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organotypiques de tissus transgéniques.
Parmi ces signaux, seule la Ntn-1 s’est
avérée capable de provoquer I'effet
répulsif recherché (Figure 1D). Ntn-1 est
reconnue pour son role majeur dans le
guidage axonal au cours du développe-
ment neural. Plus récemment, de nou-
velles fonctions lui ont été attribuées
dans I'expression de diverses propriétés,
adhérence, motilité, prolifération, dif-
férenciation, survie cellulaires et angio-
genese et, plus récemment, migration
des CSN [11].

Ntn-1 s’est révélée étre I’élément clé de
la migration des CSN puisque son inhibi-
tion, a elle seule, freine la formation du
chemin de migration des cellules, latéral
au PP. Serait-il possible que Ntn-1, dont
I’expression augmente au site de la lésion
lors d’'une hémisection de la ME, parti-
cipe a la migration des CSN hors du site
de la lésion [12] ? Notre modéle in vitro
de tranches organotypiques préparées a
partir de la ME Iésée de souris adultes et
mises en coculture avec des CSN de la ME
reproduit le microenvironnement d’une
lésion (Figure 24). Les CSN ont reproduit
le comportement observé in vivo, migrant
hors de la région Iésée. Si 'on diminue

I’expression de Ntn-1 ou si I"on bloque
la fonction de I'un de ses récepteurs, les
CSN restent au niveau du site de la Iésion
démontrant une action directe de Ntn-1
(Figure 2B).

Ces résultats établissent clairement le
role de Ntn-1 en tant qu’agent répul-
sif des CSN. Nous proposons donc une
approche novatrice pour remodeler le
centre de la Iésion chez les souris : blo-
quer I’expression de Ntn-1 afin de per-
mettre aux CSN de demeurer au site de
la lésion. Le centre de la Iésion serait
alors occupé par des CSN ayant la capa-
cité de se différencier en cellules gliales
créant un microenvironnement favorable
a la survie neuronale et a la régéné-
ration axonale. Dans I’ensemble, nos
travaux contribuent a mieux comprendre
les mécanismes d’action des molécules
de signalisation endogéne qui affectent
la mobilité des CSN adultes dans le SNC
sain ou lésé. ¢

Netrin-1 and stem cells,

attraction or repulsion?
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Les antibiotiques

induisent la capture de géenes
de résistance par les bactéries

Emilie Guérin, Guillaume Cambray, Sandra Da Re,

Didier Mazel, Marie-Cécile Ploy

> Les bactéries multirésistantes (BMR)
aux antibiotiques ont été découver-
tes dans les années 1950 avec la mise
en évidence des plasmides, vecteurs
génétiques hébergeant plusieurs génes
de résistance aux antibiotiques et pou-
vant diffuser entre bactéries. Pendant
de nombreuses années, la découverte
réguliéere de nouvelles molécules anti-
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biotiques a permis de contrdler ce phé-
nomene. Nous connaissons aujourd’hui
une période plus critique avec I'aug-
mentation de la résistance des bacté-
ries a de nombreux antibiotiques, avec
parfois de véritables « monstres » résis-
tants a toutes les molécules disponibles,
conduisant les cliniciens dans de véri-
tables impasses thérapeutiques [1]. Ce

phénomeéne de multirésistance est donc
désormais un véritable enjeu de santé
publique. Pour lutter contre ce fléau, les
mesures d’hygiene et des regles de bon
usage d’utilisation des antibiotiques
sont nécessaires pour limiter la sélection
de ces BMR et leur dissémination. Cepen-
dant, compte tenu du faible nombre de
molécules antibiotiques innovantes pour
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les prochaines années, une autre voie de
recherche s’est ouverte dont I’objectif est de
mieux comprendre les mécanismes d’acqui-
sition des résistances aux antibiotiques dans
le but de les prévenir.

La multirésistance bactérienne est majoritai-
rement associée a I'acquisition d’ADN étran-
ger via des supports génétiques mobiles : les
plasmides, les transposons et les intégrons.

Les intégrons : support

de résistance aux antibiotiques

Les intégrons sont des systemes génétiques
de capture et d’expression de régions codan-
tes exogeénes généralement sans promo-
teur connues sous le nom de «cassettes ».
Décrits pour la premiere fois vers la fin des
années 1980, ils sont composés de trois
éléments fonctionnels essentiels: un gene
(intl) codant une intégrase responsable de
I’acquisition des cassettes par recombinaison
spécifique de site, un site de recombinaison
(attl) et un promoteur Pc (Figure 14). Uinté-
grase est capable de catalyser I'intégration
ou I’excision d’une cassette. L'intégration
se fait généralement au site attl/, en aval du
promoteur Pc, permettant ainsi I"expression
du géne nouvellement inséré [2].

On distingue deux types d’intégrons: les
intégrons de multirésistance (MRI) générale-
ment portés par des plasmides ou des trans-
posons, et les intégrons chromosomiques,
appelés aussi super-intégrons (SI) car ils
contiennent un grand nombre de cassettes
(entre 20 et 200 cassettes aux fonctions pour
la plupart inconnues) [3].

Les MRI contiennent un nombre limité de
cassettes (jusqu’a 8 cassettes) qui codent
pour des résistances vis-a-vis de la plupart
des antibiotiques connus (plus de 130 cas-
settes identifiées a ce jour) [4]. Les MRI sont
trouvés majoritairement chez des bactéries
a Gram négatif. Cing classes de MRI ont été
identifiées selon la séquence de I'intégrase,
la classe 1 étant la plus fréquente.

Régulation de I’acquisition
des cassettes de résistance
De nombreuses études ont montré que les MRI
jouaient un réle prépondérant dans la dissé-
mination et 'acquisition des résistances aux
antibiotiques par les bactéries a Gram négatif
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chez ’lhomme comme chez I'animal, ou
dans I'environnement. De plus, un lien
entre multirésistance et intégrons a été
établi, identifiant les intégrons comme un
marqueur pertinent de multirésistance.
Cependant, les mécanismes de régula-
tion de recombinaison et d’acquisition
des cassettes étaient encore inconnus
jusqu’a tres récemment. €n effet, si le
mécanisme de la recombinaison cata-
lysée par 'intégrase Intll des MRI de
classe 1 commence a étre bien caracté-
risé [5], la régulation de I’expression des
intégrases d’intégrons est, en revanche,
peu documentée. Malgré les formidables
possibilités d’échanges de cassettes,
certaines observations suggéraient que
les rangées de cassettes étaient assez
stables. En effet, des intégrons ayant un
arrangement de cassettes identique ont
été décrits dans des especes bactérien-
nes tres différentes. De méme, certaines
cassettes codent des résistances a des
antibiotiques qui ne sont, dans la prati-
que, plus utilisés en médecine humaine,
tels que la streptomycine et la specti-
nomycine. Cette stabilité pourrait avoir
plusieurs causes et, parmi celles-ci, il est
probable que la faible activité de I'inté-
grase et/ou sa faible expression jouent
un role majeur. Une des hypotheses est
qu’il pourrait exister des stimulus capa-
bles d’induire expression de I'intégrase
et donc I"acquisition de cassettes. Nous
avons effectué une analyse détaillée
des régions promotrices du gene int/ de
différents MRI et SI, ce qui nous a permis
d’identifier une région conservée identi-
fiée comme un site de fixation de la pro-
téine LexA impliquée dans la réponse SOS
des bactéries lors d’un stress [6].

Induction de I’acquisition

de résistance via la réponse SOS

La protéine LexA est le répresseur trans-
criptionnel de la réponse SOS bactérienne
qui est impliquée dans la réparation des
dommages que I’ADN subit lors de dif-
férents stress. LexA réprime les genes
du régulon SOS en se fixant sur un site
spécifique dans la région promotrice de
ces genes. Lors d’un stress, différentes

voies vont conduire a la formation d’ADN
simple brin qui sera reconnu par la protéine
RecA (qui procure un filament protéique)
pour former un filament nucléoprotéique
qui sera recruté par LexA. La formation de
ce complexe LexA/filament nucléoprotéique
va activer la capacité autoprotéolytique de
LexA (Figure 1B), entrainant son clivage et la
libération de ses sites de fixation, permet-
tant ainsi I’expression des genes du régulon
SOS [7]. La réponse SOS est impliquée dans
I'activation et la dissémination de facteurs
de virulence et il a été établi que certains
antibiotiques étaient capables de I'activer,
directement ou indirectement [8].

La présence d’un site de fixation potentiel de
LexA chevauchant I’élément -10 du promoteur
du geéne intl (Figure 14), conservé & la fois
dans les Sl et les MRI, suggere donc fortement
une régulation de 'expression des intégrases
d’intégrons par la réponse SOS via LexA. Nous
avons vérifié la fonctionnalité des sites de
fixation de LexA dans les MRI de classel et
dans le SI de Vibrio cholerae, dans un pre-
mier temps in vitro, puis dans un deuxieme
temps, nous avons analysé I'expression de
I'intégrase des deux types d’intégrons in vivo
chez la bactérie en culture planctonique [6].
Nous avons ainsi pu montrer que "expression
de Iintégrase était spécifiquement et aussi
directement induite en réponse a des agents
chimiques connus pour induire la réponse SOS
comme la mitomycine C ou encore certains
antibiotiques (ciprofloxacine, triméthoprime
et ampicilline). Enfin, nous avons aussi vérifié
que 'induction de la synthése de Iintégrase
corrélait bien avec une augmentation de I'ac-
tivité recombinase de cette protéine in vivo.

Mouvements de cassettes

et prescription antibiotique

Aujourd’hui nous savons donc que le systéme
MRI est régulé. U'acquisition de nouvelles
cassettes de résistance ou le réarrangement
de ces cassettes au sein d’un intégron ne
pourra se produire qu’en conditions d’acti-
vation de la réponse SOS et donc de produc-
tion d’intégrase. La régulation négative de
I’expression de I'intégrase d’intégrons offre
plusieurs avantages a la bactérie. D’une
part, une économie énergétique - I'inté-
grase n’étant produite que lorsqu’elle est
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nécessaire a la bactérie pour s’adapter
au stress - et d’autre part, une stabilité
du nombre de cassettes présentes dans
I’intégron et de leur arrangement. Ce
systeme permet ainsi a la bactérie de
garder plusieurs génes de résistance aux
antibiotiques pour la plupart de fagon
silencieuse. €n effet, plus une cassette
est éloignée du promoteur Pc moins elle
sera exprimée. Les modeéles actuels sur la
résistance aux antibiotiques considérent
que les mécanismes de résistance ont un
colit énergétique pour la bactérie et que
en I'absence d’exposition antibiotique,
la résistance serait perdue. Or dans le
systeme MRI, un géne de résistance peut
€tre présent sans s’exprimer s’il est éloi-
gné de Pc et la bactérie apparaitra alors
sensible. Dans des conditions de stress,
I'activation de I'intégrase permettra le
réarrangement interne des cassettes au
sein de 'intégron pour rapprocher un
gene silencieux du promoteur Pc per-
mettant ainsi un niveau d’expression
supérieur (Figure 1C).
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Nos résultats montrent que non seulement
il existe une régulation de I'expression de
I’intégrase par la réponse SOS et que celle-
ci peut étre induite par certains antibio-
tiques, mais aussi que le taux d’intégrase
alors produit pourrait entrainer des mou-
vements de cassettes pouvant potentiel-
lement conduire la bactérie a s’adapter au
stress auquel elle fait face.

Ainsi, lors de la prescription d’antibioti-
ques, I’antibiotique induit lui-méme, en
agissant sur I’expression de I'intégrase
via la réponse SOS, 'acquisition ou Iex-
pression de la résistance.

Conclusion et perspectives

La réponse SOS est un formidable outil
d’adaptabilité pour la bactérie. Si son
role dans I’activation et la dissémina-
tion de facteurs de virulence était déja
connu, nous savons maintenant que
cette réponse SOS régule aussi I’expres-
sion de 'intégrase des intégrons et peut
donc modifier la capacité de résistance
des bactéries. Ce réle ne se limite pas a

Figure 1. Schéma d’un intégron et de la régulation
exercée par LexA. A. schéma de la plate-forme fonc-
tionnelle d’un intégron, la protéine LexA chevauche
le promoteur de Iintégrase (Pint). B. Lors d’un stress
conduisant a la formation d’ADNsb, par exemple par
un antibiotique dont la résistance est codée par la
3¢ cassette, le filament nucléoprotéique ADNsb/RecA
conduit a 'autoprotéolyse de LexA et donc a 'acti-
vation de la réponse SOS. Le promoteur de I'intégrase
est alors libéré. C. L'intégrase alors produite effectue
un réarrangement des cassettes, ramenant la 3¢ cas-
sette en premiere position, pour permettre a la bac-

térie de résister au stress antibiotique qu’elle subit.

ces exemples car des résultats récents ont
aussi démontré I'implication de la réponse
SOS dans la résistance aux quinolones via le
géne gnrB2, avec induction de son expression
par les quinolones elles-mémes [9].

Ces découvertes font de la protéine LexA un
candidat de choix pour le développement
de molécules permettant de lutter contre la
résistance. ¢

The SOS response controls

antibiotic resistance by regulating

the integrase of integrons
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