Stuart	et	
al.,	2013)	

	

	

B. L’immunité	anti-virulence	chez	l’animal	

	

La	 théorie	des	PRRs	qui	 reconnaissent	des	MAMPs	est	aujourd’hui	démontrée	 (voir	
partie	 II).	 Mais	 étant	 donné	 que	 les	MAMPs	 sont	 partagés	 par	 tous	 les	 microorganismes	
indépendamment	 de	 leur	 potentiel	 pathogène,	 elle	 n’explique	 pas	 comment	 le	 système	
immunitaire	peut	distinguer	un	microorganisme	pathogènes	d’un	non-pathogène	(Stuart	et	
al.,	2013).	Plusieurs	hypothèses	ont	été	émises	:	

- Le	 système	 immunitaire	 reconnaitrait	 les	 pathogènes	 en	 fonction	 du	 danger	 qu’ils	
représentent	via	le	relargage	des	DAMPs	qu’ils	induisent	:	c’est	la	théorie	du	danger	
de	Polly	Matzinger	(Matzinger,	2002).	

- La	notion	de	pathogénicité	dépend	du	site	d’infection	;	le	site	de	détection	jouerait	un	
rôle	 dans	 l’évaluation	 du	 potentiel	 pathogène	 d’un	 microorganisme	 (Stuart	 et	 al.,	
2013).	Par	exemple,	dans	 le	système	digestif	 riche	en	microorganismes,	 les	TLRs	ne	
sont	retrouvés	que	dans	les	endosomes	et	le	pôle	basal	de	l’épithélium	digestif	mais	
pas	 le	 pôle	 apical	 directement	 en	 contact	 avec	 les	 microorganismes.	 Cette	
compartimentation	 permettrait	 ainsi	 de	 ne	 reconnaître	 que	 les	 microorganismes	
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invasifs	plus	dangereux	que	les	microorganismes	colonisateurs	(Blander	and	Sander,	
2012).	

- Le	 système	 immunitaire	 serait	 capable	 de	 surveiller	 la	 viabilité	 des	
microorganismes	(Blander	and	Sander,	2012)	:	une	bactérie	qui	se	multiplie	est	plus	
dangereuse	qu’une	bactérie	morte.	De	plus,	il	existerait	des	MAMPs	spécifiques	aux	
bactéries	vivantes	(Mourao-Sa	et	al.,	2013).	

- De	récents	 travaux	de	notre	 laboratoire	ont	permis	 la	mise	en	évidence	 l’existence	
chez	la	drosophile	et	la	conservation	chez	l’homme	d’un	mécanisme	de	détection	de	
l’activité	des	facteurs	de	virulence	similaire	à	l’ETI	observé	chez	les	plantes	(Boyer	et	
al.,	 2011;	 Stuart	 and	 Boyer,	 2013)	 (Keller	 et	 al.,	 2016).	 Dans	 ce	 cas,	 le	 système	
immunitaire	détecte	l’activité	des	facteurs	de	virulence	plutôt	que	leurs	structures,	ce	
qui	permet	la	reconnaissance	d’une	variété	de	facteurs	de	virulence	structurellement	
différents.	 Dans	 ce	 cas,	 on	 peut	 penser	 que	 l’hôte	 surveille	 les	 perturbations	 des	
processus	essentiels	à	la	cellule.	Au	cours	de	ma	thèse,	je	me	suis	plus	particulièrement	
intéressée	à	cet	aspect.	

	

1. L’inhibition	 de	 la	 traduction	 protéique	 par	 des	 facteurs	 de	 virulence	
induit	une	réponse	immunitaire	

	
L’équipe	de	Russell	Vance	a	montré	que	5	effecteurs	de	Legionella	pneumophila,	une	

bactérie	intracellulaire	responsable	de	la	maladie	du	légionnaire,	étaient	capables	d’induire	
une	réponse	immunitaire	indépendamment	des	voies	des	TLRs	ou	NLRs.	En	effet,	les	protéines	
Lgt1,	Lgt2,	Lgt3,	SidI	et	SidL	inhibent	la	traduction	protéique	de	la	cellule	hôte,	dont	celle	d’I-
κB,	ce	qui	a	pour	conséquence	une	activation	prolongée	de	NF-κB	(Fontana	et	al.,	2011).	De	
plus,	 cette	 inhibition	 de	 la	 traduction	 induit	 également	 l’activation	 de	 la	 voie	 des	 MAPK	
(Fontana	 et	 al.,	 2012).	 De	 manière	 intéressante,	 l’équipe	 du	 Dr.	 Vance	 démontre	 ici	 un	
exemple	non	conventionnel	d’ETI	qui	n’impliquerait	pas	de	récepteur.	

De	manière	similaire,	les	équipes	du	Pr.	Frederick	Ausubel	et	du	Dr.	Emily	Troemel	ont	
montré	 que	 l’inhibition	 de	 la	 traduction	 protéique	 par	 l’Exotoxine	 A	 de	 Pseudomonas	
aeruginosa	induit	une	réponse	immunitaire	chez	C.	elegans	(McEwan	et	al.,	2012)	(Dunbar	et	
al.,	2012).	Ces	travaux	montrent	la	conservation	de	ce	mécanisme	de	détection	de	l’activité	
des	facteurs	de	virulence	chez	le	nématode	et	plus	largement	de	l’ETI	chez	les	animaux	(Kleino	
and	 Silverman,	 2012).	 En	effet,	 le	 nématode	est	 doté	d’un	mécanisme	de	 surveillance	qui	
reconnaît	 l’Exotoxine	 A	 via	 son	 effet	 inhibiteur	 de	 la	 traduction	 protéique	 permettant	
l’induction	d’une	réponse	immunitaire	innée	dépendante	du	facteur	de	transcription	Irg-1.	
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2. Les	toxines	formant	des	pores	induisent	une	réponse	immunitaire	à	des	
doses	non	létales	

	
A	 forte	 dose,	 les	 toxines	 formant	 des	 pores	 tuent	 en	 affectant	 la	 perméabilité	

membranaire	des	cellules	cibles,	mais	plusieurs	études	ont	montré	qu’à	des	doses	sublétales,	
elles	pouvaient	induire	une	réponse	immunitaire.	Chez	C.	elegans,	la	toxine	Cr5B	de	Bacillus	
thuringiensis	induit	l’activation	de	la	voie	des	MAPK	(Huffman	et	al.,	2004).	De	même,	chez	le	
mammifère,	 les	 toxines	 pneumolysine	 de	 Streptococcus	 pneumoniae,	 l’α-hémolysine	 de	
Staphilococcus	 aureus,	 la	 streptolysine	 O	 de	 Streptococcus	 pyogenes,	 l’anthrolyxine	 O	 de	
Bacillus	 anthracis,	 la	 vanginolysine	 de	 Gardnerella	 vaginalis	 et	 l’aérolysine	 d’Aeromonas	
hydrophyla	 activent	 la	 voie	 des	 MAPK	 probablement	 via	 le	 stress	 osmotique	 qu’elles	
engendrent	(Ratner	et	al.,	2006)	(Porta	et	al.,	2011).	

La	pneumolysine	induit	également	la	production	de	cytokines	via	l’activation	de	NF-κB	
(Fickl	et	al.,	2005)	et	a	récemment	été	montrée	pour	activer	l’inflammasome	NLRP3	dans	les	
neutrophiles	via	l’efflux	de	K+	qu’elle	induit	(Karmakar	et	al.,	2015). 

L’aérolysine	active	également	 la	caspase-1	via	 l’efflux	de	K+,	 ce	qui	 conduit	dans	ce	
contexte	au	recrutement	des	protéines	SREBPs	pour	favoriser	la	survie	cellulaire	en	réparant	
les	dégâts	membranaires	(Gurcel	et	al.,	2006).	

	

3. L’inflammasome	NLRP1b	détecte	la	toxine	létale	de	B.	anthracis	

	
La	 toxine	 létale	 de	 Bacillus	 anthracis	 est	 une	 toxine	 de	 type	 AB	 composée	 d’un	

domaine	PA	formant	des	pores	membranaires	qui	permet	l’entrée	dans	la	cellule	du	domaine	
LF	 porteur	 de	 l’activité	 enzymatique	 de	 la	 toxine.	 Le	 domaine	 LF	 est	 capable	 de	 cliver	
directement	 NLRP1b	 du	 côté	 N-terminal,	 ce	 qui	 permet	 le	 recrutement	 de	 la	 caspase-1	
directement	via	son	CARD	et	la	production	d’IL-1β	(Man	and	Kanneganti,	2015).	Il	existe	un	
fort	polymorphisme	de	NLRP1b	chez	la	souris,	ce	qui	pourrait	expliquer	que	certains	individus	
soient	plus	sensibles	à	l’infection	(Boyden	and	Dietrich,	2006).	Comme	un	NB-LRR	de	plante,	
NLRP1b	semble	jouer	le	rôle	de	leurre	en	étant	une	cible	directe	de	la	toxine	létale	de	l’anthrax	
dans	le	but	d’activer	une	réponse	immunitaire.	

	

4. L’inflammasome	 PYRIN	 détecte	 les	 facteurs	 de	 virulence	 inhibant	 les	
Rho	GTPases	

	
Récemment,	un	nouvel	inflammasome	a	été	décrit	pour	détecter	l’activité	de	plusieurs	

facteurs	de	virulence.	En	effet,	PYRIN	est	activé	en	réponse	à	l’intoxication	par	des	facteurs	
de	virulence	bactériens	inhibiteurs	des	Rho	GTPases	(Zhao	and	Shao,	2016).	L’équipe	des	Prs.	
Feng	Shao	et	Mohammed	Lamkanfi	ont	ainsi	pu	montrer	que	 les	 toxines	TcdA	et	TcdB	de	
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Clostridium	difficile,	IbpA	de	Histophilus	somni	et	C3	de	Clostridium	botulinum,	ainsi	que	les	
effecteurs	 VopS	 de	Vibrio	 parahaemolyticus	 et	 TecA	de	Burkholderia	 cenocepacia	 activent	
PYRIN	 (Xu	 et	 al.,	 2014)	 (Van	Gorp	 et	 al.,	 2016)	 (Aubert	 et	 al.,	 2016).	 Il	 apparait	 que	 cette	
activation	de	PYRIN	est	dépendante	de	sa	déphosphorylation	et	des	microtubules	(Gao	et	al.,	
2016).	Le	mécanisme	précis	est	encore	en	cours	d’investigation	mais	il	semble	que	PYRIN	soit	
être	un	gardien	de	la	dynamique	des	microtubules.	

	

5. Les	 facteurs	 de	 virulence	 activateurs	 des	 Rho	GTPases	 induisent	 une	
réponse	similaire	à	l’ETI	

Notre	 laboratoire	a	été	précurseur	dans	 l’étude	de	 l’ETI	chez	 les	animaux.	En	effet,	
l’utilisation	de	Drosophila	melanogaster	comme	modèle	a	permis	de	démontré	que	la	toxine	
CNF1	 d’E.	 coli	 induit	 une	 réponse	 immunitaire	 de	 type	 ETI	 (Boyer	 et	 al.,	 2011).	 La	 cellule	
détecte	CNF1	indirectement	via	l’activation	de	la	Rho	GTPase	Rac2.	Sous	forme	active,	Rac2	
peut	interagir	avec	la	protéine	IMD	et	induire	la	production	de	peptides	antimicrobiens	pour	
éliminer	la	bactérie.	De	manière	intéressante,	cette	ETI	est	conservée	chez	le	mammifère	:	
l’activation	de	Rac2	par	CNF1	permet	le	recrutement	des	homologues	mammifères	RIP1	et	
RIP2	 d’IMD,	 l’activation	 de	 NF-κB	 et	 la	 production	 de	 cytokines	 pro-inflammatoires.	 Plus	
récemment,	 nous	 avons	 démontré	 qu’au	 cours	 de	 la	 bactériémie	 chez	 la	 souris,	 CNF1	 est	
bénéfique	à	 l’hôte	puisqu’il	 induit	 l’élimination	 rapide	des	bactéries	du	 sang	et	 favorise	 la	
survie	des	souris	infectées	(Diabate	et	al.,	2015).	Au	même	titre	que	certains	effecteurs	chez	
la	plante,	CNF1	serait	dans	ce	contexte	un	facteur	d’avirulence	puisqu’il	induit	une	réponse	
immunitaire	protectrice	pour	l’hôte	au	cours	de	la	bactériémie.	

	

D’autres	facteurs	de	virulence	activateurs	des	Rho	GTPases	sont	également	capables	
d’induire	 une	 réponse	 immunitaire.	 Ils	 seraient	 détectés	 par	 un	 complexe	multiprotéique	
appelé	 nodosome	 composé	 du	 récepteur	 NOD1,	 des	 protéines	 RIP1,	 RIP2,	 SGT1,	 NEMO,	
Hsp90	et	des	Rho	GTPases	Rac1	et	Cdc42	(Keestra	and	Bäumler,	2014).	Plusieurs	exemples	de	
facteurs	de	virulence	pourraient	alors	 compléter	cette	 liste	comme	 les	effecteurs	 IpgB2	et	
OspB	de	Shigella	flexneri,	qui	recrutent	la	GEF-H1	de	RhoA,	activent	NF-κB	dépendamment	de	
NOD1	(Fukazawa	et	al.,	2008)	ou	encore	 les	effecteurs	SopE,	SopE2	et	SopB	de	Salmonella	
Typhimurium,	activateurs	des	Rho	GTPases,	activent	NF-κB	via	la	voie	NOD1/RIP2	(Bruno	et	
al.,	 2009)	 (Keestra	 et	 al.,	 2013).	 SopE	 est	 également	 capable	 d’activer	 la	 caspase-1	 via	
l’activation	de	Rac1	et	Cdc42	mais	pas	RhoA	(Müller	et	al.,	2009).	
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Contexte	et	objectifs	de	recherche	
	

	

Le	 système	 immunitaire	 détecte	 les	 microorganismes	 via	 des	 récepteurs	 de	 l’hôte	
appelés	PRRs	qui	reconnaissent	des	molécules	partagées	par	tous	les	microorganismes	mais	
absents	de	l’hôte,	appelées	MAMPs	(Janeway,	1989).	Mais	étant	donné	que	les	MAMPs	sont	
exprimés	 par	 tous	 les	microorganismes	 indépendamment	 de	 leur	 potentiel	 pathogène,	 ce	
mécanisme	n’explique	pas	comment	le	système	immunitaire	distingue	les	microorganismes	
pathogènes	des	non-pathogènes.	

La	détection	de	l’activité	des	facteurs	de	virulence	encodés	par	les	microorganismes	
pathogènes	est	un	mécanisme	de	défense	clairement	établi	chez	la	plante,	appelé	ETI	(Jones	
and	 Dangl,	 2006).	 De	 récents	 travaux	 ont	 mis	 en	 évidence	 chez	 l’animal	 un	 mécanisme	
similaire	 de	 détection	 de	 l’activité	 des	 facteurs	 de	 virulence	 bactériens	 qui	 conduit	 à	 une	
réponse	immunitaire	de	l’hôte	dirigée	contre	les	pathogènes	(Stuart	et	al.,	2013).	

Afin	d’étudier	ce	mécanisme,	notre	laboratoire	utilise	la	toxine	CNF1	d’E.coli.	C’est	une	
toxine	 activatrice	 des	 Rho	 GTPases	 exprimée	 par	 un	 tiers	 des	 UPEC.	 Elle	 modifie	 post-
traductionnellement	 les	 Rho	 GTPases	 et	 les	 bloque	 sous	 forme	 active.	 En	 utilisant	 la	
drosophile,	notre	laboratoire	a	montré	que	la	toxine	CNF1	induisait	une	réponse	immunitaire	
via	l’activation	de	la	protéine	Rac2	et	de	la	voie	IMD,	ce	qui	conduit	à	la	production	de	peptides	
antimicrobiens	 (Boyer	et	 al.,	 2011).	De	manière	 intéressante,	 cette	 réponse	est	 conservée	
chez	le	mammifère	puisque	l’activation	de	Rac2	par	CNF1	induit	 l’activation	de	NF-κB	et	 la	
production	de	cytokines	pro-inflammatoires	via	 le	recrutement	des	protéines	RIP1	et	RIP2,	
homologues	mammifères	d’IMD.	

	
L’objet	de	mes	travaux	de	thèse	consiste	à	déterminer	les	bases	moléculaires	de	la	

réponse	immunitaire	contre	CNF1.	Pour	comprendre	comment	CNF1	induit	la	production	de	
cytokines	pro-inflammatoires,	j’ai	utilisé	2	approches	:	

1) Au	début	de	ma	thèse,	notre	laboratoire	a	montré	l’importance	de	la	cytokine	IL-1β	
dans	l’élimination	des	bactéries	induite	par	CNF1	au	cours	de	la	bactériémie	(Diabate	
et	al.,	2015).	Mon	premier	objectif	a	été	de	déterminer	les	mécanismes	de	production	
de	 l’IL-1β.	 J’ai	 cherché	 à	 établir	 le	mécanisme	 d’activation	 de	 la	 caspase-1	 dans	 la	
réponse	 immunitaire	 dirigée	 contre	 CNF1	 en	 utilisant	 un	 modèle	 macrophages	
primaires	murins.	

2) Mon	deuxième	objectif	a	été	de	déterminer	le	mécanisme	de	recrutement/activation	
de	la	protéine	RIP1	par	la	forme	active	de	Rac2.	Le	laboratoire	d’accueil	a	identifié	la	
protéine	FLII	comme	interagissant	spécifiquement	avec	la	forme	active	de	Rac2	:	j’ai	
également	étudié	le	rôle	de	FLII	dans	l’activation	de	NF-κB.	
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Les	 UPEC	 sont	 la	 1ère	 cause	 d’UTI	 chez	 l’Homme	 (80%	 des	 cas),	 touchant	
majoritairement	les	femmes.	Dans	les	cas	les	plus	graves,	les	UPEC	peuvent	atteindre	le	sang	
et	causer	des	sepsis.	Il	est	donc	important	de	définir	leur(s)	mécanisme(s)	de	virulence.	Deux	
toxines	bactériennes	sont	prévalentes	chez	ces	souches	bactériennes	:	l’hémolysine-α	(HlyA,	
50%	des	UPEC)	et	CNF1	(30%	des	UPEC).	Dans	les	voies	urinaires,	elles	travaillent	de	pair	pour	
perturber	l’urothélium,	mais	leur	rôle	au	cours	de	la	bactériémie	reste	à	définir.	L’HlyA	est	une	
toxine	formant	des	pores	qui	peut,	selon	sa	concentration,	avoir	une	activité	cytotoxique	ou	
moduler	 la	 réponse	 immunitaire.	 Le	 gène	 codant	pour	CNF1	est	 situé	 en	 aval	 de	 l’opéron	
codant	pour	l’HlyA,	ce	qui	explique	que	CNF1	soit	toujours	co-exprimée	avec	l’HlyA.	CNF1	est	
une	toxine	activatrice	des	Rho	GTPases.	Ces	protéines	régulatrices	du	cytosquelette	d’actine	
sont	des	cibles	privilégiées	des	toxines	bactériennes.	De	récents	travaux	montrent	que	l’hôte	
est	capable	de	détecter	l’activation	pathogène	des	Rho	et	d’induire	une	réponse	immunitaire	
de	manière	similaire	à	l’ETI	chez	la	plante.	Nos	travaux	ont	consisté	à	déterminer	comment	
les	 facteurs	 de	 virulence	 bactériens	 et	 le	 système	 immunitaire	 inné	 impactaient	 la	
bactériémie,	en	particulier	les	toxines	CNF1	et	HlyA.	
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Notre	premier	objectif	était	de	déterminer	le	rôle	de	CNF1	au	cours	de	la	bactériémie.	
Nous	avons	effectué	des	mesures	de	bactériémie	après	infection	de	souris	par	des	souches	E.	
coli	exprimant	CNF1	(E.	coli	CNF1+)	ou	une	souche	syngénique	invalidée	pour	CNF1	(E.	coli	CNF1-

),	 toutes	deux	 invalidées	pour	 la	 toxine	HlyA	afin	de	s’affranchir	de	ses	effets.	De	manière	
intéressante,	nous	avons	remarqué	une	rapide	élimination	des	E.	coli	CNF1+	car	plus	aucune	
bactérie	n’est	détectable	dans	le	sang	des	souris	infectées	à	48h	post-infection,	contrairement	
aux	E.	coli	CNF1-	qui	persistent	à	103	bactéries	par	souris.	En	mesurant	diverses	cytokines	et	
chimiokines	dans	le	sang	de	ces	souris,	nous	avons	noté	une	augmentation	des	cytokines	pro-
inflammatoires	IL-1β,	TNFα	et	IL-6,	ainsi	que	des	chimiokines	KC,	MIP1α,	MIP1β,	RANTES	et	
MCP1	 (permettant	 le	 recrutement	 des	 cellules	 immunitaires)	 dans	 le	 sérum	 des	 souris	
infectées	avec	la	souche	E.	coli	exprimant	CNF1	en	comparaison	avec	la	souche	ne	l’exprimant	
pas.	De	plus,	 lors	d’une	 infection	 létale,	 la	totalité	des	souris	 infectées	avec	 les	E.	coli	CNF1+	
survivent,	contre	57%	des	souris	infectées	avec	les	E.	coli	CNF1-.	L‘ensemble	de	nos	résultats	
montrent	que	CNF1	induit	une	réponse	immunitaire	de	type	inflammatoire	protectrice	pour	
la	souris	en	favorisant	la	clairance	des	bactéries	au	cours	de	la	bactériémie.	

	

Afin	de	caractériser	la	réponse	immunitaire	induite	par	CNF1	au	niveau	moléculaire,	
nous	avons	mis	en	place	un	modèle	in	vitro	de	culture	de	macrophages	primaires	différenciés	
à	partir	de	moelle	osseuse	(BMDM).	Nous	nous	sommes	plus	particulièrement	intéressés	à	la	
cytokine	 IL-1β	 car	 notre	 laboratoire	 avait	 déjà	 démontré	 in	 vitro	 que	 CNF1	 induisait	 la	
sécrétion	de	cytokines	pro-inflammatoires	en	aval	de	l’activation	de	NF-κB	dans	des	cellules	
humaines	(Boyer	et	al.,	2011).	De	plus,	l’IL-1β	est	produite	sous	une	pro-forme	qui	nécessite	
une	 étape	 de	maturation	 pour	 être	 active.	 De	manière	 surprenante,	 nous	 n’avons	 pas	 pu	
mesurer	d’augmentation	significative	de	la	sécrétion	et	du	clivage	de	l’IL-1β	sous	stimulation	
par	CNF1.	En	revanche,	CNF1	potentialise	la	maturation	de	l’IL-1β	induite	par	le	LPS	in	vitro.	
En	 mesurant	 la	 bactériémie	 de	 souris	 infectées	 par	 des	 E.	 coli	 CNF1+	 et	 co-traitées	 avec	
l’inhibiteur	 de	 l’IL-1R	 KINERET,	 nous	 avons	 démontré	 le	 rôle	 critique	 de	 l’IL-1β	 dans	
l’élimination	des	bactéries	induite	par	CNF1.	

Au	 vu	 de	 l’importance	 des	 caspases	 inflammatoires	 dans	 la	 signalisation	 de	 l’IL-1β,	
nous	avons	voulu	valider	 leur	 implication	dans	 la	réponse	 immunitaire	à	CNF1	 in	vivo	et	 in	
vitro.	Les	souris	invalidées	pour	les	caspases-1	et	11	éliminent	moins	rapidement	les	E.	coli	
CNF1+	au	cours	de	la	bactériémie.	De	plus,	les	BMDM	issus	de	ces	souris	ne	clivent	plus	l’IL-1β	
sous	stimulation	CNF1+LPS.	De	même,	les	inhibiteurs	des	caspases	QVD	et	YVAD	bloquent	le	
clivage	de	 l’IL-1β	 induit	 par	CNF1+LPS.	Afin	de	discriminer	 le	 rôle	de	 la	 caspase-1	 et	 de	 la	
caspase-11,	et	de	déterminer	si	ASC,	protéine	adaptatrice	des	caspases	lors	de	l’assemblage	
d’un	inflammasome,	était	impliquée,	nous	avons	traité	des	BMDM	issus	de	différentes	souris	
invalidées	 pour	 les	 protéines	 citées	 précédemment	 avec	 du	 CNF1+LPS.	 Nous	 avons	 pu	
identifier	clairement	l’implication	de	la	caspase-1	et	de	l’adaptateur	ASC	dans	la	sécrétion	et	
maturation	de	l’IL-1β	induite	par	CNF1+LPS.	
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Sachant	que	CNF1	active	les	Rho	GTPases	et	que	notre	laboratoire	a	précédemment	
défini	le	rôle	de	Rac2	dans	l’activation	de	NF-κB	par	CNF1	(Boyer	et	al.,	2011),	nous	avons	testé	
si	 Rac2	 pouvait	 avoir	 un	 rôle	 dans	 la	 maturation	 de	 l’IL-1β	 sous	 CNF1+LPS.	 De	 manière	
intéressante,	 le	mutant	 constitutivement	actif	 de	Rac2	mimant	 la	modification	 induite	par	
CNF1	 (HA-Rac2Q61E)	 potentialise	 le	 clivage	 de	 l’IL-1β	 induit	 par	 le	 LPS.	 Rac2	 est	 également	
capable	 de	 co-immunoprécipiter	 avec	 la	 caspase-1	 sous	 traitement	 CNF1+LPS.	 Plus	
récemment,	nous	avons	montré	que	CNF1	seul	était	capable	d’activer	la	caspase-1	dans	des	
BMDM	en	culture	(Figure	20,	résultat	non	publié).	Ces	résultats	indiquent	que	CNF1	active	la	
caspase-1	via	l’activation	de	Rac2.	

	

	
	
Figure	20	: 	CNF1	induit	le	clivage	de	la	caspase-1.	
Analyse	par	Western	blot	de	la	sécrétion	et	la	maturation	de	l’IL-1β	et	de	la	caspase-1	dans	
des	BMDM	traités	pendant	8h	avec	du	CNF1	(500ng/mL)	et/ou	du	LPS	(100ng/mL).	
	
	

Dans	leur	ensemble,	nos	résultats	démontrent	que	le	clivage	de	l’IL-1β	induit	par	CNF1	
nécessitent	les	protéines	Rac2,	ASC	et	caspase-1,	et	que	CNF1	suffit	à	activer	la	caspase-1	dans	
des	macrophages	primaires	en	culture.	
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Les	résultats	que	nous	avons	obtenus	précédemment	nous	ont	permis	de	mettre	en	
évidence	 que	 la	 toxine	 CNF1	 induisait	 une	 réponse	 immunitaire	 bénéfique	 à	 l’hôte	 et	 de	
caractériser	cette	réponse	au	niveau	moléculaire.	Nous	nous	sommes	demandé	comment	la	
bactérie	pouvait	faire	face	à	cette	réponse	immunitaire.	Etant	donné	que	l’HlyA	interfère	avec	
le	système	immunitaire	pendant	les	UTI,	nous	avons	voulu	déterminer	son	rôle	au	cours	de	la	
bactériémie.	 De	 manière	 intéressante,	 les	 E.	 coli	 exprimant	 l’HlyA	 avec	 ou	 sans	 CNF1	
persistent	dans	le	sang	des	souris	infectées	48h	post-infection.	De	plus,	l’expression	de	l’HlyA	
inhibe	l’augmentation	d’IL-1β	et	de	KC	induite	par	CNF1	dans	le	sang	des	souris	infectées.	De	
manière	 intéressante,	 l’HlyA	 n’altère	 pas	 le	 recrutement	 des	 cellules	 Gr1+	 nécessaires	 à	
l’élimination	des	bactéries	induite	par	CNF1,	ni	ne	modifie	l’activation	de	Rac2	par	CNF1.	Nos	
résultats	montrent	que	 l’HlyA	contrecarre	 l’immunité	 induite	par	CNF1,	 probablement	au	
niveau	moléculaire	en	bloquant	la	maturation	de	l’IL-1β	en	aval	de	l’activation	de	Rac2.	
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Résultats	complémentaires	
	
	
	

I. LA	TOXINE	CNF1	D’E.	COLI	ACTIVE	L’INFLAMMASOME	NLRP3	
	

1. L’immunité	induite	par	CNF1	requiert	l’inflammasome	NLRP3	

	
L’importance	 des	 protéines	 ASC	 et	 caspase-1	 que	 nous	 avons	 démontrée	

précédemment	laissait	penser	qu’un	inflammasome	serait	impliqué	dans	la	réponse	à	CNF1.	
Dans	le	but	de	confirmer	cette	hypothèse,	nous	avons	isolé	et	mis	en	culture	des	BMDM	issus	
de	souris	invalidées	pour	les	protéines	NLRP3	(NLRP3	KO),	NLRC4	(NLRC4	KO)	ou	PYRIN	(PYRIN	
KO)	puis	nous	les	avons	traités	pendant	8h	avec	du	CNF1+LPS	(Figures	21A	et	21B).	Alors	que	
la	transcription	de	l’ARNm	IL-1β	(Figure	21B)	et	la	production	de	la	proIL-1β	sont	identiques	
dans	toutes	les	cellules	utilisées,	les	BMDM	NLRP3	KO	sont	incapables	de	cliver	l’IL-1β	sous	
traitement	CNF1+LPS	(Figure	21A).	De	plus,	l’utilisation	de	l’inhibiteur	du	NLRP3	CP-456773	
bloque	la	maturation	de	l’IL-1β	sous	CNF1+/-LPS	sans	affecter	ni	la	production	ni	la	sécrétion	
de	la	proIL-1β	(Figure	21C).	Nos	résultats	identifient	NLRP3	comme	nécessaire	au	clivage	de	
l’IL-1β	induit	par	CNF1.	

	

Récemment,	 les	 équipes	 des	 Drs.	 Beutler	 et	 Nuñez	 ont	 identifié	 la	 protéine	 Nek7	
comme	impliquée	dans	 l’activation	de	 l’inflammasome	NLRP3	(He	et	al.,	2016b)	 (Shi	et	al.,	
2016).	Afin	de	vérifier	si	c’était	le	cas	dans	notre	modèle,	nous	avons	invalidé	l’expression	de	
Nek7	par	siRNA	dans	des	BMDM	que	l’on	a	par	la	suite	traités	pendant	8h	avec	du	CNF1	et/ou	
du	 LPS	 (Figure	 21D).	 Son	 invalidation	 bloque	 le	 clivage	 de	 l’IL-1β	 induit	 par	 CNF1+/-LPS,	
prouvant	l’implication	de	Nek7	dans	la	réponse	immunitaire	induite	par	CNF1	(Figure	21D).	

	

L’ensemble	de	nos	résultats	indiquent	que	CNF1	active	l’inflammasome	NLRP3	pour	
cliver	l’IL-1β.	
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Figure	21	: L’immunité	induite	par	CNF1	requiert	l’inflammasome	NLRP3.	
A. Analyse	par	Western	blot	de	la	production	et	la	sécrétion	d’IL-1β	dans	des	BMDM	WT	ou	

invalidées	 pour	 NLRP3	 (NLRP3	 KO),	 NLRC4	 (NLRC4	 KO)	 ou	 PYRIN	 (PYRIN	 KO)	 traités	
pendant	8h	avec	du	LPS	(100ng/mL)	et	du	CNF1	(500ng/mL).	
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B. Quantification	par	qPCR	des	ARNm	de	l’IL-1β,	NLRP3,	NLRC4	et	PYRIN	dans	les	BMDM	WT	
et	les	KO	utilisés	dans	le	panel	A	(n=2).	

C. Analyse	par	Western	blot	de	la	production	et	la	sécrétion	d’IL-1β	dans	des	BMDM	traités	
pendant	8h	avec	du	LPS	(100ng/mL)	et	du	CNF1	(500ng/mL)	en	combinaison	ou	pas	avec	
l’inhibiteur	de	NLRP3	CP-456773.	

D. Analyse	 par	 Western	 blot	 de	 la	 production	 et	 la	 sécrétion	 d’IL-1β	 dans	 des	 BMDM	
transfectés	avec	les	siRNA	contrôle	(siCT)	ou	siNek7	pendant	48h	puis	traités	pendant	8h	
avec	du	LPS	(100ng/mL)	et	du	CNF1	(500ng/mL).	

	

	
2. La	sécrétion/maturation	de	l’IL-1β	induite	par	CNF1	est	 indépendante	

de	GSDMD	

	
Le	rôle	récemment	décrit	de	la	Gasdermine	D	(GSDMD)	par	les	équipes	des	Drs.	Dixit	et	

Shao	dans	 l’activation	du	NLRP3	non-canonique	et	 la	 sécrétion	de	 l’IL-1β	 (Shi	 et	 al.,	 2015;	
Kayagaki	et	al.,	2015)	nous	a	amené	à	tester	si	elle	était	impliquée	dans	la	réponse	à	CNF1.	
Nous	avons	isolé	et	mis	en	culture	des	BMDM	issus	de	souris	WT	ou	invalidées	pour	GSDMD	
(GSDMD	KO)	et	 les	avons	traités	avec	du	CNF1	et/ou	du	LPS	pendant	8h	(Figure	22).	Nous	
avons	observé	que	 l’absence	de	GSDMD	ne	bloque	pas	 la	 sécrétion	ni	 le	 clivage	de	 l’IL-1β	
induit	par	CNF1+LPS.	La	sécrétion	et	la	maturation	de	l’IL-1β	induite	par	CNF1	ne	requiert	
donc	pas	GSDMD.	

	

	
	
Figure	22	: La	 sécrétion/maturation	 de	 l’IL-1β	 induite	 par	 CNF1	 est	 indépendante	 de	

GSDMD.	
Analyse	 par	Western	 blot	 de	 la	 production	 et	 la	 sécrétion	 l’IL-1β	 dans	 des	 BMDM	WT	 ou	
invalidées	pour	GSDMD	(GSDMD	KO)	traités	pendant	8h	avec	du	LPS	(100ng/mL)	et	du	CNF1	
(500ng/mL).	
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II. FLII	 EST	 IMPLIQUEE	 DANS	 L’ACTIVATION	 DE	 NF-ΚB	 INDUITE	 PAR	 CNF1	 EN	
MODULANT	L’UBIQUITINATION	DE	RIP1	

	
1. L’activation	 de	 Rac2	 par	 CNF1	 induit	 l’ubiquitination	 de	 RIP1	 sur	 la	

Lys377	

	
Le	laboratoire	d’accueil	a	précédemment	démontré	que	l’activation	de	Rac2	par	CNF1	

permet	le	recrutement	de	la	protéine	RIP1	afin	d’activer	la	voie	de	signalisation	NF-κB	dans	
des	cellules	humaines	en	culture	(Boyer	et	al.,	2011).	La	seconde	partie	de	mon	projet	de	thèse	
consistait	à	chercher	le	mécanisme	de	recrutement	et	d’activation	de	RIP1	par	Rac2.	RIP1	a	
été	décrit	dans	la	littérature	pour	être	impliquée	dans	l’activation	de	NF-κB	dans	d’autres	voies	
de	signalisation	telles	que	dans	la	transduction	du	signal	du	TNFR	au	cours	de	laquelle	RIP1	est	
ubiquitinée	sur	la	lysine	en	position	377	(O'Donnell	et	al.,	2007).	

Afin	 de	 déterminer	 si	 CNF1	 pouvait	 induire	 l’ubiquitination	 de	 RIP1,	 nous	 avons	
transfecté	des	cellules	293T	avec	la	protéine	RIP1	et	l’ubiquitine	(Ub)	puis	les	avons	traitées	
pendant	4h	avec	du	CNF1	ou	du	LPS	(Figure	23A).	Notre	laboratoire	possède	une	technique	
élaborée	 d’analyse	 des	 protéines	 ubiquitinées	 ;	 elle	 consiste	 à	 exprimer	 une	 forme	 d’Ub	
portant	l’étiquette	Histidine	(His-Ub)	et	à	précipiter	les	protéines	ayant	lié	covalemment	l’Ub	
en	utilisant	 des	 billes	 recouvertes	 de	Cobalt	 pour	 lequel	 l’étiquette	His	 possède	une	 forte	
affinité.	L’utilisation	de	cette	technique	nous	a	permis	de	purifier	spécifiquement	les	protéines	
ubiquitinées	et	d’analyser	 le	profil	d’ubiquitination	de	RIP1	dans	 les	différentes	 conditions	
testées.	 Nous	 avons	 remarqué	 que	 le	 traitement	 des	 cellules	 par	 CNF1	 augmente	
l’ubiquitination	de	RIP1,	et	de	façon	plus	importante	que	le	traitement	par	le	LPS.	

	

Pour	vérifier	que	cette	modification	était	dépendante	de	l’activité	de	Rac2,	nous	avons	
réalisé	 le	même	 test	 dans	 des	 cellules	 transfectées	 avec	 la	 forme	 sauvage	 de	 Rac2	 (myc-
Rac2WT)	ou	un	mutant	constitutivement	actif	(myc-Rac2L61)	ou	constitutivement	inactif	(myc-
Rac2N17)	 (Figure	 23B).	 Nous	 avons	 pu	 noter	 que,	 comparé	 à	 la	 forme	 sauvage	 de	 Rac2,	
l’expression	du	mutant	actif	de	Rac2	augmente	l’ubiquitination	de	RIP1	et	l’expression	du	
mutant	 inactif	 la	 diminue.	 Enfin,	 basée	 sur	 notre	 hypothèse	 de	 départ,	 nous	 avons	 voulu	
vérifier	si	l’ubiquitination	de	RIP1	induite	par	Rac2	active	était	la	même	que	celle	impliquée	
dans	la	voie	du	TNFR.	Nous	avons	pour	cela	généré	un	mutant	de	RIP1	décrit	dans	la	littérature	
pour	ne	pas	être	ubiquitiné	dans	la	voie	du	TNFR	(Flag-RIP1R377)	(Li	et	al.,	2006)	et	réalisé	un	
test	d’ubiquitination	en	co-transfection	avec	le	mutant	myc-Rac2L61.	Nous	avons	observé	que	
l’expression	du	mutant	constitutivement	actif	de	Rac2	induit	une	faible	ubiquitination	de	RIP1	
lorsque	sa	lysine	en	position	377	est	mutée	(Figure	23C).	
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Nos	 résultats	 suggèrent	 que	 l’activation	 de	 Rac2	 par	 la	 toxine	 CNF1	 induit	
l’ubiquitination	de	RIP1	majoritairement	sur	la	lysine	en	position	377.	

	

	
Figure	23	: L’activation	de	Rac2	par	CNF1	induit	l’ubiquitination	de	RIP1	sur	la	Lys377.	
A) Test	d’ubiquitination	de	la	protéine	Flag-RIP1	avec	quantification	dans	des	cellules	293T	

transfectées	avec	le	plasmide	His-Ub	puis	traitées	pendant	4h	avec	du	CNF1	(500ng/mL)	
ou	 du	 LPS	 (100ng/mL).	 Cette	 technique	 utilisée	 consiste	 à	 précipiter	 des	 protéines	
ubiquitinées	via	la	liaison	du	tag	His	à	des	billes	de	cobalt	(=	His-P).	Les	quantifications	ont	
été	réalisées	avec	le	logiciel	ImageJ	et	représentent	la	mesure	du	signal	d’ubiquitination	
rapportée	au	total	d’expression.	

B) Test	d’ubiquitination	de	la	protéine	Flag-RIP1	avec	quantitification	dans	des	cellules	293T	
transfectées	avec	les	plasmides	His-Ub	et	myc-Rac2WT,	 le	mutant	constitutivement	actif	
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(myc-Rac2L61)	ou	inactif	(myc-Rac2N17).	Les	quantifications	ont	été	réalisées	avec	le	logiciel	
ImageJ	 et	 représentent	 la	 mesure	 du	 signal	 d’ubiquitination	 rapportée	 au	 total	
d’expression.	

C) Test	 d’ubiquitination	 de	 la	 protéine	 Flag-RIP1WT	 ou	 le	 mutant	 Flag-RIP1R377	 avec	
quantitification	dans	des	cellules	293T	transfectées	avec	le	plasmide	His-Ub	et	myc-Rac2L61	
(constitutivement	 actif).	 Les	 quantifications	 ont	 été	 réalisées	 avec	 le	 logiciel	 ImageJ	 et	
représentent	la	mesure	du	signal	d’ubiquitination	rapportée	au	total	d’expression.	

	

	

2. FLII	module	l’ubiquitination	de	RIP1	induite	par	Rac2	active	

	
Notre	laboratoire	a	analysé	par	spectrométrie	de	masse	les	interactants	de	Rac2,	ce	

qui	 nous	 a	 permis	 d’identifier	 la	 protéine	 Flightless-1	 (FLII)	 comme	 interagissant	
spécifiquement	 avec	 la	 forme	 active	 de	 Rac2.	 Nous	 avons	 alors	 posé	 l’hypothèse	 de	
l’implication	de	FLII	dans	la	signalisation	inflammatoire	induite	par	CNF1.	

Nous	avons	d’abord	vérifié	que	FLII	et	Rac2	 interagissaient	 lors	de	 l’intoxication	par	
CNF1	en	réalisant	des	expériences	de	co-immunoprécipitation	de	la	protéine	Rac2	dans	des	
cellules	 293T	 transfectées	 puis	 traitées	 pendant	 6h	 avec	 du	 CNF1+LPS	 (Figure	 24B).	 Nous	
avons	ensuite	observé	leur	colocalisation	en	réalisant	des	expériences	d’immunofluorescence	
de	la	protéine	FLII	endogène	avec	la	protéine	Rac2	transfectée	dans	des	BMDM	puis	traités	
pendant	 4h	 avec	du	CNF1	 (Figure	24A).	Nos	 résultats	 semblent	 indiquer	que	CNF1	 induit	
l’interaction	et	la	colocalisation	de	Rac2	active	et	FLII	dans	les	cellules	mammifères.	

	

Nous	nous	sommes	ensuite	demandé	si	FLII	pouvait	avoir	un	rôle	dans	l’ubiquitination	
de	RIP1	induite	par	Rac2	active.	Afin	de	tester	cette	hypothèse,	nous	avons	d’abord	vérifié	si	
FLII	et	RIP1	 interagissaient	en	réalisant	des	expériences	de	co-immunoprécipitation	(Figure	
24C).	 Nos	 résultats	 confirment	 que	 FLII	 et	 RIP1	 co-immunoprécipitent.	 Par	 la	 suite,	 nous	
avons	invalidé	l’expression	de	FLII	par	siRNA	dans	des	cellules	293T	puis	les	avons	transfectées	
avec	RIP1,	le	mutant	constitutivement	actif	de	Rac2	(myc-Rac2L61)	et	l’His-Ub	et	avons	réalisé	
un	test	d’ubiquitination	(Figure	24D).	De	manière	intéressante,	l’invalidation	de	FLII	bloque	
l’ubiquitination	 de	 RIP1	 induite	 par	 Rac2	 active.	 Nos	 résultats	montrent	 que	 FLII	module	
l’ubiquitination	de	RIP1	induite	par	l’activation	de	Rac2.	Nous	nous	sommes	donc	demandé	si	
FLII	pourrait	être	une	nouvelle	ubiquitine	ligase	E3	de	RIP1.		L’analyse	de	sa	séquence	primaire	
nous	a	permis	d‘identifier	des	 séquences	homologues	aux	protéines	 ligase	E3	de	 type	NEL	
(New	E3	Ligases)	procaryotes	dans	le	domaine	LRR	de	FLII	et	un	domaine	catalytique	putatif	
dans	le	5e	domaine	gelsoline	de	FLII	(Figure	24E).	Nous	retrouvons	dans	ce	domaine	une	haute	
conservation	 des	 2	 acides	 aminés	 catalytiques	 entre	 les	 différents	 homologues	 de	 FLII	
provenant	 de	 l’Homme,	 de	 la	 drosophile	 ou	 du	 nématode	 et	 les	 NEL	 IpaH3,	 1.4,	 9.8,	
Eco15_01000486	et	NopM	(ici	grisés	sur	la	figure).	Dans	le	but	de	vérifier	si	FLII	pouvait	être	
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une	NEL,	nous	avons	généré	un	double	mutant	de	ces	2	acides	:	le	mutant	FLII	C1186A/D1188N	
(nommé	FLIIDM).	

	

Afin	de	 tester	notre	hypothèse,	nous	avons	 réalisé	un	 test	d’ubiquitination	de	RIP1	
dans	des	cellules	293T	transfectées	avec	la	forme	sauvage	de	FLII	(YFP-FLIIWT)	ou	le	mutant	
précédemment	généré	 (YFP-FLIIDM)	et	 l’His-Ub	 (Figure	24F).	Nous	avons	observé	une	 forte	
augmentation	de	l’ubiquitination	de	RIP1	lors	de	la	surexpression	de	FLIIWT	qui	est	atténuée	
avec	 le	 mutant	 FLIIDM.	 Ces	 résultats	 confirment	 le	 fait	 que	 FLII	 module	 positivement	
l’ubiquitination	 de	 RIP1	 et	 montrent	 que	 son	 activité	 régulatrice	 de	 l’ubiquitination	 de	
RIP1	dépend	des	acides	aminés	C1186	et/ou	D1188.	

	

Enfin,	 comme	 FLII	 interagit	 avec	 Rac2	 sous	 traitement	 par	 CNF1	 responsable	 de	
l’activation	de	NF-κB	et	de	la	caspase-1,	nous	nous	sommes	demandé	si	FLII	avait	un	rôle	dans	
la	production,	 la	 sécrétion	et/ou	 la	maturation	de	 l’IL-1β.	Pour	 tenter	de	 répondre	à	cette	
question,	nous	avons	invalidé	l’expression	de	FLII	dans	des	BMDM	à	l’aide	de	siRNA	puis	traité	
les	cellules	avec	du	CNF1	et/ou	du	LPS	(Figure	24G).	Nous	avons	observé	que	l’absence	de	FLII	
réduit	la	production	de	la	proIL-1β	induite	par	le	LPS	et	CNF1+LPS.	De	manière	intéressante,	
on	note	également	une	augmentation	de	la	quantité	de	FLII	dans	les	BMDM	traités	avec	du	
LPS.	Nos	résultats	indiquent	que	FLII	est	impliquée	dans	la	production	de	proIL-1β	induite	par	
le	LPS	et	que	son	niveau	protéique	pourrait	être	régulé	positivement	par	le	LPS.	

	

L’ensemble	de	nos	résultats	démontrent	que	la	protéine	FLII	module	l’ubiquitination	
de	RIP1	induite	par	la	forme	active	de	Rac2.	De	plus,	les	acides	aminés	C1186	et	D1188	de	
FLII	semblent	impliqués	dans	la	modulation	de	l’ubiquitination	de	RIP1.	Le	rôle	exact	de	FLII	
dans	l’ubiquitination	de	RIP1	reste	à	préciser.	
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Figure	24	: FLII	module	l’ubiquitination	de	RIP1	induite	par	Rac2	active.	
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A) Immunofluorescence	 des	 protéines	 FLII	 endogène	 et	 myc-Rac2	 transfectée	 dans	 des	
BMDM	primaires	traités	4h	avec	du	CNF1	(500ng/mL).	La	barre	blanche	indique	l’échelle	
(10μm)	et	les	flèches	blanches	pointent	les	zones	de	colocalisation.	

B) Co-immunoprécipitation	des	protéines	myc-Rac2	transfectée	et	FLII	endogène	dans	des	
cellules	293T	traitées	ou	pas	pendant	4h	avec	du	CNF1	(500ng/mL)	et	du	LPS	(100ng/mL).	

C) Co-immunoprécipitation	 des	 protéines	 Flag-RIP1	 et	 YFP-FLII	 dans	 des	 cellules	 293T	
transfectées.	

D) Test	d’ubiquitination	de	la	protéine	Flag-RIP1	dans	des	cellules	293T	transfectées	48h	avec	
un	siRNA	contrôle	(siCT)	ou	dirigé	contre	FLII	(siFLII)	puis	avec	les	plasmides	Flag-RIP1,	myc-
Rac2L61	 (mutant	 constitutivement	 actif)	 et	His-Ub.	 Les	 quantifications	 ont	 été	 réalisées	
avec	le	logiciel	ImageJ	et	représentent	la	mesure	du	signal	d’ubiquitination	rapportée	au	
total	d’expression.	

E) Alignement	 du	 domaine	 E3	 ligase	 de	 type	 NEL	 procaryote	 avec	 la	 protéine	 FLII	 et	
génération	d’un	double	mutant	C1186A	D1188N	(FLIIDM)	humain.	

F) Test	d’ubiquitination	de	la	protéine	Flag-RIP1	dans	des	cellules	293T	transfectées	avec	les	
plasmides	His-Ub	et	YFP-FLIIWT	ou	YFP-FLIIDM.	Les	quantifications	ont	été	réalisées	avec	le	
logiciel	 ImageJ	et	 représentent	 la	mesure	du	 signal	d’ubiquitination	 rapportée	au	 total	
d’expression.	

G) Analyse	 par	 Western	 blot	 de	 l’expression	 de	 la	 pro-IL-1β	 dans	 des	 BMDM	 primaires	
transfectées	avec	un	siRNA	contrôle	(siCT)	ou	dirigé	contre	FLII	(siFLII)	pendant	48h	puis	
traitées	avec	du	CNF1	(500ng/mL)	et/ou	du	LPS	(100ng/mL)	pendant	10h.	
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De	manière	intéressante,	FLII	a	également	été	décrite	dans	la	littérature	pour	être	un	
régulateur	de	NLRP3	(Burger	et	al.,	2016).	Nous	nous	sommes	demandé	si	FLII	pourrait	jouer	
un	 rôle	 à	 la	 fois	 dans	 l’activation	 de	 NF-κB	 mais	 également	 dans	 celle	 de	 NLRP3	 sous	
stimulation	 par	 CNF1.	 En	 réalisant	 des	 expériences	 d’immunofluorescence,	 nous	 avons	
montré	que	FLII	colocalisait	avec	la	caspase-1	et	avec	NLRP3	dans	des	macrophages	stimulés	
par	CNF1+LPS	(Figure	25).	Des	expériences	supplémentaires	sont	nécessaires	pour	conclure	
sur	l’éventuel	rôle	de	FLII	dans	l’activation	de	NLRP3	sous	stimulation	par	CNF1.	

	

	
Figure	25	: FLII	colocalise	avec	l’inflammasome	NLRP3	dans	des	macrophages	traités	avec	

du	CNF1+LPS.	
Immunofluorescence	des	protéines	 FLII	 et	 caspase1	 (A)	ou	NLRP3	 (B)	endogènes	dans	des	
BMDM	primaires	traités	6h	avec	du	CNF1	(500ng/mL)	et	du	LPS	(100ng/mL).	
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Discussion	
	

	

La	 détection	 de	 l’activité	 des	 facteurs	 de	 virulence	 a	 émergé	 comme	 nouveau	
paradigme	 dans	 la	 reconnaissance	 des	 pathogènes	 (Boyer	 et	 al.,	 2011;	 Stuart	 and	 Boyer,	
2013).	De	manière	intéressante,	ce	mécanisme	fait	écho	à	l’ETI	chez	la	plante.	Mais	il	existe	
de	rares	preuves	de	sa	contribution	in	vivo	chez	le	mammifère.	Nos	résultats	nous	ont	permis	
de	mettre	en	évidence	la	capacité	de	l’hôte	à	contrôler	la	bactériémie	via	le	recrutement	des	
cellules	Gr1+	et	la	sécrétion	de	cytokines	pro-inflammatoires,	en	particulier	l’IL-1β,	induits	par	
la	toxine	CNF1	d’E.	coli.	L’identification	de	ce	mécanisme	de	l’immunité	innée	en	réponse	à	
l’activité	des	 facteurs	de	virulence	chez	 les	mammifères	nous	permet,	en	extrapolant,	de	
contribuer	à	expliquer	comment	le	système	immunitaire	distingue	les	bactéries	pathogènes	
des	non	pathogènes.	En	effet,	il	est	aujourd’hui	admis	que	les	bactéries	sont	reconnues	via	
leurs	 MAMPs	 et	 induisent	 une	 réponse	 immunitaire	 appelée	 MTI	 (MAMPs-Triggered	
Immunity)	(Medzhitov,	2009).	Mais	la	MTI	ne	suffit	pas	à	expliquer	comment	l’hôte	perçoit	le	
niveau	de	danger	des	bactéries	et	y	répond.	Ici,	nous	avons	montré	que	CNF1	synergise	avec	
le	LPS	pour	induire	une	réponse	immunitaire	protectrice	pour	l’hôte.	Bien	que	le	mécanisme	
précis	reste	à	élucider,	notre	étude	donne	des	preuves	in	vivo	et	in	vitro	d’une	coopération	
entre	 l’ETI	 et	 la	 MTI	 chez	 le	 mammifère,	 qui	 permettrait	 à	 l’hôte	 de	 jauger	 le	 potentiel	
pathogène	des	bactéries.	

	 Il	est	intéressant	de	noter	que	l’ETI	est	conservée	au	cours	de	l’évolution.	Initialement	
décrite	 chez	 la	 plante,	 notre	 laboratoire	 a	 apporté	 des	 preuves	 de	 son	 existence	 chez	 la	
drosophile	ainsi	que	chez	le	mammifère.	Le	modèle	dit	en	zig-zag	des	Drs.	Jones	et	Dangl	décrit	
chez	 la	plante	 (Jones	and	Dangl,	2006)	permet	d’expliquer	 la	conservation	de	 l’ETI	et	peut	
s’appliquer	également	aux	organismes	plus	évolués	(Stuart	et	al.,	2013).	Les	microorganismes	
ayant	 besoin	 d’un	 hôte	 doivent	 pour	 survivre	 évoluer	 soit	 vers	 un	 statut	 non-pathogène	
symbiotique,	soit	devenir	plus	virulents.	Ce	dernier	modèle	explique	la	nécessité	de	l’hôte	à	
développer	ses	défenses	immunitaires.	L’ETI	implique	des	mécanismes	moléculaires	différents	
selon	les	organismes.	En	effet,	la	plante	ne	possède	pas	de	cellules	immunitaires	spécialisées	:	
toutes	 les	 cellules	 doivent	 donc	 être	 capables	 de	 détecter	 les	 perturbations	 de	 leur	
homéostasie	via	des	protéines	gardiennes	des	processus	cellulaires	appelées	NB-LRR.	Chez	la	
drosophile,	bien	qu’il	n’existe	pas	de	protéines	assimilées	aux	NB-LRR	encore	décrites,	nous	
avons	caractérisé	 l’ETI	déclenchée	par	CNF1	par	 l’activation	non	canonique	de	 la	voie	 IMD	
(impliquée	dans	la	MTI)	via	la	Rho	GTPase	Rac2.	De	manière	intéressante,	chez	le	mammifère,	
l’ETI	déclenchée	par	CNF1	 implique	à	 la	 fois	 la	protéine	NLRP3	homologue	aux	NB-LRR	de	
plante,	 mais	 aussi	 l’activation	 non	 canonique	 de	 RIP1,	 homologue	 d’IMD,	 via	 Rac2.	 Les	
mécanismes	 moléculaires	 de	 l’ETI	 semblent	 avoir	 converger	 et	 s’être	 complexifier	 avec	
l’évolution.	 Ce	 modèle	 s’applique	 particulièrement	 bien	 chez	 le	 mammifère	 lors	 d’une	
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bactériémie	à	E.	coli	où	la	présence	de	la	bactérie	dans	le	sang	est	rapidement	mortelle,	d’où	
la	nécessité	d’une	réponse	immunitaire	rapide	et	adaptée.	

	

	 Les	Rho	GTPases	 sont	des	 cibles	privilégiées	des	 facteurs	de	 virulence	 (Boquet	 and	
Lemichez,	2003).	Plusieurs	études	confirment	l’existence	de	mécanismes	de	surveillance	des	
Rho	 GTPases	 par	 le	 système	 immunitaire	 innée.	 De	 manière	 intéressante,	 l’activation	 et	
l’inactivation	 des	 Rho	 GTPases	 ne	 sont	 pas	 perçues	 par	 les	 mêmes	 senseurs.	 Alors	 que	
l’inflammasome	 PYRIN	 détecte	 l’inactivation	 des	 Rho	 GTPases	 par	 plusieurs	 facteurs	 de	
virulence	pour	 induire	 la	maturation	de	 l’IL-1β	 (Zhao	and	Shao,	2016),	 l’activation	des	Rho	
GTPases	a	initialement	été	décrite	pour	activer	NF-κB	via	la	formation	du	nodosome		(Boyer	
et	al.,	2011)	(Keestra	and	Bäumler,	2014).	Dans	notre	modèle,	nous	avons	montré	que	CNF1	
est	également	capable	d’activer	l’inflammasome	NLRP3	pour	induire	la	maturation	de	l’IL-1β	
via	l’activation	de	Rac2.	Etant	donné	que	Rac2	fait	partie	du	complexe	de	la	NADPH	oxydase	
et	que	CNF1	a	déjà	été	décrit	pour	 induire	 la	 génération	d’ion	 superoxyde	 (Falzano	et	 al.,	
2001),	 notre	 hypothèse	 est	 que	 CNF1	 active	 NLRP3	 via	 la	 formation	 de	 ROS.	 Mais	 le	
mécanisme	précis	est	encore	en	cours	d’investigation.	L’hôte	semble	capable	de	surveiller	le	
cycle	 des	 Rho	 GTPases	 d’une	 manière	 générale	 via	 les	 inflammasomes	 PYRIN	 et	 NLRP3	
détectant	respectivement	 l’inactivation	ou	 l’activation	des	Rho	GTPases	par	 les	facteurs	de	
virulence,	ce	qui	lui	permet	de	percevoir	une	large	variété	de	toxines	et	effecteurs	modulant	
les	Rho	GTPases.	

	

	 L’induction	d’une	 ETI	 par	 CNF1	nous	 pousse	 à	 nous	 demander	pourquoi	 les	E.	 coli	
conservent	 cette	 toxine.	 Plusieurs	 études	 suggèrent	 que	CNF1	 faciliteraient	 l’invasion	des	
UPEC	dans	le	tractus	urinaire	et	serait	nécessaire	aux	étapes	précoces	de	l’infection	(Johnson	
et	al.,	2000)	(Rippere-Lampe	et	al.,	2001)	(Bower	et	al.,	2005).	De	plus,	la	virulence	est,	entre	
autre,	fonction	de	l’hôte	et	de	la	localisation	des	bactéries	(Vance	et	al.,	2009)	;	CNF1	pourrait	
être	délétère	chez	certains	individus	mutés	pour	Rac2	ou	NLRP3	par	exemple,	et	expliquerait	
le	tropisme	des	UPEC	dans	les	voies	urinaires	où	elles	ne	sont	pas	en	contact	avec	le	système	
immunitaire.	Ici,	nous	avons	clairement	démontré	que	CNF1	est	un	facteur	d’avirulence	chez	
la	 souris	 au	 cours	 de	 la	 bactériémie.	 Mais	 il	 reste	 à	 élucider	 comment	 les	 pathogènes	
réagissent	à	cette	capacité	de	l’hôte	à	les	reconnaître.	De	manière	intéressante,	nous	avons	
ici	décrit	l’effet	de	l’HlyA	qui	contrecarre	l’ETI	induite	par	CNF1	au	cours	de	la	bactériémie.	
On	peut	 imaginer	que	 lien	génétique	entre	CNF1	et	HlyA	serait	 le	 fruit	de	 l’évolution	de	 la	
bactérie	 pour	 se	 protéger	 de	 la	 réponse	 immunitaire	 induite	 par	 CNF1.	 L’HlyA	 cible	
probablement	directement	les	voies	de	signalisation	cellulaires	de	l’hôte	puisqu’elle	n’affecte	
pas	 le	 recrutement	des	cellules	Gr1+	 in	vivo,	et	 inhiberait	 la	sécrétion	de	 l’IL-1β	en	aval	de	
l’activation	de	Rac2	par	CNF1.	L’hôte	a	mis	en	place	au	cours	de	l’évolution	un	système	de	
défense	sophistiqué	de	détection	de	l’activité	des	facteurs	de	virulence.	Mais	les	bactéries	ont	
également	évolué	d’autres	facteurs	de	virulence	pour	contrecarrer	cette	ETI.	Ce	modèle	de	
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coévolution	parallèle,	dit	en	zig-zag,	est	déjà	décrit	chez	la	plante,	mais	nous	apportons	ici	des	
arguments	qui	supportent	son	existence	chez	les	mammifères.	

	

	 Notre	étude	a	mis	en	évidence	l’importance	de	l’IL-1β	dans	l’ETI	induite	par	CNF1	et	
nous	a	permis	d’identifier	NLRP3	comme	l’inflammasome	responsable	du	clivage	de	l’IL-1β.	Si	
les	étapes	de	sécrétion	et	de	clivage	de	l’IL-1β	sont	fortement	couplées,	leur	distinction	n’est	
pas	claire.	Nos	résultats	montrent	que	l’invalidation	de	NLRP3	ou	de	GSDMD	ne	bloquent	pas	
la	sécrétion	de	la	proIL-1β	dans	nos	conditions.	Ni	l’activation	de	l’inflammasome	ni	la	mort	
cellulaire	ne	 semblent	nécessaires	à	 la	 sécrétion	de	 la	proIL-1β	dans	notre	modèle,	 ce	qui	
suggère	un	mécanisme	de	sécrétion	de	la	proIL-1β	systématiquement	lié	à	sa	production.	
Cependant,	 plusieurs	 études	 montrent	 que	 la	 sécrétion	 de	 l’IL-1β	 est	 dépendante	 de	 la	
caspase-1	 (Keller	et	al.,	2008)	 (Conos	et	al.,	2016).	Etant	donné	que	CNF1	seul	est	capable	
d’activer	la	caspase-1	et	que	Rac2	interagit	avec	la	caspase-1	sous	stimulation	CNF1+LPS,	nous	
pouvons	spéculer	l’existence	d’un	nouveau	mécanisme	de	sécrétion	non	conventionnel	lié	à	
l’activation	des	Rho	GTPases.	Vu	l’importance	de	cette	cytokine,	il	ne	serait	pas	étonnant	que	
plusieurs	 mécanismes	 de	 sécrétion	 soient	 impliqués	 afin	 d’optimiser	 la	 réponse	
inflammatoire.	 Mais	 alors,	 où	 la	 proIL-1β	 est-elle	 clivée	 ?	 De	 manière	 intéressante,	 nous	
n’avons	pas	pu	détecter	d’IL-1β	mature	à	l’intérieur	des	cellules	dans	nos	conditions,	ce	qui	
suggère	 un	 clivage	 extracellulaire	 dépendant	 à	 la	 fois	 de	 l’activation	 de	 NLRP3	 et	 de	 la	
caspase-1.	

	

	 En	 étudiant	 la	 voie	 de	 signalisation	 induite	 par	 CNF1	 au	 niveau	moléculaire,	 nous	
avions	précédemment	mis	en	évidence	l’importance	de	la	protéine	RIP1	dans	l’activation	de	
NF-κB	(Boyer	et	al.,	2011).	Ici,	nous	avons	montré	que	CNF1	induisait	l’ubiquitination	de	RIP1	
sur	 la	 lysine	 en	 position	 377	 dépendamment	 de	 l’activité	 de	 Rac2.	 Ces	 résultats	 nous	 ont	
permis	d’extrapoler	que	l’activation	de	NF-κB	par	CNF1	est	due	à	l’ubiquitination	de	RIP1	et	
induit	probablement	en	aval	 les	mêmes	voies	de	signalisation	que	dans	 la	 transduction	du	
signal	 du	 TNFR	 (Ofengeim	 and	 Yuan,	 2013).	 Nos	 travaux	 nous	 ont	 également	 permis	
d’identifier	un	nouveau	partenaire	de	l’ETI	 induite	par	CNF1	:	 la	protéine	FLII.	En	effet,	FLII	
interagit	avec	Rac2	et	RIP1,	et	semble	nécessaire	à	l’activation	de	NF-κB	car	sa	déplétion	par	
siRNA	 suffit	 à	 bloquer	 la	 production	 de	 la	 proIL-1β	 dans	 nos	 conditions.	 De	 manière	
intéressante,	nous	avons	caractérisé	FLII	comme	protéine	modulatrice	de	l’ubiquitination	de	
RIP1.	 L’analyse	 de	 sa	 structure	montre	 une	 région	 conservée	 qui	 ressemble	 fortement	 au	
domaine	catalytique	des	NEL	(New	E3	Ligases)	procaryotes.	Nos	résultats	nous	laissent	penser	
que	FLII	pourrait	être	l’enzyme	responsable	de	l’ubiquitination	de	RIP1	et	appartenir	à	une	
nouvelle	 classe	 d’E3	 ligases	 eucaryotes	 de	 type	 NEL.	 Cette	 hypothèse	 reste	 cependant	 à	
confirmer	en	réalisant	des	tests	d’ubiquitination	in	vitro.	

	 Autre	fait	intéressant,	FLII	a	également	été	décrite	pour	être	un	régulateur	de	NLRP3	
(Burger	 et	 al.,	 2016).	 Elle	 pourrait	 jouer	 un	 rôle	 à	 la	 fois	 dans	 l’activation	 de	 NF-κB	mais	
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également	dans	 celle	 de	NLRP3.	 En	 effet,	 nous	 avons	montré	que	FLII	 colocalisait	 avec	 la	
caspase-1	et	avec	NLRP3	sous	stimulation	par	CNF1+LPS.	Son	potentiel	rôle	dans	la	régulation	
de	l’inflammasome	sous	stimulation	par	CNF1	reste	cependant	difficile	à	évaluer	étant	donné	
son	implication	dans	l’activation	de	NF-κB	et	la	production	de	la	proIL-1β.	
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Conclusion	et	perspectives	
	

	

Mes	 travaux	 de	 thèse	 m’ont	 permis	 de	 participer	 à	 démontrer	 l’importance	 de	 la	
réponse	inflammatoire	induite	par	la	toxine	CNF1	d’E.	coli	dans	l’élimination	des	bactéries	et	
la	protection	de	 l’hôte	au	cours	de	 la	bactériémie	chez	 la	souris.	De	manière	 intéressante,	
cette	 ETI	 mammifère	 est	 contrecarrée	 par	 une	 autre	 toxine,	 l’HlyA,	 dont	 l’expression	 est	
étroitement	liée	à	celle	de	CNF1.	Nous	avons	apporté	ici	des	preuves	à	la	fois	d’un	mécanisme	
de	 défense	 de	 l’hôte	 capable	 de	 détecter	 l’activité	 d’un	 facteur	 de	 virulence,	 et	 d’un	
mécanisme	pathogène	neutralisant	le	premier	via	l’expression	d’un	autre	facteur	de	virulence.	
Ces	 mécanismes	 pourraient	 expliquer	 comment	 l’hôte	 perçoit	 le	 niveau	 de	 danger	 des	
pathogènes,	 mais	 également	 les	 différences	 de	 susceptibilité	 entre	 les	 individus	 et	 de	
virulence	d’une	souche	bactérienne	à	une	autre.	

Mon	travail	m’a	également	permis	de	déterminer	plus	précisément	 les	mécanismes	
moléculaires	de	cette	ETI	(Figure	26).	La	toxine	CNF1	d’E.	coli	induit	l’activation	constitutive	
de	la	Rho	GTPase	Rac2,	ce	qui	a	pour	conséquence	l’induction	de	la	production	de	cytokines	
pro-inflammatoires	via	l’activation	de	NF-κB	et	de	l’inflammasome	NLRP3.	L’activation	de	NF-
κB	 est	 due	 au	 recrutement	 et	 à	 l’ubiquitination	 de	 RIP1	 par	 Rac2	 active.	 De	 manière	
intéressante,	 l’ubiquitination	 de	 RIP1	 est	 modulée	 par	 FLII,	 protéine	 décrite	 ici	 comme	
partenaire	 de	 l’ETI	 induite	 par	 CNF1,	 mais	 par	 un	 mécanisme	 encore	 inconnu.	 CNF1	 est	
également	capable	d’activer	l’inflammasome	NLRP3	impliquant	les	protéines	Nek7,	ASC	et	la	
caspase-1,	et	ce	via	l’activation	de	Rac2	pour	cliver	la	proIL-1β	en	IL-1β	mature	et	induire	sa	
sécrétion.	

	

La	littérature	nous	donne	plusieurs	preuves	d’une	immunité	déclenchée	par	différents	
facteurs	de	virulence	produits	par	différentes	bactéries.	L’ETI	mammifère	semble	être	plus	
complexe	et	présente	dans	la	réponse	immunitaire	innée	au	cours	de	l’infection	que	nous	le	
pensions,	avec	un	rôle	à	la	fois	dans	la	reconnaissance	et	dans	l’élimination	des	pathogènes.	
Comprendre	les	bases	moléculaires	de	l’ETI	induite	par	CNF1	nous	permettrait	à	long	terme	
de	développer	différentes	stratégies	thérapeutiques	antibactériennes	en	stimulant	cette	ETI	
pour	favoriser	l’élimination	des	bactéries,	ou	encore	d’identifier	comment	l’HlyA	bloque	cette	
réponse	immunitaire	afin	de	contrer	son	effet	neutralisant.		
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Figure	26	: Modèle	hypothétique	de	la	voie	de	signalisation	de	l’IL-1β	induites	par	CNF1.	
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Lysosomal	cholesterol	hydrolysis	couples	efferocytosis	to	anti-
inflammatory	oxysterol	production	

	
L’hydrolyse	lysosomale	du	cholestérol	couple	l’efférocytose	à	la	

production	d’oxystérol	anti-inflammatoire	
	
Manon	 VIAUD*,	 Stoyan	 IVANOV*,	 Thibault	 BAROUILLET,	 Elsa	 GARCIA,	 François	 ORANGE,	
Isabelle	DUGAIL,	Laurent	BOYER,	Rodolphe	GUINAMARD,	Andrea	BOCHEM,	Kees	G	HOVINGH,	
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Les	 macrophages	 régulent	 l’homéostasie	 tissulaire	 via	 le	 catabolisme	 des	 lipides	
plasmatiques	et	l’élimination	des	cellules	mortes	par	un	mécanisme	proche	de	la	phagocytose,	
appelé	efférocytose,	évitant	ainsi	 le	 relargage	du	contenu	 immunogénique	et	 lipidique	des	
cellules	 ingérées.	 Afin	 d’éviter	 de	 trop	 se	 gorger	 en	 lipides	 et	 de	 se	 transformer	 en	
macrophages	spumeux	à	l’origine	du	processus	d’athérosclérose,	les	macrophages	régulent	
l’excès	de	cholestérol	ingéré	en	le	ré-estérifiant	dans	les	lysosomes	ou	en	l’exportant.	L’efflux	
de	cholestérol	est	contrôlé	par	les	protéines	LXR	(Liver	X	Receptors)	qui	détectent	l’excès	de	
cholestérol	et	sont	impliquées	dans	les	réponses	anti-inflammatoires.	

La	 lipase	 acide	 lysosomale	 (LIPA)	 est	 une	 enzyme	 hydrolysant	 les	 lipoprotéines	
contenues	 dans	 les	 lysosomes.	 Sa	 déficience	 cause	 la	Maladie	 de	 Stockage	 des	 Esters	 de	
Cholestérol	 (MSEC)	 caractérisée	 entre	 autre	 par	 une	 dyslipidémie,	 un	 fonctionnement	
anormal	du	foie	et	une	athérosclérose	accélérée	due	à	l’accumulation	de	dépôts	lipidiques	et	
l’infiltration	de	macrophages	spumeux.	Dans	 les	macrophages,	 la	LIPA	hydrolyse	 les	 lipides	
endocytés	 pour	 induire	 leur	 oxydation	 mitochondriale,	 mais	 également	 les	 esters	 de	
cholestérol	afin	de	faciliter	l’efflux	de	cholestérol.	De	manière	intéressante,	la	réexpression	de	
la	 LIPA	dans	 les	 cellules	myéloïdes	de	 souris	 invalidées	pour	 la	 LIPA	 corrige	 la	 plupart	 des	
phénotypes	 inflammatoires	et	 tissulaires	pathogènes	observés	chez	 les	patients	MSEC.	Ces	
travaux	 suggèrent	 que	 la	 LIPA	 joue	 un	 rôle	 dans	 l’homéostasie	 lipidique	 en	 prévenant	
l’inflammation	 métabolique,	 mais	 les	 mécanismes	 moléculaires	 conduisant	 à	 cette	
inflammation	restent	à	déterminer.	
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Ici,	 l’équipe	du	Dr.	 YVAN-CHARVET	 a	mis	 en	 évidence	un	phénotype	 inflammatoire	
systémique	chez	les	patients	atteints	de	MSEC.	En	cherchant	par	quel(s)	mécanisme(s)	la	LIPA	
pouvait	 impacter	 le	profil	 inflammatoire	de	ces	patients,	 ils	ont	montré	qu’elle	 régulait	de	
manière	opposée	la	polarisation	des	macrophages	vers	un	profil	pro-	ou	anti-inflammatoire,	
et	que	ceci	corrélait	fortement	avec	la	capacité	efférocytique	de	ces	cellules.		

J’ai	participé	à	cette	étude	en	confirmant	l’implication	de	l’inflammasome	NLRP3	dans	
la	réponse	inflammatoire	induite	par	l’inhibition	de	la	LIPA.	De	manière	intéressante,	dans	ce	
modèle,	NLRP3	est	activé	malgré	 l’absence	de	dommages	 lysosomaux	ou	de	relargage	des	
cathepsines	 et	 semble	 être	 une	 conséquence	 de	 l’accumulation	 d’esters	 de	 cholestérol.	
L’équipe	du	Dr.	 YVAN-CHARVET	a	 également	 analysé	 le	 rôle	de	 la	NADPH	oxydase	qui	 est	
connue	pour	transloquer	du	cytosol	vers	les	phagolysosomes	pendant	l’efférocytose	où	elle	
contrôle	le	pH	et	la	production	de	ROS.	En	revanche,	ils	n’ont	pas	observé	de	différence	de	
localisation	de	 la	NADPH	oxydase	ni	d’acidification	des	 lysosomes	ou	d’augmentation	de	 la	
quantité	 de	 ROS	 dans	 les	macrophages	 où	 la	 LIPA	 était	 inhibée.	 Ces	 résultats	 supportent	
l’hypothèse	d’un	mécanisme	alternatif	d’activation	du	NLRP3.	

L’inhibition	 de	 la	 LIPA	 cause	 une	 réponse	 inflammatoire	 exagérée	 pendant	
l’efférocytose	à	cause	d’un	défaut	de	production	de	25-hydroxycholestérol	 (25-HOC)	d’une	
part,	 ce	qui	 induit	 l’activation	de	 l’inflammasome	NLRP3,	et	de	27-hydroxycholestérol	 (27-
HOC)	 d’autre	 part,	 ligand	 des	 LXR.	 Le	 défaut	 de	 27-HOC	 empêche	 d’activer	 de	 façon	
appropriée	les	voies	de	signalisation	médiée	par	les	LXR,	ce	qui	réduit	l’efflux	de	cholestérol	
et	l’élimination	des	cellules	apoptotiques	par	les	macrophages.	Les	défauts	d’efférocytose	dus	
à	l’inhibition	de	la	LIPA	corrèlent	également	avec	l’altération	de	la	formation	de	lamellipodes	
dépendante	de	Rac1	et	l’augmentation	du	stress	oxydatif	mitochondrial.	

Chez	 la	 souris,	 l’inhibition	 de	 la	 LIPA	 bloque	 l’élimination	 des	 lymphocytes	
apoptotiques	et	des	érythrocytes	stressés	par	les	macrophages	résidents	du	foie	et	de	la	rate.	
Ce	phénomène	s’accompagne	d’une	splénomégalie	et	d’une	accumulation	de	fer	dans	la	rate	
en	conditions	hypercholestérolémiques.	Ces	résultats	démontrent	in	vivo	le	rôle	critique	de	la	
LIPA	 dans	 la	 capacité	 efférocytique	 des	macrophages,	 laquelle	 est	 requise	 pour	 l’intégrité	
tissulaire	en	maintenant	l’homéostasie	lipidique	et	immunitaire.	

	

Dans	 leur	 ensemble,	 ces	 travaux	 ont	 permis	 d’identifier	 l’hydrolyse	 lysosomale	 du	
cholestérol	par	la	LIPA	comme	évènement	central	de	l’efférocytose	chez	les	macrophages	en	
couplant	le	métabolisme	lipidique	à	l’inflammation.	
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Abstract
The detection of the activities of pathogen-encoded virulence factors by the innate immune
system has emerged as a new paradigm of pathogen recognition. Much remains to be de-
termined with regard to the molecular and cellular components contributing to this defense
mechanism in mammals and importance during infection. Here, we reveal the central role of
the IL-1β signaling axis and Gr1+ cells in controlling the Escherichia coli burden in the blood
in response to the sensing of the Rho GTPase-activating toxin CNF1. Consistently, this in-
nate immune response is abrogated in caspase-1/11-impaired mice or following the treat-
ment of infected mice with an IL-1β antagonist. In vitro experiments further revealed the
synergistic effects of CNF1 and LPS in promoting the maturation/secretion of IL-1β and es-
tablishing the roles of Rac, ASC and caspase-1 in this pathway. Furthermore, we found that
the α-hemolysin toxin inhibits IL-1β secretion without affecting the recruitment of Gr1+ cells.
Here, we report the first example of anti-virulence-triggered immunity counteracted by a
pore-forming toxin during bacteremia.
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Author Summary
The pathogenic potentials of most microbes depend on a repertoire of virulence factors.
Despite major progress in the understanding of the molecular mechanisms underlying the
activities of bacterial effectors, little is known about how they cooperate during infection
to overcome host immune defenses and promote microbial persistence. Here, we investi-
gated the roles of two uropathogenic Escherichia coli (UPEC) effectors that are co-
ordinately expressed, α-hemolysin (HlyA) and cytotoxic necrotizing factor 1 (CNF1). We
demonstrated that the HlyA toxin is critical for bacterial stability in the blood and showed
that one important role of HlyA is to inhibit the CNF1-induced host response. Collective-
ly, these findings reveal why the coordinated activities of HlyA and CNF1 are necessary
for the full virulence of UPEC. Moreover, they unravel a HlyA-driven counter-defense
mechanism used by bacteria to facilitate their survival.

Introduction
Bacteremia caused by extraintestinal strains of pathogenic Escherichia coli is a leading cause of
death worldwide [1,2]. Among these pathogens, uropathogenic E. coli (UPEC) is a major etio-
logical agent of bacteremia [1,2]. Therefore, it is essential to define the mechanisms by which
virulence factors of UPEC and innate immune signaling pathways control the bacterial burden
in the blood.

The major virulence factors of UPEC have been characterized at the molecular level [3–6].
These factors include the presence of a specialized adhesive appendage and specific metabolic
pathways as well as protein toxins; together, these features enable UPEC to efficiently colonize
the urinary tract and translocate into the bloodstream of the host [7–9]. Two highly prevalent
bacterial toxins, α-hemolysin (HlyA) and cytotoxic necrotizing factor-1 (CNF1), work together
to damage and disrupt the cohesion of the uroepithelium, which additionally leads to the wors-
ening of the host inflammatory reaction [10–12]. The high prevalences of hlyA and cnf1 in uro-
septic strains of UPEC suggest the possible functions of both of these toxins during bacteremia
[9,13,14]. In contrast, it has not been determined whether both toxins contribute to the patho-
gen burden during bacteremia. HlyA belongs to a group of pore-forming leukotoxins that con-
tain RTX repeats [13–15]. Depending on its concentration and on the type of cell intoxicated,
HlyA either displays cytolytic activity or hijacks innate immune signaling pathways [13,16–
18]. However, its role during bacteremia remains to be determined. The gene encoding the
CNF1 toxin is located downstream from the α-hemolysin operon and is co-expressed with
HlyA [19,20]. All CNF1-positive uroseptic strains display a hemolytic phenotype [9]. The
CNF1 toxin possesses an enzymatic activity that is responsible for the posttranslational deami-
dation of a specific glutamine residue in a subset of small Rho GTPases, namely, Rac, Cdc42
and RhoA [21]. This type of modification increases the flux of activated Rho proteins and aug-
ments signaling through their downstream signaling pathways [21].

The activation of small Rho GTPases by virulence factors is a common trait of various enter-
ic and extraintestinal Gram-negative pathogens. This activation of Rho GTPases confers upon
bacteria the property to invade epithelial cells and tissues as well as to hijack inflammatory cell
responses [22–25]. Emerging studies have indicated that cells are capable of perceiving the ab-
normal activation of Rac/Cdc42 induced by virulence factors of pathogens and translating this
information via NOD1 and RIP1/RIP2 kinase signaling pathways into danger signals [26,27].
This innate immune mechanism involving the sensing of pathogens is here referred to as anti-
virulence immunity (AVI), and it shares similarities with effector-triggered immunity (ETI),
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the mechanism by which plants sense the activities of bacterial effectors [28,29]. It will be im-
portant to define whether and how AVI triggers pathogen destruction in collaboration with the
recognition of conserved microbial-associated patterns by pattern recognition receptors (PRR).

Inflammatory caspases, such as caspase-1 and caspase-11, drive innate immune responses
to a variety of bacterial stimuli, such as microbe-associated molecular patterns (MAMPs)
[e.g., lipopolysaccharide (LPS) or muramyl dipeptide (MDP)], as well as toxin-driven mem-
brane damage [30]. Pathogen perception by NOD-like receptors triggers the assembly of in-
flammatory caspases in an operational ASC-dependent inflammasome complex that carries
out the processing and release of the pro-inflammatory cytokine IL-1β [31,32]. The activation
of inflammatory caspases by various type III injected effectors of Salmonella, notably those ac-
tivating the small GTPase Rac, largely accounts for the induction of inflammatory responses
triggered by enteric epithelial cells [33–35]. The means by which pathogenic bacteria overcome
inflammatory responses, notably those driven by caspases, and succeed in infecting their hosts
largely remains to be elucidated.

Here, we investigate the manner by which virulence factors of UPEC and innate immune
signaling pathways impact the outcome of bacteremia. To this end, we focused on the role of
CNF1 and HlyA, two toxins produced by UPEC, on pathogen burden in the bloodstream and
on animal survival.

Results
CNF1 activity decreases pathogen load and favors host survival during
bacteremia
We first assessed the role of the CNF1 toxin in determining E. coli burden during the course of
bacteremia in the absence of interference from the other toxin, HlyA. For this purpose, we gen-
erated both an hlyA- deletion mutant (referred to as E. coli CNF1+) and an hlyA-cnf1- double de-
letion mutant (referred to as E. coli CNF1-) from E. coli WT UTI89. By characterizing the strains
at the genetic and functional levels, we determined that the two mutants and the wild-type
strain had identical growth properties (S1 and S2 Figs). BALB/c mice were then infected intra-
venously with E. coli CNF1+ or E. coli CNF1- isogenic strains, and the pathogen load was moni-
tored by the serial dilution of blood samples and the enumeration of CFUs (Fig. 1A). We found
that the kinetics of clearance from the bloodstream of the E. coli CNF1+ strain was very different
(Fig. 1A). The E. coli CNF1+ strain was rapidly cleared, with no bacteria detectable at 48 h p.i.
compared with E. coli WT and E. coli CNF1-, which produced 104 and 103 CFU/mouse, respec-
tively, at 48 h p.i. (Fig. 1A). We next assessed whether the rapid clearance of the E. coli CNF1+

strain was actually due to the enzymatic activity of CNF1. We tested this hypothesis by comple-
menting the E. coli CNF1- strain with either an expression vector of wild-type CNF1
(E. coli CNF1- pcnf1) or an expression vector of the catalytically inactive mutant CNF1 C866S
(E. coli CNF1- pcnf1 C866S) (Fig. 1B). We found that E. coli CNF1- pcnf1 bacteria were cleared more
rapidly from the blood than E. coli CNF1- pcnf1 C866S (Fig. 1B). Together, these results indicate
that CNF1 activity promotes the eradication of bacteria from the bloodstream.

To discern whether there is a link between the effects of CNF1 on pathogen burden and
strain virulence, we monitored the deaths of infected animals. To this end, E. coli CNF1- bacteria
were injected at a dose sufficient to kill half of the mice by 48 h p.i. Animal survival following
injection with the different isogenic mutants was monitored (Fig. 1C). We found that all of the
mice infected with E. coli CNF1+ survived, whereas the group of mice infected with E. coli CNF1-

displayed only 57% survival (Fig. 1C).
Taken together, our data establish that CNF1 activity has a detrimental effect on the bacteri-

al burden in the blood and that it protects against pathogen-induced animal death.
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CNF1 potentiates the LPS-triggered secretion of IL-1β in an
inflammatory caspase-dependent manner
We hypothesized that CNF1 activity has a negative impact on bacterial burden via the modula-
tion of LPS-driven antimicrobial host responses. We assessed this conjecture by profiling the
cytokines and chemokines secreted by primary monocytes isolated from the blood of mice after
various experimental treatments. The monocytes were challenged with ultrapure LPS, with
CNF1 alone, or with a combination of both factors. We used an unbiased approach that utilized

Fig 1. Infection with E. coli encoding CNF1 triggers clearance of bacteria from blood andmouse survival. (A) Female BALB/c mice were
intravenously infected with 107 CFUs of E. coli expressing CNF1, E. coli UTI89ΔhlyA (E. coli CNF1+), or with the isogenic mutant UTI89ΔhlyA/Δcnf1
(E. coli CNF1-) or the parental strain UTI89 (E. coli UTI89) prior to the collection of peripheral blood at 3, 6, 24 and 48 h for the measurement of bacteremia
(n = 25–30). The red line indicates the mean values. (B) Female BALB/c mice were intravenously infected with 107 CFUs of the E. coli CNF1- strain
transformed with a control empty plasmid (E. coli CNF1- pempty), with a plasmid encoding the CNF1-inactive mutant C866S (E. coli CNF1- pcnf1 C866S) or with a
plasmid encoding E. coli CNF1WT (E. coli CNF1-pcnf1 WT) prior to the collection of peripheral blood at 3, 6, 24 and 48 h for the measurement of bacteremia
(n = 6–12). For both (A) and (B), the data are expressed as the mean ± SEM (n = 6–30) at a *p<0.05. (C) BALB/c mouse survival was monitored for 52 h after
intravenous injection of 2.108 CFUs of E. coli CNF1+ or the isogenic mutant, E. coli CNF1- (n = 20). *p<0.05 using the Gehan-Breslow-Wilcoxon chi-
squared test.

doi:10.1371/journal.ppat.1004732.g001
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an ELISArray semi-quantitative cytokine/chemokine screen to measure the levels of the follow-
ing factors: IL-1β, TNFα, KC, IL-6, IL-1α, MIP1α, MIP1β, RANTES, MCP1, IL-12, MDC,
MIG, IL17, IP10, TARC, EOTAXIN, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-23, INFγ, TNFβ1, GM-
CSF, and G-CSF. Fig. 2A shows the panel of cytokines that were synergistically induced by
LPS+CNF1 compared to ultrapure LPS or CNF1 alone. The results are presented as fold induc-
tions compared to untreated monocytes for each treatment condition Figs. (2A and S3). The
panel of cytokines produced by the monocytes treated with CNF1 alone is presented (S4A Fig).
Other molecular mediators, such as the IL-4 and IL-10 anti-inflammatory cytokines, showed
no significant induction in the monocytes treated with LPS+CNF1 (Fig. 2A). In support of our
in vitro analysis results, we measured higher increases in these inflammatory mediators in the
sera of mice infected with E. coli CNF1+compared with E. coli CNF1- (S4B Fig). Collectively, these
results show that CNF1 activity potentiates the LPS-triggered secretion of the pro-inflammatory
cytokines IL-1β, TNFα, and IL-6 primarily, as well as the secretion of the chemokines MCP1,
MIP1α, MIP1β, and KC.

We next performed quantitative analysis of the impact of CNF1 activity on the monocyte
responses to LPS. Primary monocytes isolated from the blood of naïve mice were treated with
endotoxin-free CNF1 or with the catalytically inactive mutant CNF1 C866S. In the monocytes
treated with recombinant purified CNF1, we observed the production of KC (75 +/- 5 pg/ml),
which was strictly dependent upon the activity of CNF1 (Fig. 2B). Control experiments with ul-
trapure LPS alone or in combination with the catalytically inactive mutant CNF1 C866S trig-
gered the secretion of KC (120 +/-10 pg/ml). Strikingly, we observed a 3-fold increase in the
production of KC (350 +/-10 pg/ml) in the cells treated with both LPS and CNF1 compared
with those treated with ultrapure LPS alone (Fig. 2B). The co-stimulation of monocytes with
CNF1 and LPS resulted in a 12-fold increase in IL-6 secretion and a 2-fold increase in IL-1β se-
cretion compared with stimulation with LPS alone (Fig. 2C and D). This synergy was detected
with doses of CNF1 as low as 10 ng/ml and was of the same magnitude as that observed with
the ATP treatment (S4C Fig). We also observed that CNF1 acts synergistically with other Toll-
like receptors (TLR) ligands, such as Pam3CSK4 (TLR1/TLR2 agonist) and FSL-1 (TLR2/TLR6
agonist) (S4D Fig). IL-1β is an important mediator of inflammatory responses and is notably
important in enabling the host to mount an efficient antibacterial immune response [36,37].
As a first approach, to evaluate the role of IL-1β in the elimination of pathogens, we treated in-
fected mice with an IL-1β antagonist (KINERET). We found that this treatment dramatically
antagonized the clearance of E. coli CNF1+ (Fig. 2E).

Collectively, our data pointed for the importance of the synergic induction of IL-1β by
LPS+CNF1 in promoting efficient bacterial clearance from the bloodstream.

CNF1 anti-virulence immunity is mediated by caspase-1
Given the critical role of IL-1β signaling in the elimination of bacteria, we next aimed to pre-
cisely determine the components required for IL-1βmaturation. IL-1β is expressed as a pro-
form (proIL-1β) that is processed by caspases-1/11 to generate the mature p17-secreted active
form [38,39]. We further assessed the effects of the interplay between LPS and CNF1 on IL-1β
maturation. This interaction was evaluated by immunoblotting to determine the level of secre-
tion of p17 IL-1β into the medium of monocytes upon co-stimulation with LPS+CNF1
(Fig. 3A and B). Our results confirmed that CNF1 acts at the level of IL-1βmaturation/
secretion rather than at the level of IL-1β expression (Fig. 3A and B). We observed the com-
plete inhibition of the release of p17 IL-1β in the monocytes treated with the pan-caspase in-
hibitor QVD as well as in the monocytes isolated from caspase-1/11 (C1-C11)-impaired mice
(Fig. 3A and B). Notably, these results indicate that CNF1 plays a critical role in promoting the
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Fig 2. CNF1 potentiates LPS-triggered immune responses. (A) Monocytes (5x105 cells per condition) isolated frommouse blood were treated with PBS
(control) or with 1 μg/ml CNF1 toxin for 10 h with or without 100 ng/ml LPS. Cell culture supernatants were analyzed using mouse ELISArray kits (n = 3). The
data are shown as fold inductions compared with the control condition. (B, C and D) Monocytes (5x105 cells per condition) purified frommouse blood
were treated for 10 h. Cells were treated as indicated with 0.1, 1, or 10 μg/ml of CNF1 toxin or the CNF1 mutant C866S alone or in combination with ultrapure
E. coli LPS at 1, 10 or 100 ng/ml (n = 3). (B) KC, (C) IL-6, and (D) IL-1β cytokine secretion was analyzed using ELISA (n = 4). (E) Female BALB/c mice were
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caspase-1/11-dependent maturation/secretion of IL-1β by monocytes challenged with LPS. We
next assessed the interplay between inflammatory caspases and CNF1 during UPEC-induced
bacteremia. To this end, we measured bacterial loads in the blood of C1-C11-impaired mice in-
fected with E. coli CNF1+ or E. coli CNF1-. We compared the kinetics of the bacterial burden in
these animals with those of their wild-type congenic C57BL/6 littermates. In the wild-type ani-
mals, we measured a decrease in the bacterial load in the animals infected with E. coli CNF1+,
with no bacteria detectable in the blood at 48 h, compared with the presence of 107 CFU/ani-
mal in the blood of the mice infected with E. coli CNF1- (Fig. 3C). In contrast with the wild-type
mice, the E. coli CNF1+ burden in the C1-C11-impaired mice remained high, reaching 105 CFU/
animal at 48 h p.i. (Fig. 3D). These results indicate that inflammatory caspases-1/11 play major
roles in the clearance of bacteria from the bloodstream as triggered by CNF1.

In an approach designed to be complementary to our functional approach, we analyzed the
roles of inflammatory caspases in the initiation of the CNF1-dependent innate immune re-
sponses during bacteremia. To this end, we measured the levels of the IL-1β and KC cytokines
in the sera of infected C1-C11-impaired mice and their congenic wild-type littermates. The
wild-type infected with E. coli CNF1+ displayed higher levels of IL-1β and KC than the WT mice
infected with E. coli CNF1- (Fig. 3E and F). Interestingly, in the C1–11-impaired mice infected
with E. coli CNF1+, we measured dramatic decreases in the levels of KC and IL-1β in the sera
compared with the wild-type mice (Fig. 3E and F). This finding is consistent with the fact that
inflammatory caspases-1/11 are critical determinants in the CNF1-triggered cytokine response
during bacteremia. Next, we aimed to determine whether the CNF1-triggered IL-1β secretion
involved caspase-1 or caspase-11 using bone marrow-derived macrophages isolated from
caspase-1 or caspase-11 single knock-out mice. Additionally, we analyzed the effect of CNF1
on macrophages of mice in which the inflammasome adaptor ASC was knocked out. We mea-
sured the inhibition of CNF1-triggered IL-1β secretion in macrophages isolated from caspase-1
or ASC but not caspase-11 knock-out mice (Fig. 4A). Thus, our analysis pinpointed the major
roles of caspase-1 and ASC in the secretion of IL-1β triggered by CNF1+LPS. In addition,
we measured that the activity of caspase-1 increased when monocytes were treated with
LPS+CNF1 (Fig. 4B). We then investigated the role of the GTPase Rac in IL-1β secretion trig-
gered by CNF1+LPS. To this aim, we expressed a mutant of Rac2 bearing the modification cat-
alyzed by CNF1 (Rac2Q61E). We observed that the expression of Rac2Q61E in the macrophages
challenged with LPS promoted the secretion of the p17 form of IL-1β (Fig. 4C). Finally, we
were able to detect an association between Rac2 and caspase-1 upon CNF1+LPS treatment spe-
cifically by co-immunoprecipitation (Fig. 4D).

Our results identify the Rac/caspase-1/IL-1β signaling axis as a major component of the
CNF1-induced elimination of Escherichia coli from the bloodstream.

HlyA counteracts CNF1-triggered immunity
We sought to determine the manner by which pathogenic bacteria cope with anti-virulence im-
munity. Although HlyA has been shown to interfere with innate immune responses that occur
during urinary tract infections, its role during bacteremia is still unknown. We experimentally
addressed this question by analyzing the effect of HlyA on CNF1-triggered protection against
bacteremia in mice. We observed that all E. coli strains expressing HlyA displayed increased
stability in the blood compared with the other strains, independent of the presence or absence

intravenously infected with 107 CFUs of E. coli expressing CNF1 (E. coli CNF1+) + PBS as a control or with an E. coli CNF1+ + IL-1β antagonist (Kineret; 1.5 mg/
kg) prior to the collection of peripheral blood at 3, 6, 24 and 48 h for the measurement of bacteremia (n = 10). P-values<0.05 (*); and P-values<0.01 (**)
were considered statistically significant.

doi:10.1371/journal.ppat.1004732.g002

α-Hemolysin Counteracts Anti-Virulence Immunity

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004732 March 17, 2015 7 / 20



Fig 3. CNF1-triggered immunity requires inflammatory caspases. (A and B) IL-1β production and maturation/secretion after treatment with CNF1, LPS
or CNF1 (1 μg/ml) + LPS (100 ng/ml) for 10 h. Actin and BSA were used as loading controls. (B) Graph showing the quantification of IL-1β secretion
normalized to the control (n = 3). (C and D) Female C57BL/6WT (C) or congenic C1-/-C11-/- mice (D) were intravenously infected with 107 CFUs of
E. coli CNF1+ or with the isogenic CNF1-deleted mutant (E. coli CNF1-) prior to the collection of peripheral blood at 3, 6, 24 and 48 h for bacteremia
measurements. The data are expressed as the mean ± SEM (n = 7–8). (E and F) Analysis of the circulating levels of IL-1β (E) and KC (F) in the mouse sera
by ELISA. Serum samples frommice infected with 107 E. coli CNF1+ or with the isogenic mutant E. coli CNF1- were collected at 3 h after intravenous infection
and analyzed by ELISA (n = 3). P-values<0.05 (*); and P-values<0.01 (**) were considered statistically significant.

doi:10.1371/journal.ppat.1004732.g003
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Fig 4. CNF1-triggered IL-1βmaturation requires activated Rac, ASC and caspase-1. (A) Western blot analysis of the production and maturation/
secretion of IL-1β by primary macrophages following treatment with CNF1, LPS or CNF1+LPS for 10 h. Actin and BSA were used as loading controls. (B)
Quantification of caspase-1 activity in macrophages following treatment with CNF1+LPS for 6 h using YVAD-Fluorescent Labelled Inhibitor Caspase-1
Activity (FLICA). (C) Western blot analysis of macrophages IL-1βmaturation/secretion upon transfection of HA-Rac2Q61E and LPS treatment. (D) Co-
immunoprecipitation of Myc-Rac2 and caspase-1 using an anti-Myc antibody following the treatment of HEK 293T cells with CNF1+LPS for 6 h.

doi:10.1371/journal.ppat.1004732.g004
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of CNF1 (Fig. 5A). We noticed a reduced bacterial burden in the E. coli CNF1- strain compared
with E. coli HLY+ CNF1-. This reduction in the bacterial burden was the greatest in the
E. coli CNF1+ strain. We next complemented the E. coli CNF1+ strain with a plasmid encoding
HlyA (E. coli CNF1+ phlyA). We found that the complementation of E. coli CNF1+ with the HlyA
expression plasmid stabilized the bacterial load in the blood (Fig. 5B). These results show that
HlyA protects E. coli against host responses, particularly those triggered by CNF1, thereby pro-
moting bacterial stability in the blood.

We went on to determine at which level HlyA acts to prevent CNF1-triggered bacterial
clearing. We first investigated whether HlyA has a blocking effect on the activation of the
GTPase Rac by CNF1. We detected no modification in the CNF1-mediated activation of Rac
when cells were co-incubated with HlyA (S5 Fig). Thus, we hypothesize that HlyA acts

Fig 5. HlyA counteracts the CNF1-induced host response. (A) Female BALB/c mice were intravenously infected with 107 CFUs of E. coli expressing
CNF1 (E. coli CNF1+) or with 107 CFUs of one of the isogenic mutants, E. coli CNF1-, E. coli HLY+ CNF1+ or E. coli HLY+CNF1-, prior to the collection of peripheral
blood at 3, 6, 24 and 48 h for bacteremia measurements. The data are presented as a line graph (n = 20–30; mean ± SEM). P-values<0.05 compared to
E. coli CNF1- are indicated by (*); and P-values<0.05 compared to E. coli HLY+ CNF1+ are indicated by (§). (B) Female BALB/c mice were intravenously infected
with 107 CFUs of the UTI89ΔhlyA strain transformed with a control empty plasmid (E. coli CNF1+ pcontrol) or with a plasmid encoding HlyA (E. coli CNF1+ phlyA)
prior to the collection of peripheral blood at 3, 6, 24 and 48 h for bacteremia measurements (n = 6–12). (C and D) Analysis of the circulating levels of IL-1β and
KC in the sera of C57BL/6 mice were measured by ELISA. Serum samples frommice infected with 107 CFUs of E. coli HLY+CNF1+ or with 107 CFUs of one of
the isogenic mutants, E. coli CNF1+, E. coli HLY+CNF1-, or E. coli CNF1-, were collected at 3 h after intravenous infection and analyzed by ELISA (n = 6).
P-values<0.05 (*); and P-values<0.01 (**) were considered statistically significant.

doi:10.1371/journal.ppat.1004732.g005
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downstream of the activation of Rac at the level of cytokine production/secretion. Consistent
with this hypothesis, we measured lower levels of IL-1β and KC in the bloodstream of the mice
infected with HlyA-expressing E. coli strains (Fig. 5C and D).

Taken together, our data indicate that HlyA inhibits CNF1-induced pro-inflammatory
cytokine responses.

Gr1+ cells are crucial effectors of anti-E. coli responses in the blood
Next, we aimed to further identify the key immune effector cells that control the rapid clear-
ance of E. coli exacerbated by the Rho-activating toxin CNF1 during bacteremia. We monitored
the levels of circulating innate immune cells in the blood at an early time period of infection
with either the E. coli CNF1+ strain or the E. coli CNF1- strain. The data were analyzed as the per-
cent of CD45-positive cells, a white blood cell marker, to exclude contamination by red blood
cells. We first monitored circulating innate immune cells, including monocytes, neutrophils
and granulocytes, using the CD11b marker. Interestingly, we measured higher percentages of
CD11b+/CD45+ cells at both 3 h and 6 h p.i. in the blood of the mice infected with E. coli
CNF1+ (3 h: 46% and 6 h: 64%) compared with E. coli CNF1- (3 h: 23% and 6 h: 43%). Control
mice injected with PBS showed lower levels of CD11b+/CD45+ (3 h: 18% and 6 h: 22%)
(Fig. 6A). We found that chemokines, such as MIP1α, MIP1β, MCP-1, and RANTES as well as
KC were secreted by the monocytes treated with CNF1 in vitro and were increased in the sera
of the mice at 3 h p.i. for the E. coli CNF1+ strain compared with E. coli CNF1- (S4B Fig). Because
these chemokines are involved in chemotaxis as well as in the activation of neutrophils, we hy-
pothesized that the clearance of the bacteria was due to cooperation between inflammatory
monocytes and neutrophils. To test this hypothesis, we monitored the subpopulation of Gr1+

cells, including inflammatory monocytes and neutrophils, in the blood of infected mice. Mice
infected with E. coli CNF1+ showed 37% and 58% Gr1+CD45+ cells at 3 h and 6 h, respectively,
compared with only 21% and 40% when the mice were infected with E. coli CNF1- (Fig. 6B).
These findings indicated that there was an increased recruitment of Gr1+ cells triggered by
CNF1. The recruitment of Gr1+ cells was not reduced in the C1-C11 impaired mice (S6A Fig).
Furthermore, the recruitment triggered by CNF1 was not impaired in HlyA-expressing E. coli
(S6B Fig). To demonstrate the key role of Gr1+ cells in the clearance of E. coli expressing
CNF1, we depleted this subpopulation, including inflammatory monocytes (Gr1+ F4/80+) and
neutrophils (Gr1+ F4/80-), prior to infection. We measured an 80% reduction in the Gr1+ cell
population following the injection of anti-Gr1+ (Ly-6G) monoclonal antibodies (RB6–8C5)
(S7 Fig). We found that the depletion of Gr1+ cells was sufficient to block E. coli clearance dur-
ing bacteremia and to prevent the rapid clearance of the E. coli CNF1+ strain (Fig. 6B).

Altogether, we show that Gr1+ recruitment is required but is not sufficient for the anti-
virulence immunity triggered by the Rho GTPase-activating toxin CNF1. In addition, we dem-
onstrate that Gr1+ cells are critical for the clearance of E. coli from the bloodstream.

Discussion
The sensing of the activities of pathogen-encoded virulence factors is emerging as a paradigm
of innate immune sensing. However, in vivo proof of the contribution of such sensing to mam-
malian immunity during infection is still scarce. Furthermore, the mechanisms by which path-
ogenic bacteria cope with the capacities of hosts to detect their virulence remain to be
elucidated. As a major discovery, we demonstrated here the capacity of the host to control bac-
teremia through the exacerbation of LPS-driven IL-1β-mediated antimicrobial responses by
CNF1 activity. This host feature relies on Rac/ASC/caspase-1 and the secretion of pro-
inflammatory cytokines/chemokines, which in turn mobilize Gr1+ cells. Importantly, we
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Fig 6. Gr1+ cell subpopulations are necessary for the rapid clearance of the CNF1+ strain from the blood. (A and B) Flow cytometry analysis of
peripheral blood isolated frommice intravenously infected with 107 CFUs of E. coli CNF1+, E. coli CNF1- or PBS (control). Percentages of cells expressing (A)
CD45 and CD11b or (B) CD45 and Gr1 are indicated (n = 5). (C) BALB/c mice were injected either with an anti-Gr1 antibody or vehicle, and after 48 h, they
were inoculated intravenously with 107 CFUs of E. coli HLY+CNF1+ or with 107 CFUs of one of the isogenic mutants, E. coli CNF1+, E. coli HLY+CNF1-, or
E. coli CNF1-, prior to the collection of peripheral blood at 3, 6, 24 and 48 h for the measurement of CFUs via the plating of serial dilutions. P-values<0.05 (*)
were considered statistically significant.

doi:10.1371/journal.ppat.1004732.g006
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described a yet unappreciated role of HlyA in impairing these innate immune responses down-
stream or in parallel with Gr1+ cell recruitment. We also established that pathogen burden and
animal death were maximal for the HlyA-positive strains.

Inappropriate, excessive or absent innate immune responses have dramatic consequences
on human health. Thus, it is critical to decipher the manner by which the host determines the
pathogenic potential of a microbe and responds commensurately [40,41]. It is currently unclear
how anti-virulence immunity (AVI) systems of detection work together with the recognition of
MAMPs to control inflammation and bacterial virulence. Because CNF1 intoxicates cells with-
out the involvement of additional bacterial factors, it can be used to address this critical ques-
tion. In this work, we report that the detection of CNF1 activity amplifies the cellular LPS
response to a large panel of pro-inflammatory cytokines, including IL-1β, by 2- to 12-fold,
thereby producing a more potent immune response. Analysis of the IL-1β level in the sera of
mice infected with E. coli CNF1+ indicated that they exhibited a 3-fold higher response and bet-
ter resistance to infection than those infected with isogenic E. coli CNF1-. Our study provides
both in vitro and in vivo evidence that AVI works in concert with MAMP-triggered responses
to amplify the innate immune response and ultimately improve host viability. We speculate
that this cooperation between AVI and MAMP-triggered immunity is a means by which the
host gauges the pathogenic potential of a microbe and tailors a response commensurate with
the estimated threat level.

The sensing of the activities of bacterial virulence factors has recently emerged as a con-
served means of detecting pathogens. Rho GTPases are targeted by various virulence factors
encoded by pathogenic bacteria. These virulence factors either post-translationally modify Rho
GTPases by deamidation, glucosylation, adenylylation, or ADP-ribosylation or mimic ex-
change factors or GTPase-activating proteins, thereby hijacking the GTP/GDP cycle and caus-
ing inappropriate activation or inactivation of the critical regulators of these cycles, which
include Rho, Rac and Cdc42 GTPases [21]. Interestingly, recent studies have indicated that ani-
mal hosts have evolved dedicated strategies for detecting the activities of these virulence factors
[26,27,42,43]. Indeed, based on our work focusing on CNF1 and studies of Salmonella typhi-
murium SopE/E2 virulence factors, we can speculate that the abnormal activation of Rac/
Cdc42 triggers the assembly of an anti-virulence immune complex involving NOD1 and RIP
kinases to promote NF-κB activation and in parallel to assemble a Rac/ASC/caspase-1 complex
for the maturation of IL-1β during infections [27,35]. In addition, a recent study has implicated
the NLR pyrin as a sensor of the inactivation of the Rho GTPase RhoA by virulence factors via
a mechanism that leads to the activation of the pyrin inflammasome and inflammatory
caspase-1 [42]. Taken together, these studies indicate that, in parallel with the PRR detection of
MAMPS, the host monitors changes in the GTP/GDP cycles of Rho GTPases rather than mon-
itoring each post-translational modification individually, a process that would require a large
repertoire of receptors.

Our observation that CNF1 induces an immune response that is detrimental to bacteria
raises the question of why CNF1 has been evolutionarily conserved in the UPEC genome. Sev-
eral reports have established that the CNF1 toxin can trigger the disruption of epithelial cell
junctions, promote cell migration and induce the internalization of bacteria into epithelial cells
[25]. One hypothesis is that CNF1 has been evolutionarily conserved as an invasion factor to
help bacteria cross epithelia during the early stages of infection. Our results led us to speculate
that CNF1 has become genetically associated with HlyA to protect the bacteria from an other-
wise detrimental CNF1-induced innate immune response. Indeed, the CNF1 and HlyA toxins
are co-transcribed within a highly conserved PAI, and epidemiological studies have established
that CNF1 is always expressed in association with HlyA [12,19,44,45]. Interestingly, the func-
tional relationship between these toxins described here offers a new framework through which
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to understand the molecular basis of their tight genetic link and explains why E. coli that ex-
press both of these toxins are pathogenic to mammals. Consistent with this idea, our work
sheds light on the manner by which pathogenic bacteria cope with AVI. We report a yet unap-
preciated role of HlyA in the impairment of innate immune responses. In this role, HlyA has
major influences on bacterial burden and host viability. Our genetic analysis revealed that
HlyA protects microbes from both CNF1-dependent and CNF1-independent detrimental ef-
fects. Mice infected with E. coli expressing CNF1, but not HlyA, showed an increase in the
IL-1β and KC proinflammatory cytokine levels. Given that the bacterial load is minimal under
these conditions, this finding cannot be ascribed to increased LPS exposure. It is possible that
HlyA targets host immune cell signaling to prevent the production of inflammatory cytokines.
This idea is supported by our findings that HlyA did not impair the CNF1-induced activation
of Rac, although it blocked the secretion of IL-1β. Further, we showed that bacteria expressing
HlyA, but not CNF1, showed an increase in persistence of one log unit in the blood compared
with bacteria that were deficient in both toxins. Although HlyA acted primarily to counteract
the host recognition of CNF1 activity in our model, it most likely has additional effects on
other components of the innate immune response to E. coli, including phagocytosis or detec-
tion by the immune system of other bacterial components [18]. A common feature of patho-
genic bacteria is the production of a wide range of pore-forming toxins of various sizes, which
have specific ionic and molecular selectivities. It will be important to establish which types of
pore-forming toxins are able to block innate immunity and to what extent HlyA blocks the rec-
ognition of other factors produced by E. coli.

Multicellular organisms have evolved sophisticated defense mechanisms to counter micro-
bial attack. In turn, successful microbial pathogens have evolved strategies to overcome host
defenses, leading to the occurrence of diseases or chronic infections [46]. In plants, a similar
system of detection of the activities of virulence factors has been termed “effector-triggered im-
munity” [28]. Interestingly, in this model, the pathogen-evolved mechanism counteracting the
innate immune defense response has been called a “counter-defense mechanism” [47]. In our
model, HlyA counteracts the CNF1-induced host cytokine response. By analogy, if we consider
that CNF1 is sensed by the innate immune defense system, HlyA must be considered as a
counter-defense effector used by E. coli to counteract the CNF1-induced host response. The
data presented in the present work support a model in which HlyA acts as a major virulence
factor that protects microbes from both CNF1-dependent and CNF1-independent innate im-
mune defenses during bacteremia. Based on this model, pore-forming toxins might represent
viable drug targets for the treatment of UPEC bacteremia.

Materials and Methods
Ethics statement
This study was carried out in strict accordance with the guidelines of the Council of the Europe-
an Union (Directive 86/609/EEC) regarding the protection of animals used for experimental and
other scientific purposes. The protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee on the Ethics of Animal Experiments of Nice, France (reference: NCE/2012–64).

Bacterial strains and toxins
The E. coli UTI89 clinical isolate was originally obtained from a patient with cystitis [48] and
was a kind gift from E. Oswald. The UTI89 streptomycin-resistant (SmR) evolved strain (WT)
and isogenic mutants were grown in Luria-Bertani (LB) medium supplemented with strepto-
mycin (200 μg/ml). The CNF1 strain was transformed with a pQE30 plasmid (Qiagen)
(E. coli CNF1- pempty), with pQE30-CNF1 (E. coli CNF1- pcnf1 WT) or with pQE30-CNF1 C866S
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(E. coli CNF1- pcnf1 C866S) and grown in LB supplemented with ampicillin (100 μg/ml) plus IPTG
(200 μM) for the infection experiments. The E. coli CNF1+ strain was transformed with pBR322
(E. coli CNF1+ pcontrol) or with pEK50 (a plasmid bearing an operon encoding HlyA (hlyCABD))
(E. coli CNF1+ phlyA) and grown in LB supplemented with ampicillin (100 μg/ml). The DH10B
K12 E. coli strain (Life technologies) was transformed with either pEK50 (K12-pHlyA) (a plas-
mid bearing the operon encoding HlyA (hlyCABD)) or the pCR2.1 (K12-pLacZ). The pEK50
plasmid and anti-HlyA antibody were a kind gift from V. Koronakis. The anti-TolC antibody
was a kind gift from C. Wandersman. For the infections, a 1/50 dilution of an overnight culture
of each strain was inoculated and grown to OD600 = 1.2. Bacteria were either washed in culture
medium and diluted to obtain the corresponding MOI for the cell culture infection experi-
ments or were harvested by centrifugation and washed twice in PBS before dilution in PBS to
obtain the desired bacterial concentrations for the mouse infection experiments. Recombinant
wild-type cytotoxic necrotizing factor-1 (CNF1) and its catalytically inactive form (CNF1-
C866S; CNF1 CS) were produced and purified as previously reported [49]. The recombinant
proteins were passed through a polymyxin B column (AffinityPak Detoxi-Gel, Pierce). The
lack of endotoxin content was verified using a colorimetric LAL assay (LAL QCL-1000, Cam-
brex). Each stock of the CNF1 preparation (2 mg/ml) was shown to contain less than 0.5 endo-
toxin units/ml.

Generation of isogenic bacterial mutant strains
The multi-step procedure used to substitute the hlyA and cnf1 genes in the bacterial chromo-
some was performed as previously described [50]. Briefly, the pMLM135 plasmid (cat, rpsl+)
was used to transform the UTI89 streptomycin-resistant (SmR) evolved strain. The integration
of pMLM135 into the chromosome was selected by plating cells on chloramphenicol-
containing medium at 42°C. Excision of the hlyA or cnf1 gene from the chromosome was
selected by plating cells on medium containing streptomycin (200 μg/ml). The chromosomal
deletions were verified by PCR and by the monitoring of the loss of HlyA and/or CNF1 activity
in the deleted strains (S1 Fig). We verified that the isogenic mutant strains had growth proper-
ties that were identical to those of the UTI89 strain (S2 Fig). The sequences of the primers used
in this study are available upon request.

Cell lines and primary monocytes
Murine monocytic cells were obtained from pooled blood from 5–10 mice. Monocytes were
isolated using a Ficoll-Paque (GE Healthcare) gradient technique. Adherent cells were main-
tained in Mmedium [RPMI 1640 medium supplemented with 10% FCS (Lonza), 2 mmol/L
L-glutamine, 1 mM pyruvate, 10 mMHEPES, penicillin (100 U/ml), and streptomycin (100
μg/ml)]. When indicated, M-CSF was added as previously described [51]. Cells were trans-
fected using the Amaxa mouse macrophage nucleofector kit according to the manufacturer’s
instructions with pCDNA3.1-HA-Rac2Q61E, pRK5-Myc-Rac2, pCAGGS-Caspase-1,
pCDNA3.1 or pRK5. Monocyte isolation was confirmed by flow cytometry analysis using
F4/80 and CD11b antibodies (Cedarlane). HEp-2 cells and HEK 293T cells were obtained from
ATCC (CCL-23 and CRL-3216) and maintained according to ATCC instructions. HEK 293T
cells were transfected using Lipofectamine 2000 (Life technologies) according to the
manufacturer’s instructions.

Mouse model of infection
Female BALB/c and C57BL/6 mice (6–8 weeks old) were purchased from Janvier (Le Genest
St Isle, France). Caspase-1/11-impaired (also designated as ICE KO) and congenic C57BL/6
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mice have been previously described and were kindly provided by R. Flavell [52]. These mice
are genetically identical to mice that are now also available from Jackson Laboratories (Stock
#016621). Caspase-11 knock-out mice have been previously described by VM Dixit (Genen-
tech). Caspase-1 knock-out mice were generated by D. Dieter and M. Lamkanfy. Their genera-
tion will be described elsewhere. Mice were injected i.v. with 107 CFUs of E. coli as previously
described [8,53]. For the determination of bacteremia, blood was collected from the tail vein at
the indicated times post-infection, serially diluted in sterile PBS and plated on LB plates con-
taining streptomycin (200 μg/ml) or ampicillin (100 μg/ml) for the strains transformed with
pQE30- or the pBR322-derived plasmids, and the plates were incubated for 16 h at 37°C. Injec-
tion quality was controlled by plating blood samples obtained from the mice at 5 min after in-
jection. Note that the kinetics for the experiments using the transformed strains were
terminated after 24 h because we observed that without selective pressure, the plasmid was sta-
ble for up to 24 h. For cytokine analysis, plasma was collected (1200×g, 4°C, 5 min) and stored
at −20°C.

In vivoGr1+ cell depletion
Mice were injected intraperitoneally with a monoclonal anti-Gr1 antibody (RB6–8C5, 100 μg/
20 g body weight). After 48 h, the depletion of Gr1+ cells was verified in four mice by analyzing
F4/80 and/or Gr1-stained white blood cells by flow cytometry. The anti-Gr1-injected mice
were then infected with either UTI89 or UTI89 isogenic mutants.

Cytokine assays, Caspase-1 assay and antibodies
ELISArrays were performed according to the manufacturer’s instructions (Qiagen, MEM-
003A, MEM-004A, MEM-006A, MEM-008A, and MEM-009A). Cytokine concentrations were
determined by ELISA and by IL-1βmaturation and visualized by western blotting according to
the manufacturer’s instructions (KC, TNFα and IL-6, R&D Systems, USA; IL-1β, Raybiotech,
USA). Caspase-1 activity was measured using FAM-YVAD-FMK caspase-1 assay kit (Immu-
noChemistry Technologies) according to the manufacturer’s instructions. Antibodies used in
this study are: anti-IL-1β/IL-1F2 (R&D systems), anti-Caspase-1 (M-20, SantaCruz), anti-
Caspase-11 (17D9, Novus), anti-ASC (AL177, Adipogen), anti-HA (16B12, Covance), anti-
Myc (9E10, Roche), anti-Rac (102/Rac1, BD Biosciences), anti-GAPDH (FL335, SantaCruz),
anti-β-actin (AC-74, Sigma).

Activated RacGTPase pull-down
Primary monocytes (5x106 cells per condition) were treated with 1 μg/ml of CNF1 toxin for 6 h
with or without addition at identical MOI (MOI of 0.5) of live K12 E. coli expressing HlyA
(K12-pHlyA) or LacZ (K12-pLacZ) as a control. Cells were lysed at 4°C using a lysis buffer
(Tris 25mM pH 7.5, NaCl 150mM, MgCl2 5mM, EGTA 0.5mM, TritonX100 0.5%, glycerol
4%) and Pull-down assays were performed using 50 μg of GST-PAK70–106. Proteins were re-
solved on 12% SDS-PAGE followed by transfer on PVDF membranes. Equal amount of pro-
teins engaged in the Pull-down assays was confirmed by immunoblotting anti-β-actin.

Statistical analyses
Statistical analyses were performed using Prism V5.0b software (GraphPad, La Jolla, CA).
Unless stated otherwise, comparisons between two groups were performed using the Mann-
Whitney nonparametric test, and comparisons among three or more groups were conducted
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with the Kruskal-Wallis test with Dunn's post-test. P-values<0.05 (!) and P-values<0.01 (!!)
were considered statistically significant.

Supporting Information
S1 Fig. Genomic and phenotypic characterization of isogenic UTI89 mutants. (A) PCR am-
plification of bacterial genomic DNA of UTI89 (E. coli HLY+CNF1+) and the isogenic mutants
UTI89ΔhlyA (E. coli CNF1+), UTI89Δcnf1 (E. coli HLY+CNF1-), and UTI89ΔhlyA Δcnf1
(E. coli CNF1-) using PCR primers specific for the flanking regions of cnf1 (upper panel) and for
the flanking regions of hlyA (lower panel) (representative results of n = 3). (B) Hemolytic
activity of E. coli HLY+CNF1+ and the isogenic mutants E. coli CNF1+, E. coli HLY+CNF1-, and
E. coli CNF1- plated on sheep blood agar plates (representative results of n = 3). (C) Bacteria were
lysed after 16 h of culture in LB, and the biological activities of CNF1 in E. coli HLY+CNF1+, the
isogenic mutants E. coli CNF1+, E. coli HLY+CNF1-, and E. coli CNF1-, and control untreated cells
were assessed after 24 h by HEp-2 multinucleation quantification as previously described [49].
(TIF)

S2 Fig. Growth properties and expression of HlyA and CNF1 toxins in the UTI89 strain
and in isogenic mutants. (A and B) E. coli HLY+CNF1+ and the isogenic mutants E. coli CNF1+,
E. coli HLY+CNF1-, and E. coli CNF1- were cultured in LB medium at 37°C. (A) OD600 was mea-
sured over time to monitor bacterial growth (n = 3). (B) RNA samples were prepared by TRIzol
extraction followed by DNase1 (Qiagen) digestion to prevent DNA contamination. Toxin ex-
pression was monitored by qRT-PCR, normalized to 16S RNA and expressed relative to WT
UTI89 (n = 3; mean±SD).
(TIF)

S3 Fig. ELISArray analysis of the culture supernatants of monocytes treated with CNF1,
LPS or with both CNF1 and LPS.Monocytes (5x105 cells per condition) isolated from mouse
blood were treated for 10 h with PBS (control) or with 1 μg/ml of CNF1 toxin or with 100 ng/
ml LPS or with both 1 μg/ml of CNF1 toxin and 100 ng/ml LPS. The supernatants of the mono-
cyte cultures were analyzed using mouse ELISArray kits. The data are shown as fold inductions
compared to the control condition [n = 3; mean (SD)].
(TIF)

S4 Fig. Analysis of cytokine secretion triggered by CNF1 in vitro and in vivo. (A) Cytokine
array of monocytes treated with CNF1 or the inactive mutant CNF1C866S. Monocytes (5x105

cells per condition) isolated from mouse blood were treated with 1 μg/ml of CNF1 toxin for
10 h with or without 1 μg/ml of the catalytically inactive CNF1C866S mutant. (B) ELISArray
analysis of the sera of mice infected with E. coli CNF1+ or E. coli CNF1-. The mouse sera were ana-
lyzed using mouse ELISArray kits. The data are shown as fold inductions compared to the con-
trol condition [n = 3; mean (SD)]. (C) Primary monocytes (5x105 cells per condition) were
treated with PBS (control) or with 0.005 to 5 mM ATP for 10 h with or without 100 ng/ml LPS
and compared with primary monocytes (5x105 cells per condition) treated with 0.001 to 1 μg/
ml CNF1 toxin for 10 h with or without 100 ng/ml LPS (n = 3). (D) Primary monocytes (5x105

cells per condition) treated for 10 h with Pam3CSK4 or FSL-1 alone or in combination with 1
μg/ml CNF1 toxin or with 1 μg/ml of the catalytically inactive CNF1C866S mutant. IL-1β cyto-
kine secretion was analyzed by ELISA (n = 3).
(TIF)

S5 Fig. Impact of the HlyA toxin on CNF1-triggered Rac activation. (A) Primary monocytes
(5x106 cells per condition) were treated with 1 μg/ml of CNF1 toxin for 6 h with or without the
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addition at identical MOI (MOI of 0.5) of live K12 E. coli transformed with a plasmid bearing
the operon encoding HlyA (hlyCABD) (K12-pHlyA) or LacZ (K12-pLacZ) as a control. The
cells were lysed, and the GTP-bound Rac was isolated using a GST-Pak pull-down assay. Sam-
ples were analyzed by immunoblotting. (B and C) E. coli K12-pLacZ or K12-pHlyA were
grown statically in tissue culture media for 6 h. (B) Hemolytic activity of E. coli K12-pHlyA.
Drops of culture of E. coli K12-pLacZ and K12-pHlyA were spotted on sheep blood agar plates
and incubated at 37°C for 6 h. (C) Production and secretion of HlyA by K12-pHlyA. E. coli
K12-pLacZ or K12-pHlyA pellets (Pellet) or filtered supernatant (Sup) were analyzed by im-
munoblotting anti-HlyA toxin (anti-HlyA) and anti- TolC outer membrane protein (anti-
TolC) used as a control.
(TIF)

S6 Fig. Flow cytometry analysis of the Gr1+ and CD11b+ populations. (A and B) Flow cy-
tometry analysis of peripheral blood isolated from mice intravenously infected with 107 CFUs
of (A) E. coli CNF1+, E. coli CNF1- (B) E. coli CNF1+HLY-, or E. coli CNF1+HLY+. The percentages of
cells expressing CD45 and CD11b or CD45 and Gr1 are indicated (n = 5).
(TIF)

S7 Fig. Flow cytometry analysis of the antibody-triggered depletion of the Gr1+ population.
Flow cytometry analysis of white blood cells isolated after 48 h by Ficoll-Paque gradient to as-
sess the depletion of the Gr1+ population (pooled blood samples from 3 mice).
(TIF)
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