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Des armes qui attaquent

le génome eucaryote de fagon

encore mystérieuse

Pseudomonas aeruginosa est une bac-
térie pathogene opportuniste infec-
tant principalement les individus aux
défenses immunitaires affaiblies, les
patients dont la barriére cutanée est
rompue (chirurgie, brillures, etc.) ou
subissant un geste invasif (pose d’une
sonde ou d’un cathéter) [1]. D’autres
sujets sont particulierement a risque :
ainsi 80 % des personnes atteintes de
mucoviscidose sont chroniquement
infectées par cette bactérie. Les infec-
tions a P. aeruginosa sont le plus sou-
vent contractées en milieu hospitalier,
et elles demeurent un défi pour le corps
médical en raison de la multirésistance
des souches aux antibiotiques [2]. La

ou chroniques a P. aeruginosa est mul-
tifactorielle [3]. Lun des systémes de
virulence majeurs associé aux infec-
tions aigués est le systéme de sécrétion
de type 3 (SST3) [4]. Il est constitué
d’une aiguille creuse érigée a la sur-
face de la bactérie qui s’insere dans
la membrane plasmique de la cellule
hote et permet Iinjection de toxines
bactériennes (ExoY, €xoT et €xoS ou
ExoU) dans le cytoplasme de la cel-
lule infectée. Nous avons recherché
les dommages potentiels causés par P.
aeruginosa au patrimoine génétique de
la cellule hote. Pour la premiére fois,
nos travaux montrent que le SST3 est
associé a des cassures double-brin de
I’ADN - lésions trés dangereuses pour
le génome -, et a une réaction de la
cellule hote qui va tenter de réparer les
dégats [5].
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Des cassures double-brin de ’ADN
induites par P. aeruginosa

Un marqueur caractéristique des dom-
mages précoces de "ADN est la phospho-
rylation de Ihistone H2AX, alors appelée
YH2AX. Cet évenement intervient a la suite
de cassures double-brin résultant, par
exemple, d’une irradiation (thérapeutique
ou accidentelle), d’une chimiothérapie ou
encore par I'intermédiaire de signaux de
stress intracellulaires [6]. De nombreuses
molécules de YH2AX s’accumulent ainsi
sur les sites de cassures double-brin, for-
mant des foyers détectables a I'aide d’un
anticorps spécifique. Ces foyers nucléaires
permettent I'assemblage de complexes
protéiques de réparation.

Nous avons montré que différentes souches
de P. aeruginosa induisaient la phospho-
rylation de I’histone H2AX dans les noyaux
des cellules infectées [5]. Ce signal est
détectable bien avant tout signe d’apop-
tose ou de mort cellulaire. Un test Comet
(single cell gel electrophoresis assay) a
confirmé que P. aeruginosa induisait des
cassures de I’ADN (Figure 1A). De fagon
tres intéressante, des foyers protéiques
d’histone YH2AX se forment et coloca-
lisent avec les foyers formés par la p53
binding protein 1 (53BP1), impliquée dans
la signalisation et la réparation des cas-
sures de I’ADN (Figure 1B). Cette séquence
d’événements induite par P. aeruginosa est
en partie comparable a celle décrite en cas
de radiations ionisantes [6].

Lutilisation de mutants de P. aeruginosa
dépourvus de SST3 fonctionnel, ou privés
de 'une ou I'autre de ses deux toxines
principales, £xoS et €xoT, a mis en évidence
le role déterminant de €xoS, dont I'acti-
vité ADP-ribosyltransférase s’est révé-
lée cruciale pour I'induction de I’histone

YH2AX. La recherche des kinases impliquées
dans la phosphorylation de I’histone H2AX
induite par P. aeruginosa a établi le réle
majeur joué par la kinase Ataxia telangiec-
tasia mutated (ATM), bien connue pour son
role de « gardien du génome » [6]. De plus,
la bactérie déclenche I'activation d’ATM
par un mécanisme d’autophosphorylation,
un phénomene lui aussi dépendant de la
toxine €xoS [5].

D’autres mécanismes pourraient entrer
en ligne de compte. Une étude récente a
montré que la synthése de la protéine de
réparation de PADN 0GG1 (8-oxoguanine
ADN glycosylase) était activée lors d’une
infection a P. aeruginosa. 0GG1, un compo-
sant de la voie de réparation par excision
de bases, est impliquée dans la recon-
naissance et I’élimination de la 8-oxogua-
nine, un produit potentiellement muta-
gene résultant de dommages oxydatifs [7].
’ensemble de ces données indiquent que P.
aeruginosa induit plusieurs types de cas-
sures a I’ADN, simple-brin ou double-brin,
qui suscitent plusieurs types de réponse
cellulaire pour réparer les |ésions.

De nouvelles hypothéses sur le devenir

des cellules infectées par P. aeruginosa
Si les dommages a I’ADN sont trop impor-
tants, la cellule s’arréte de proliférer, puis
meurt. Une alternative a la mort cellulaire
est envisageable si la cellule peut réparer
son ADN de fagon viable, notamment dans
le cas d’une infection mineure associée a
une antibiothérapie efficace. Cette pos-
sibilité ne constitue qu’une hypothese a
I’heure actuelle. Néanmoins, si la cellule
répare son ADN et survit, comme c’est
le cas dans d’autres infections (voir ci-
dessous), des questions clefs surgissent :
Iintégrité du génome est-elle préservée ?
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Figure 1. P. aeruginosa casse ’ADN des cellules infectées. A. Test Comet. Les cellules sont dépo-

sées dans un gel fin d’agarose, puis leur ADN est soumis a un champ électrique. UADN intact reste

compact (a gauche, contrdle) tandis que ’ADN cassé migre en laissant une trainée en forme de

cométe (& droite, cellules infectées). B. Formation de foyers protéiques nucléaires yH2AX/53BP1

lors d’une infection par P. aeruginosa (1h30 de contact avec la bactérie, milieu) ou d’une irradia-

tion y (deux grays, droite). A gauche, des cellules contrdles. ’histone YH2AX est en rouge ; 53BP1

est en vert ; le comarquage est en jaune. €chelle = 10 pm.

Des anomalies génétiques apparaissent
elles ? D’autres bactéries dont les actions
dans ce domaine sont mieux caractéri-
sées, notamment Helicobacter pylori et
Escherichia coli, pourraient nous montrer
la voie.

Un mécanisme commun a plusieurs
bactéries pathogénes ?

Il est maintenant admis que I'inflamma-
tion chronique causée par H. pylori est
responsable d’un grand nombre de can-
cers gastriques. Plusieurs études ont rap-
porté que I'infection par H. pylori altérait
la réparation des mésappariements de
I’ADN dans les cellules gastriques, et
qu’elle était également associée a une
instabilité génomique et a des mutations
de ’ADN [8]. Trente ans aprés la décou-
verte de la bactérie, il est établi que H.
pylori induit des cassures double-brin
de I’ADN et la formation de foyers de
réparation contenant 53BP1, I’histone
YH2AX et MDC1 (mediator of DNA damage
checkpoint protein 1) [9]. Uinfection
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prolongée saturerait les capacités de
réparation des cellules, favorisant ainsi
les cancers observés suite a une infection
chronique par H. pylori.

La tres célébre €. coli, une bactérie de la
flore commensale de notre tube diges-
tif, n’est pas en reste dans le domaine
des dommages a ’ADN. Des travaux ont
montré pour la premiére fois en 2006
que des souches pathogenes de €. coli,
possédant un Tlot pks codant pour la
toxine colibactine, générent des cassures
double-brin dans le génome des cellules
infectées [10]. Cing ans plus tard, les
auteurs découvrent que I’infection par
ces souches pathogenes induit une ins-
tabilité chromosomique et un taux de
mutation plus élevé sur les génes tes-
tés [11]. €nfin, des travaux trés récents
indiquent que I"inflammation de I'intestin
favorisait sa colonisation par des souches
génotoxiques d’€. coli produisant la coli-
bactine, puis la progression vers des can-
cers colorectaux chez la souris [12]. Les
mémes souches génotoxiques de &. coli

ont été retrouvées chez des patients
souffrant d’inflammation de Iintestin,
suggérant une évolution possible vers des
pathologies similaires chez I’lhomme.

Les données sur la génotoxicité asso-
ciée a £ coli et a H. pylori souléevent
de nombreuses questions sur la fagon
dont la bactérie P. aeruginosa attaque
le génome et, surtout, sur les consé-
quences a long terme liées aux cassures
double-brin et a leur éventuelle répa-
ration. Un champ d’investigation tout
nouveau se profile a I’horizon. ¢
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