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Un nouveau talon d’Achille

du bacille de la tuberculose

Claude Gutierrez, Olivier Neyrolles

> La tuberculose, infection principale-
ment pulmonaire due a la bactérie Myco-
bacterium tuberculosis, est la maladie
infectieuse due a un agent unique la
plus meurtriere a I’échelle mondialel.
L'expansion de souches de M. tubercu-
losis multi-résistantes, voire totale-
ment résistantes, aux antibiotiques fait
craindre "apparition d’une pandémie
incontr6lable. Ainsi, bien que la tuber-
culose soit, dans I'imaginaire collectif,
une maladie associée au passé, elle
reste un probleme de santé majeur, et la
recherche de nouvelles pistes thérapeu-
tiques est plus que jamais nécessaire.
Dans une étude récente, menée par un
consortium associant notre équipe et
deux équipes du Laboratoire européen de
biologie moléculaire (EMBL) & Hambourg
et de 'Institut Francis Crick a Londres,
nous avons identifié une nouvelle piste
thérapeutique, fondée sur I'activation
d’un systéme toxine/antitoxine (TA)
pouvant entrainer le « suicide » des cel-
lules de M. tuberculosis [1].
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Les systemes toxine/antitoxine

Chez les bactéries, les systémes TA
sont des modules formés d’un geéne
codant une toxine protéique, capable
d’intoxiquer la cellule productrice en
bloquant un processus essentiel de son
métabolisme (synthése des protéines
par exemple), et d’un élément d’immu-
nité contre cette toxine, I'antitoxine,
qui peut, en inhibant la production
et/ou I'activité de la toxine, proté-
ger la bactérie productrice [2, 3]. Ces
systemes sont regroupés en diverses
familles (de | a VI) selon la nature de
I’antitoxine (protéine ou ARN), et le
mécanisme d’inactivation de la toxine.
Par exemple, dans les systemes TA de
type Il, les plus étudiés, I’antitoxine
est une protéine qui se lie directement
a la toxine pour I"inactiver. Pour les
systemes TA de type IV, la toxine est
aussi une protéine, mais elle empéche
I’action de la toxine sans interaction
directe avec celle-ci. La clé du fonc-
tionnement des systémes TA est que
la toxine et I'antitoxine sont stables
en conditions physiologiques stan-

dard, mais que I'antitoxine est dés-
tabilisée dans certaines conditions de
stress, libérant 'activité de la toxine
qui bloque alors la croissance ou peut
méme entrafner la mort des bactéries
soumises au stress. Initialement iden-
tifiés comme des systéemes « d’addic-
tion » a des plasmides, les systemes
TA sont présents dans la plupart des
génomes bactériens, et ils participent
a diverses fonctions biologiques,
dont la stabilisation de réplicons ou
d’Tlots génomiques, la lutte contre les
infections par les bactériophages, ou
I’entrée en persistance des bactéries.
Cependant, le role effectif de la plupart
des systemes TA reste une question
ouverte [4, 5]. Ceci est particuliére-
ment vrai pour M. tuberculosis, dont le
génome est trés riche en systémes TA.
En effet, on retrouve dans le génome
de M. tuberculosis plus de 80 systemes
TA, principalement de type Il, dont un
grand nombre sont portés par des Tlots
génomiques acquis par transfert hori-
zontal chez ’ancétre de M. tuberculosis

[6].
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Figure 1. MbcT est un systeme TA bactéricide chez M. tuberculosis. Les cellules d’une souche de
M. tuberculosis délétée de Popéron MbeTA (MtbA™), transformée par un plasmide exprimant la
toxine Rv1989c sous contrdle d’un promoteur inductible par la tétracycline, ont été traitées au
temps 0 par addition d’anhydro-tétracycline (ATc). Aprés quatre jours d’induction de la pro-
duction de toxine, les cellules sont marquées avec le kit LIVE/DEAD BacLight (Syto 9 ; iodure de
propidium, PI) colorant en vert les cellules viables et en rouge les cellules dont la membrane est

perméabilisée (non-viables). Les cellules sont observées en microscopie a fluorescence.
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Figure 2. MbcT est une NAD* phosphorylase. Mécanisme de phosphorolyse du NAD*, catalysée par la toxine MbcT. Apprlp : ADP-ribose-1"-phos-

phate ; NAA : nicotinamide.

Le systeme MbcTA de M. tuberculosis

Utiliser les toxines des systemes TA
comme outils antibactériens a été sou-
vent proposé (voir par exemple [7, 8]).
Cependant, la découverte du lien entre
certains systemes TA et la persistance
a remis cette idée en question, puisque
I’activation d’une toxine risquerait de
rendre les cellules bactériennes tolé-
rantes aux antibiotiques. Afin d’éviter
cet écueil, nous avons utilisé les résul-
tats d’études de mutagénese a satura-
tion de M. tuberculosis, qui ont montré
que parmi les nombreux systemes TA
présents chez cette espéce, seulement
trois possedent un gene d’antitoxine
qui est essentiel [9], c’est-a-dire qui
ne peut pas étre inactivé génétique-
ment. Nous avons fait I’hypothése que
cela était d a une toxicité létale de la
toxine associée, et nous avons analysé
plus avant I'un de ces systémes, codé
par 'opéron formé des genes appelés
Rv1990c et Rvl989c. Nous avons alors
confirmé que I"opéron Rv1990c-Rv1989c
code bien un systeme TA, mais surtout
que I'action de la toxine a un effet bac-
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téricide chez M. tuberculosis (Figure 1).
Nous avons alors nommé ce systeme
MbcTA (mycobacterial cidal toxin/anti-
toxin).

MbcT est une NAD* phosphorylase

Afin d’analyser le mécanisme d’action
de cette toxine, nous avons déterminé
sa structure tridimensionnelle. 1l a été
possible de surproduire et cristalli-
ser un complexe de protéines MbcTA,
démontrant qu’il s’agit d’un systeme
de type Il. Ce complexe a une orga-
nisation en dodécamere (trimere de
tétraméres [MbcTAl,). La signification
biologique de cette association reste
a comprendre. En revanche, bien que
la séquence primaire de la toxine MbcT
ne présente aucune similarité avec
des protéines de fonction connue, sa
structure tridimensionnelle ressemble a
celle des exotoxines bactériennes de la
famille des ADP-ribosyl-transférases,
comme les toxines diphtérique ou cho-
lérique. U'analyse biochimique et méta-
bolomique de MbcT a montré que cette
toxine a une activité originale. €n effet,

elle catalyse la dégradation du coen-
zyme essentiel NAD* par phosphorolyse,
produisant du nicotinamide et de I’ADP-
ribose-1""-phosphate (Figure 2). Une
telle activité de phosphorolyse du NAD*
n’avait encore jamais été identifiée. €n
accord avec cette activité, nous avons
montré que I'induction de MbcT conduit
a un effondrement du contenu en NAD*
dans les cellules de M. tuberculosis.

Lactivation de MbcTA peut protéger

contre I’infection par M. tuberculosis

’étape suivante de notre travail a été
d’apporter « la preuve de concept »
que I'activation de MbcT pourrait étre
utilisée dans une stratégie thérapeu-
tique, en complément de I’antibiothé-
rapie antituberculeuse. Nous avons
utilisé une souche de M. tuberculo-
sis dépourvue (par génie génétique)
du systeme MbcTA chromosomique et
exprimant une copie de MbcT sous le
contr6le d’un promoteur inductible par
des analogues de la tétracycline, I’an-
hydro-tétracycline (ATc) et la doxy-
cycline. Nous avons alors montré que
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I’addition d’ATc a des macrophages
humains en culture infectés par cette
souche permet de réduire la charge
bactérienne, démontrant que I'action
bactéricide est conservée dans la niche
cellulaire principale de M. tuberculosis
que sont les macrophages de I’hGte. De
plus, I'administration orale de doxycy-
cline a des souris infectées par cette
souche diminue la charge bactérienne
dans les poumons, et cet effet est
synergique avec celui d’un traitement
par I'isoniazide, un antibiotique de
premiere ligne utilisé dans le traite-
ment de la tuberculose.

L'ensemble de ces travaux ouvre la
voie a I"analyse d’une nouvelle classe
d’enzymes, les NAD* phosphorylases,
présentes non seulement chez M.
tuberculosis, mais aussi chez d’autres
espéces bactériennes [10]. De plus,
nos travaux en cours visent a exploiter

le systeme MbcT pour identifier des
molécules capables d’activer la toxine,
soit en interférant avec le complexe
MbcTA, soit en stimulant la dégradation
de I’antitoxine MbcA. Pour cela, nous
développons des cribles sur cellules
entieres, dont nous espérons qu’ils
identifieront de nouvelles molécules
antituberculeuses. ¢

A new Achilles’ heel in the tuberculosis
bacillus
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