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NOUVELLE

Une palmitoylation de CDC42
causée par une mutation
déclenche un syndrome
auto-inflammatoire sévere

Rana €&l Masri, Jérome Delon

CDC42 : une petite protéine G

aux fonctions cellulaires multiples
CDC42 est une petite protéine G intra-
cellulaire de la famille des Rho GTPases,
impliquée dans I’organisation du cytos-
quelette d’actine, notamment la for-
mation de filopodes, le maintien de la
polarité et la migration cellulaires, la
progression du cycle cellulaire, le trafic
d’endosomes et la régulation transcrip-
tionnelle de nombreux genes.

CDC42 alterne entre un état inactif lié
au GDP et un état actif lié au GTP. Cette
étape d’activation, qui a généralement
lieu a la membrane plasmique, est assu-
rée par des facteurs d’échange (guanine
nucleotide exchange factors, GEF) qui
remplacent un GDP par un GTP. U'activa-
tion de CDC42 s’accompagne d’un chan-
gement de conformation lui permettant
d’interagir avec de nombreux effecteurs
afin de déclencher diverses voies de
signalisation. Les effecteurs de CD(C42
les mieux caractérisés sont la protéine
du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP),
qui induit la polymérisation des microfi-
laments d’actine et la sérine/thréonine
kinase PAK. A P’inverse, les protéines GAP
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(GTPase-activating proteins) se lient
uniquement a la forme active du CDC42
afin de stimuler la réaction d’hydrolyse
intrinseque lente du GTP, ramenant ainsi
CDC42 a Iétat inactif. Enfin, le cycle
cytosol/membrane est controlé par des
protéines inhibitrices de la dissociation
du GDP (GDP dissociation inhibitors,
GDI), qui ne se lient qu’a la forme inac-
tive de CDC42 et le séquestrent dans le
cytosol. Uactivation de CDC42 nécessite
sa libération des GDI et sa fixation a la
membrane plasmique par un ancrage
lipidique de type géranyl-géranyl sur
le résidu cystéine 188 de sa séquence
C-terminale Arg-Arg-Cys;g5-Val-Leu-
Leu (Figure 1).

Maladies associées a des mutations

de (DC42

Depuis une quinzaine d’année, de nom-
breuses mutations de CDC42 ou de ses
régulateurs ont été rapportées dans les
processus de tumorigenese, en particu-
lier dans les cancers colo-rectaux et le
cancer du sein [1, 2]. Des études plus
récentes ont cependant montré que des
personnes atteintes de certaines mala-
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dies rares présentaient également des
mutations dans la séquence de CDC42.
La mutation Tyr64Cys a été identifiée, a
I’état hétérozygote, chez plusieurs indi-
vidus non apparentés qui présentaient
une macrothrombocytopénie, un retard
intellectuel et de croissance, et des
traits faciaux dysmorphiques (syndrome
de Takenouchi-Kosaki) [3]. Une autre
étude portant sur 15 patients présentant
des syndromes cliniques hétérogeénes
(retards de croissance, dysmorphie
faciale et anomalies neurodéveloppe-
mentales, immunitaires et hématolo-
giques) issus de 13 familles différentes
a permis d’identifier 9 mutations diffé-
rentes, qui touchent toutes les régions de
la protéine : le domaine N-terminal (lle
21, Tyr 23), le domaine C-terminal (Ala
159, Glu 171), et le reste de la protéine
(Tyr 64, Arg 66, Arg 68, Cys 81 and Ser
83) [4] (Figure 1). Cette étude a montré
que ces mutations peuvent perturber les
interactions entre CDC42 et ses divers
partenaires de liaison. Cependant, les
mécanismes par lesquels chaque muta-
tion pourrait induire un type de syndrome
particulier restent mal compris.
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Figure 1. Domaines protéiques de CDC42 et position des mutations identifiées. Les 5 motifs G1 a G5 constituant le domaine G sont caractéristiques

des petites protéines G de la superfamille Ras. Les régions switch chevauchantes changent de conformation selon la nature du nucléotide, GDP

ou GTP, lié. La région insert est spécifique des Rho GTPases. La région C-terminale hypervariable est composée d’une région polybasique et de la

séquence CVLL d’ancrage aux membranes. Les 11 acides aminés mutés chez différents patients sont indiqués.

Récemment, nous avons identifié une
nouvelle mutation, Argl86Cys, chez un
patient atteint d’un syndrome auto-
inflammatoire sévére [5] (Figure 1).
La méme mutation a également été
identifiée chez plusieurs autres patients
présentant des phénotypes hématolo-
giques, immunitaires et auto-inflamma-
toires similaires [5-9].

Caractérisation fonctionnelle de la
mutation Argl86Cys de CDC42

Le résidu arginine en position 186 de
la séquence protéique de CDC42 est
essentiel pour la liaison de la protéine a
la membrane via le phosphatidylinosi-
tol 4,5-bisphosphate (PIP,), et joue un
role important dans la transformation
oncogénique des fibroblastes [10]. Ce
résidu se trouve dans la région hyper-
variable du domaine C-terminal de
CDC42, a proximité du résidu cystéine
(Cys 188) qui est le substrat de la géra-
nyl-géranylation. Ainsi, la mutation
Arg186Cys crée un deuxiéme résidu cys-
téine dans cette région juxta-membra-
naire. €n alignant la séquence mutée
Cysigs-Arg-Cysygg-Val-Leu-Leu de
CDC42 avec les séquences C-terminales
de multiples autres petites protéines G,
nous avons remarqué que la protéine
CDC42 portant la mutation Argl86Cys
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avait une séquence proche de celle de
H-Ras. Sachant que le premier résidu
cystéine de la séquence C-terminale
de H-Ras est palmitoylé, nous avons
émis "hypothése que la mutation Arg-
186Cys pouvait créer un site de palmi-
toylation sur CDC42. Des expériences
biochimiques ont en effet apporté la
preuve que la protéine CDC42 portant
la mutation Argl86Cys est palmitoylée
de fagon aberrante en position 186,
en plus de sa géranyl-géranylation en
position 188.

A Paide de techniques d’imagerie, nous
avons ensuite montré que ce double
ancrage lipidique de CDC42 portant
la mutation Argl86Cys provoque une
rétention de la protéine mutée dans
I'appareil de Golgi. La palmitoylation est
responsable du défaut de localisation
de la protéine mutée car I’ajout d’un
inhibiteur pharmacologique de cette
modification lipidique suffit a restaurer
la localisation cytosolique et membra-
naire normale (Figure 2).

Par ailleurs, cette mutation inhibe éga-
lement I'interaction de CDC42 avec GDI1
[5, 7]. Cependant, des expériences in
vitro ont montré que la mutation n’af-
fecte pas la capacité des GEF et des GAP
a stimuler respectivement I’échange
GDP/GTP et I’hydrolyse du GTP [7].

Sur le plan fonctionnel, la mutation Arg-
186Cys de CDC42 entraine une diminu-
tion de la polymérisation des filaments
d’actine dans les fibroblastes primaires
du patient et dans une lignée lympho-
blastique T [5] (Figure 2). Cette obser-
vation a été confirmée par d’autres
équipes, qui ont également observé une
altération de Porganisation du cytos-
quelette, de la morphologie cellulaire,
de la prolifération et de la migration
cellulaires [7, 9]. La perturbation, par
la mutation, de la liaison de CDC42 avec
les effecteurs WASP et I0GAP (/0 motif-
containing GAP) pourrait expliquer ces
effets [5, 7].

Nous avons ensuite analysé I’expression
de diverses cytokines produites par les
fibroblastes primaires du patient sti-
mulés principalement avec des lipopo-
lysaccharides. Nous avons trouvé qu’ils
produisent des niveaux trés élevés de
cytokines pro-inflammatoires telles que
Iinterleukine 1B (IL-1B), I'IL-6, I’IL-8,
PIL-12, I'IL-18, IIL-36, le MCP-1 (mono-
cyte chemoattractant protein-1), et
le facteur de nécrose tumorale TNF-
a.. Cette surexpression est due a une
augmentation de la signalisation par
NF-xB (nuclear factor-kappa B), ce
qui explique le syndrome auto-inflam-
matoire des patients porteurs de cette
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Figure 2. Défauts de localisation et de fonction de la protéine CDC42 portant la mutation Argl86Cys. A gauche : dans une cellule normale, CDC42

est localisée principalement dans le cytosol et & la membrane plasmique. A droite : chez le patient porteur de la mutation CDC42 Arg186Cys, la pro-

téine est majoritairement retenue dans "appareil de Golgi. Cela aboutit a une inhibition de la polymérisation des filaments d’actine et a une hype-

ractivation de la voie de signalisation de NF-kB responsable d’une sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1(3 et I'IL-18.

mutation. Il est intéressant de noter que
certains de ces patients ont été trai-
tés avec succes par un antagoniste du
récepteur de I’IL-1 pour inhiber I’action
de I'IL-1B [6]. Cependant, ce traitement
n’a pas entrainé d’amélioration durable
chez le patient pour lequel nous avons
identifié la mutation [5].

Perspectives

Nous avons montré que la mutation
Arg186Cys de CDC42 entraine un défaut
majeur de localisation subcellulaire
de la protéine puisqu’elle provoque sa
rétention dans I"appareil de Golgi du
fait de sa double modification lipi-
dique. D’autres patients présentant un
syndrome auto-inflammatoire sont por-
teurs de la mutation Cys188Tyr de CDC42,
qui supprime le résidu cystéine géranyl-
géranylé. Ces patients produisent une
protéine CDC42 sans ancrage lipidique,
incapable de se lier a la membrane
plasmique et qui diffuse dans le cyto-
plasme [6]. Pour ces deux mutations,
Arg186Cys et Cys188Tyr, un exces, ou au
contraire une absence, de lipidation de
CDC42 conduisent donc a des défauts de
localisation subcellulaire de la protéine,
qui déclenchent un phénotype auto-
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inflammatoire en hyperactivant la voie
de signalisation NF-kB. €n effet, I'inhi-
bition de la palmitoylation toxique de
CDC42 portant la mutation Argl86Cys, a
I'origine de la production de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires, restaure
une localisation subcellulaire normale
de ce mutant, et restaure également
des niveaux normaux d’activation de la
voie NF-KB. Le mécanisme moléculaire
par lequel ce mutant hyperactive la
voie NF-kB reste a élucider. On peut
formuler différentes hypotheses, qui
sont actuellement testées. L'une est
que I’hyperactivation de la voie NF-kB
serait la conséquence directe de I'inte-
raction anormale, avec certains parte-
naires de liaison, des protéines CDC42
portant les mutations perturbant leur
localisation subcellulaire. U'analyse pro-
téomique que nous avons effectuée a
révélé que CDC42 Argl86Cys se lie plus
fortement a des partenaires peu étudiés
tels que CDC42€EP1, CDC42€P2, CDC42EP4
et CDC42S€2, et a I'inverse, se lie moins
fortement a IQGAP1, IQGAP2 et GDI1 [5].
Par ailleurs, sachant que CDC42 doit
étre chargé en GTP pour activer la voie
NF-kB, une hyperactivation de CDC42
Arg186Cys pourrait donc étre a I'origine

de I’hyperactivation de cette voie. Il
serait donc intéressant de comparer les
niveaux de chargement en GTP de CDC42
et de CDC42 Argl86Cys dans la cellule.
Une autre hypothése est que I’activa-
tion de NF-kB pourrait résulter de la
dépolymérisation des filaments d’actine
observée dans les cellules exprimant le
mutant CDC42 Argl86Cys. En effet, un
lien entre la dépolymérisation des fila-
ments d’actine et I'activation de I’in-
flammasome! a déja été observé [11].0
An abnormal palmitoylation arising
from a mutation of CDC42 results in

a severe autoinflammatory syndrome
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1 Uinflammasome est un complexe protéique oligomérique
impliqué dans "immunité innée. Il est constitué de plusieurs
protéines : caspase 1, PYCARD (protéine contenant un
domaine pyrine et un domaine de recrutement des caspases),
NLRP (récepteur de type NOD), et parfois caspase 5. Ce
complexe est formé a la suite de la reconnaissance de divers
signaux inflammatoires (lipopolysaccharides, composants
divers des virus et bactéries, etc.) par des protéines de la
famille NLRP. Sa composition exacte varie selon 'activateur
qui a déclenché son assemblage. L'inflammasome favorise la
maturation des cytokines inflammatoires interleukine-1f et
interleukine 18, en les clivant par la caspase 1.
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