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Addiction des systemes
toxine-antitoxine envers

un chaperon chez
Mycobacterium tuberculosis

Patricia Bordes, Pierre Genevaux

> Les systémes toxine-antitoxine (TA)
sont des modules génétiques typique-
ment constitués d’une toxine protéique
et d’une antitoxine antagoniste qui inhibe
I’activité ou I’expression de sa toxine
associée. Leurs génes sont situés de
fagon ubiquitaire sur les chromosomes
et les plasmides, et ces systemes ont
été classés en 6 types en fonction du
mode d’action de la toxine. Les systémes
TA de type Il sont les plus répandus et
sont composés d’une antitoxine protéique
labile qui interagit directement avec la
toxine pour Iinhiber. Lorsque les cellules
sont stressées, I'antitoxine est dégra-
dée, libérant ainsi la toxine active qui
peut alors cibler des processus cellulaires
vitaux et aboutir a une inhibition de la
croissance bactérienne. Cette inhibition
est souvent réversible par néo-syntheése
de I'antitoxine et il a été proposé que de
tels cycles d’activation des TA pourraient
faciliter la survie bactérienne en réponse
aux agressions environnementales [1, 2].
Ainsi, les systemes TA sont impliqués dans
les défenses contre les infections par les
phages, fonctionnent comme des modules
anti-addiction contre les toxines plas-
midiques, stabilisent des régions géno-
miques, régulent la réponse générale aux
stress et sont des acteurs clé de la viru-
lence bactérienne et de la persistance.

Nombreux systémes toxine-

antitoxine chez le pathogéne humain
Mycobacterium tuberculosis

La tuberculose est la maladie la plus
mortelle causée par un seul pathogeéne
bactérien, Mycobacterium tuberculo-
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sis! [3] (=). €n
plus d’une synergie
mortelle avec le VIH

(=) Voir I’édito de
Camille Locht, m/s
n° 6-7, juin-juillet
) ) 2016, page 535
(virus de I'immuno-

déficience humaine) et de I’émergence
de souches multi-résistantes, I'un des
freins a I’éradication de la tuberculose
est la capacité de M. tuberculosis a per-
sister dans les poumons en état de dor-
mance et en étant tolérante au systeme
immunitaire de I’hGte et aux traitements
antibiotiques. M. tuberculosis possede
un nombre remarquablement élevé de
systemes TA (plus de 79) en comparaison
avec les autres mycobactéries, et il a
été proposé que la persistance induite
par les toxines actives pourrait contri-
buer a sa pathogénicité. De manieére
intéressante, I’analyse transcriptomique
de M. tuberculosis dans un modele de
persistance provoquée par des antibio-
tiques a montré, outre un arrét global
des voies métaboliques, que I"expression
d’au moins 10 systéemes TA était aug-
mentée [4], renforcant I’hypothése d’un
role des TA dans la persistance de M.
tuberculosis.

Systemes toxine-antitoxine atypiques
a 3 composants toxine-antitoxine-
chaperon

Les systémes tripartites toxine-anti-
toxine-chaperon (TAC) sont des modules
TA atypiques comprenant un systeme TA
de type Il et un chaperon moléculaire
apparenté au chaperon canonique SecB
impliqué dans I’export des protéines chez
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les bactéries [5, 6]. Le systéme TAC le
mieux caractérisé a ce jour est celui de
M. tuberculosis. |l se compose de trois
genes localisés au sein du méme opéron,
RvI1955-Rv1956-Rv1957, codant respecti-
vement la paire toxine-antitoxine HigBl-
HigAl (host inhibition of growth) et le
chaperon de type SecB. La transcription
de ces trois genes de TAC est induite
lorsque M. tuberculosis est phagocytée ou
lorsque la bactérie est soumise a divers
stress, dont les dommages a I’ADN, le
choc thermique, les carences nutrition-
nelles, I’hypoxie ou encore la persistance
en réponse aux antibiotiques. €n outre,
I’expression ectopique de la toxine HigBl
inhibe de maniére drastique la croissance
de M. tuberculosis, M. marinum, M. smeg-
matis et Escherichia coli, et affecte les
niveaux de plus de 30 transcrits chez M.
tuberculosis. Nos travaux précédents ont
montré que HigBAl forme un systéme TA
bona fide contrélé spécifiquement par
le chaperon de type SecB. l'interaction
directe entre le chaperon SecB et I'anti-
toxine permet le repliement de I'anti-
toxine et sa protection contre la dégra-
dation et, par conséquent, I'inhibition
de la toxine (Figure 1) [7]. Récemment,
nous avons utilisé le systeme TAC de M.
tuberculosis comme modele pour élucider
un nouveau mécanisme permettant de
convertir des systéemes TA classiques en
systemes dépendant d’un chaperon.

Phénomene d’addiction a un chaperon
L'analyse des systémes TAC au sein des
génomes bactériens a montré que les
chaperons de type SecB peuvent étre en


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20173305009

Séquence

ChAD

Antitoxine 4

X
3

Toxine
active

Toxine
inactive

Antitoxine
déstabilisée

Chaperon
SecB™

Toxine
inactive*

Figure 1. Mécanisme d’addiction au chaperon chez les systémes toxine-antitoxine. Dans le cas

d’un systéme toxine-antitoxine « classique » a deux composants (TA), I’antitoxine se fixe a la

toxine et inhibe son activité (partie gauche). Dans le cas du systéme toxine-antitoxine-chape-

ron (TAC), I’extension ChAD (chaperone addiction sequence) déstabilise I’antitoxine, I’empé-

chant ainsi d’inhiber la toxine (comme représenté au centre). Le chaperon SecB dédié se fixe

a la séquence ChAD et stabilise I’antitoxine, facilitant son interaction avec la toxine (comme

représenté a droite). U'étoile (*) indique que la présence du chaperon dans le complexe final

n’est pas démontrée.

association avec plusieurs familles de
TA classiques a 2 composants comme
HigBA, MqsRA (motility quorum sensing
regulator) et HicAB (hif contiguous)
[6]. La comparaison par alignement des
séquences protéiques indique qu’en plus
de domaines relativement bien conser-
vés comme celui de liaison a I’ADN, les
antitoxines TAC possedent une extension
C-terminale absente chez leurs homolo-
gues des systemes a deux composants,
qui est variable a la fois en longueur et
en séquence. L'extension C-terminale
des antitoxines TAC joue un réle majeur
dans le recrutement de leur chaperon de
type SecB associé, sa délétion abolissant
I'interaction avec le chaperon in vivo et
in vitro. €n outre, I'antitoxine HigAl de
TAC dont I'extension C-terminale a été
éliminée est capable de contrecarrer les
effets toxiques de la toxine HigBl chez
les mycobactéries en absence de cha-
peron [8], confirmant ainsi que cette
nouvelle région, nommée ChAD (cha-
perone addiction sequence), confére
une addiction au chaperon (Figure 1).
Nous pensons que ce mécanisme original
impliquant la reconnaissance spécifique
SecB/ChAD pourrait ajouter un niveau
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de régulation post-traductionnelle des
systemes TA dans lequel la titration du
chaperon déclencherait Iactivation de
la toxine.

LPaddiction au chaperon peut étre
transmise

De maniére intéressante, nous avons
montré que des paires ChAD/SecB
peuvent fonctionner comme des entités
indépendantes, pouvant étre greffées
sur des systemes TA classiques a 2 com-
posants d’autres bactéries (HigBA2 de
Vibrio cholerae, MgsRA d’Escherichia coli
et HicAB de Treponema denticola) et les
rendre strictement dépendantes d’un
chaperon. De la méme fagon, I’addic-
tion au chaperon peut étre transmise a
des protéines non apparentées comme
la luciférase ou encore la GFP (green
fluorescent protein). Il est particuliére-
ment remarquable que la séquence ChAD
puisse étre aussi greffée de maniere
fonctionnelle en position N-terminale
de ces protéines. La greffe d’un module
ChAD/chaperon de type SecB sur des
cibles protéiques spécifiques pourrait
donc représenter un outil précieux, a
visée technologique ou médicale, pour

optimiser I’expression et le repliement
de protéines hétérologues difficiles a
exprimer chez €. coli [9]. €tant donné
qu’un nombre significatif de protéines
de type SecB (plus de 7 %) sont en
association avec des systemes TA, cela
représente un réservoir important de
séquences ChAD/SecB [10].

Chaperons TAC : lien entre activation
d’une toxine et export des protéines ?
Tous les chaperons de type SecB tes-
tés jusqu’a présent remplacent effica-
cement le chaperon d’export SecB d’€.
coli in vivo [6-8], suggérant que les
TAC pourraient constituer les premiers
représentants d’un couplage entre acti-
vation d’un systéme TA et sécrétion des
protéines. Une hypothese séduisante est
que P'induction de 'agrégation des pré-
protéines en conditions de stress ou la
synthése de novo de protéines sécré-
toires spécifiques pourrait titrer le cha-
peron de type SecB d’un systéme TAC pour
aboutir a Pactivation transitoire de la
toxine pour des raisons adaptatives [7].
Ce double réle pourrait aussi impliquer
que les propriétés des chaperons SecB
puissent étre remodelées efficacement
afin d’accommoder spécifiquement des
extensions ChAD extrémement différentes
sans perdre leur aptitude a lier fonction-
nellement un large éventail de substrats
pré-sécrétoires. Des données antérieures
montrant que SecB possede une surface
de liaison au substrat pouvant accom-
moder de tres longs segments au sein des
polypeptides, suggérent que des chan-
gements mineurs de sa surface pour-
rait spécialiser le chaperon envers une
séquence ChAD sans affecter de maniére
détectable les propriétés de chaperon
générique [11]. Des travaux complémen-
taires seront nécessaires afin d’élucider
ce mécanisme unique de plasticité d’une
protéine chaperon. ¢
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> Les cellules tueuses naturelles (NK,
natural killer) exprimant un récepteur
des cellules T (TCR) semi-invariant sont
nommées cellules iNKT (pour invariant
natural killer T). Ce sont des cellules de
’immunité adaptative reconnaissant des
antigenes lipidiques bactériens conser-
vés et exprimant des marqueurs spéci-
fiques des cellules tueuses naturelles [1,
2]. Les cellules présentatrices d’anti-
génes sont capables de phagocyter puis
de détruire les bactéries exprimant des
antigénes lipidiques pour les présenter
aux cellules iNKT par 'intermédiaire de la
molécule CD1d, une molécule apparentée
au complexe majeur d’histocompatibilité
de type | jouant le réle de molécule pré-
sentatrice d’antigénes [3, 4]. En réponse
a cette reconnaissance antigénique, les
cellules iNKT produisent rapidement des
cytokines et chimiokines permettant le
recrutement et I'activation de cellules
de ’immunité innée et adaptative [2,
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5]. Les cellules iNKT peuvent notamment
jouer un role important dans I’orches-
tration de la production d’anticorps par
les lymphocytes B afin de détruire les
bactéries infectieuses.

Plusieurs études ont montré le rdle
potentiel de I’alpha-galactosylcéramide
(ai-GalCer), un glycolipide de synthese,
puissant agoniste du récepteur T des
cellules iNKT, dans i) I'activation de ces
cellules iNKT, ii) la mise en place du
contréle de certaines infections comme
les pneumonies a Streptococcus pneu-
moniae [5], ou iii) pour promouvoir le
développement de réponses anti-tumo-
rales et anti-dia-
bétiques [6] (=P).
Les cellules iNKT
ont également été
décrites comme jouant un réle dans

(=») Voir la Synthese
de L. Gazharian et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-sep-
tembre 2013, page 722

I’orchestration de I'immunité adapta-
tive et la production d’anticorps par les
lymphocytes B contre la bactérie Bacillus

anthracis, 'agent de la maladie du char-
bon (ou anthrax pour les anglo-saxons)
[7, 8]. Cependant, aucune étude ne s’est
intéressée au role potentiel de I'acti-
vation des cellules iNKT par I'a-GalCer
sur la réponse cellulaire a la suite d’une
infection par B. anthracis.

Nous avons étudié I'effet de I'injection
de I"a-GalCer sur la réponse immuni-
taire mettant en jeu les cellules iNKT
[9]. €n utilisant un modéle murin d’an-
thrax cutané au niveau de I’oreille, nous
avons tout d’abord démontré que I’injec-
tion simultanée de I'oi-GalCer et de B.
anthracis bloquait la dissémination de
la bactérie dans le ganglion lymphatique
(GL) drainant I’oreille infectée. Les souris
infectées et n’ayant pas recu I’a-GalCer
présentaient une dissémination systé-
mique de la bactérie détectable dans
la rate des 24 h apres I'infection. Par
ailleurs, le traitement par I'a-GalCer des
souris infectées permettait de contenir
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