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Connaissance du génome
de Helicobacter pylori :
Implications

pour la physiopathologie
et la thérapeutique

La lecture linéaire de chacun des deux génomes publiés de
Helicobacter pylori a permis de répondre a un certain
nombre de questions relatives au pouvoir pathogene, au
métabolisme, a I'organisation du génome et a I’'expression
des genes de cette espece bactérienne. Leur analyse com-
parative a révélé des propriétés uniques d’H. pylori et a mis
en exergue I'extréme diversité de son génome. Mais c’est
surtout en tant qu’outils que la disponibilité de ces
séquences constitue un atout sans précédent pour le déve-
loppement de recherches fondamentales ciblées (effets du
fer, réle des adhésines, variations antigéeniques du LPS, des
protéines de surface...), et pour élaborer des approches
globales ou post-génomiques. C’est ainsi que I'étude de la
diversité des souches isolées en clinique a I’échelle géno-
mique a pu étre envisagée, de méme que I'expression dif-
férentielle des genes en fonction des souches et de leur
environnement. Enfin, cette information a aussi permis la
mise en place de stratégies d’envergure visant a identifier
de facon systématique des antigenes protecteurs et des
cibles thérapeutiques.

orsqu’en juillet 1995 le jour-
nal Science publie la pre-
miére séquence génomique
compléte d’un micro-orga-
nisme, celle de Haemophilus
influenzae [1] réalisée par TIGR (The
Institute for Genomic Research), la com-
munauté scientifique n’imagine pas
que cet événement marque le début
d’une ére nouvelle dans le monde

de la microbiologie. Il est le résultat
d’une avancée technologique sans
précédent dans le domaine du
séguencage, associant I’analyse auto-
matisée des séquences d’ADN et la
bioinformatique. Cette avancée
ouvrait la voie a une science nou-
velle, «la génomique », avec laquelle
microbiologistes, industriels, et
I’ensemble de la communauté scien-
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tifique non seulement allaient devoir
cohabiter mais qu’ils allaient devoir
intégrer, assimiler, exploiter.

La détermination de la séquence
genomique de H. influenzae, n’a pas
été un événement unique; depuis
1995 pas moins de 48 séquences
complétes de génomes de micro-
organismes, dont la taille variait de
580 kilobases (0,58 Mégabases [Mb]
ou millions de bases) pour Myco-
plasma genitalium & 13 Mb dans le cas
de Saccharomyces cerevisiae, ont été
décryptées (http://www.cbs.dtu.
dk/services/Genome Atlas/). Pour-
quoi un tel engouement, mais aussi
un tel investissement ? Qu’apporte la
connaissance des génomes et, en par-
ticulier, celle d’un pathogene tel que
Helicobacter pylori? Ce sont les
réponses a ces questions que I'on
tentera d’apporter dans cette revue.

Helicobacter pylori est un agent patho-
géne, responsable des infections bac-
tériennes associées a la majorité des
maladies gastro-duodénales inflam-
matoires existant chez I’homme, les
gastrites ou pangastrites chroniques,
les ulceres duodénaux et gastriques,
I’atrophie gastrique, les lymphomes
de type MALT et les cancers gas-
triques. Depuis son identification en
1983, un certain nombre de proprié-
tés ont été identifiées et analysées par
des approches génétiques et molécu-
laires. Celles-ci permettent de mieux
comprendre comment cette bactérie,
retrouvée exclusivement au niveau
de la muqueuse gastrique ou au
niveau des métaplasies gastriques du
duodénum, peut survivre au niveau
d’une muqueuse que I’'on croyait sté-
rile du fait de I'acidité gastrique, s’y
multiplier, persister en dépit de la
forte réponse immunitaire qu’elle
déclenche, et enfin engendrer des
lésions. La publication en 1997 de la
séquence génomique d’une pre-
miére souche de H. pylori [2] (souche
26695 séquencée par TIGR) isolée
d’un patient anglo-saxon présentant
une gastrite, puis celle d’une
deuxiéme souche [3] en 1999
(souche J99, séquencée par Genome
Therapeutics Corporation) isolée d’un
patient américain présentant un
ulcére duodénal, mettaient a la dis-
position de la communauté scienti-
fique une mine de données, de
points de repéres qui permettent
maintenant a chacun de poser des
questions précises, et d’avoir une
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chance de pouvoir y répondre du fait
de la puissance des outils qui peuvent
étre mis en ceuvre.

Qu’a apporté la lecture
linéaire

et I’analyse comparative
des deux séquences
génomiques

de H. pylori ?

Cette revue n’a pas pour objet d’ana-
lyser de facon exhaustive I’ensemble
des données génomiques. De nom-
breuses revues I’ont fait en détail [4-
6]. Toutefois, un certain nombre
d’exemples seront discutés ici, qui
illustrent a la fois le type d’informa-
tions que I’on peut tirer de I’analyse
des séquences génomiques et surtout
de la génomique dite comparative,
en présentant les questions qui émer-
gent de ces nouvelles connaissances
génomiques.

Les caractéristiques globales
du génome

Le génome de la souche 26 695 et
celui de la souche J99 de H. pylori
consistent en un chromosome circu-
laire dont 91% est dit codant, c’est-a-
dire qu’il posséde des phases ouvertes
de lecture permettant de prédire la
synthese d’une chaine polypepti-
dique ; le reste du génome est consti-
tué de séquences intergéniques
(6 %), de séquences répétées non
codantes (2,3%) ou d’ARN stables
(0,7 %, dont deux copies de 23S et de
16S ainsi que trois copies de 5S ribo-
somiques). Pour les deux génomes,
77% des phases ouvertes de lecture
(ORF) prédites codent pour des pro-
téines pour lesquelles il existe des
homologues (orthologues) dans
d’autres organismes. Certains de ces
orthologues ont des fonctions
connues (58% des ORF), ce qui per-
met alors d’assigner cette méme fonc-
tion a la protéine de H. pylori;
d’autres sont inconnus, mais on sait
gu’une telle protéine existe dans plu-
sieurs organismes occupant par
exemple des niches tres différentes,
et donc que la protéine n’est pas
unique et spécifique a H. pylori. En
revanche, 23% des protéines prédites
de H. pylori n’ont pas d’homologues
connus actuellement dans le monde
du vivant, et sont codées par des
genes dits « orphelins », une donnée

qui est toute relative et qui peut étre
amenée a changer au fur et a mesure
de la publication de nouveaux
génomes. De tels génes apparaissent
comme des candidats d’intérét
majeur car a priori spécifiques de
H. pylori.

A ces données brutes, tirées de la lec-
ture individuelle des deux génomes,
s’opposent celles provenant de leur
comparaison. En effet, les génes
codant pour une centaine de pro-
téines dans chacun des deux
génomes ne sont pas retrouvées dans
I’autre génome et réciproquement,
alors que les deux souches possédent
toutes deux I'ilot de pathogénicité
« cag» comprenant 31 ORF qui sont
connues pour étre présentes ou
absentes des génomes selon les
souches [7] et qui sont plus fréquem-
ment associés a des affections séveres
chez les patients occidentaux [8, 9].
De méme, alors que chacune des
deux souches renferme 23% de ses
genes qui codent pour des protéines
sans homologue dans le monde du
vivant, les genes spécifiques de
H. pylori de la souche 26 695 ne sont
pas tous retrouvés dans le génome de
la souche J99 et réciproquement.
L’analyse comparative des deux
génomes permet donc de s’interro-
ger sur le degré de diversité des iso-
lats cliniques, sur la nature des génes
communs & toutes les souches et sur
la nature des genes communs et spé-
cifiques de I’espéce H. pylori.

Métabolisme

Sans développer extensivement ce
domaine, les données du métabo-
lisme déduit de la séquence des deux
génomes sont en accord, dans la
grande majorité des cas, avec les ana-
lyses biochimiques qui avaient été
réalisées avant I’analyse génomique.
Le seul sucre utilisé par H. pylori
comme source de carbone est le glu-
cose, et le génome de H. pylori est
dépourvu de tout systeme de trans-
port des autres sucres (systeme PTS)
ainsi que du systéme de contrdle
catabolique (absence de CRP et
d’adényl-cyclase). H. pylori possede
également les voies métaboliques
nécessaires a I'utilisation des acides
aminés et des acides organiques
comme source de carbone (voie
d’Entner-Doudoroff, cycle des pen-

toses, et cycle des acides tricarboxy- m—
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liques), et les voies métaboliques per-
mettant I’assimilation de I'azote a
partir de I'urée, de I'ammoniac et de
certains acides aminés (glutamine,
alanine, sérine). L’ensemble des
voies de biosynthése des acides ami-
nés qui étaient connus comme des
acides aminés dont I’ajout n’était pas
requis pour la croissance in vitro de
H. pylori a été identifié alors que les
voies de synthese des 6 acides aminés
requis [10] n’ont pas été retrouvés,
témoignant d’une bonne concor-
dance entre études fonctionnelles et
analyse génomique.

Contréle de I'expression des genes

Une des surprises associées au décryp-
tage du génome de H. pylori concerne
la pauvreté des systemes de régula-
tion mis en ceuvre par H. pylori. Tout
d’abord, pour la transcription de ses
génes, H. pylori est équipé d’'une ARN
polymérase atypique. Cette polymé-
rase fonctionne avec un nombre
limité de facteurs sigma: seuls les sig-
mas 70, 54 et 28 ont été détectés, et
trés peu de protéines de type modula-
teur transcriptionnel avec un motif
hélice-tour-hélice ont été retrouvées:
seuls 4 ont été identifiés chez H. pylori
contre 34 chez Haemophilus influenzae
et 148 chez E. coli, et environ le tiers
des protéines de type senseur trou-
vées chez E. coli a été identifié chez
H. pylori. Cette information est impor-
tante car elle reflete trés probable-
ment la spécialisation et I'adaptation
de H. pylori a une niche écologique
unique. La cellule n’a sans doute pas
besoin de faire face a des conditions
de vie trés différentes qui nécessite-
raient I’expression de nouveaux
genes et une telle observation tend a
favoriser I’hypothese d’une transmis-
sion interhumaine exclusive des bac-
téries en I’absence de tout autre
réservoir environnemental, ce qui
auparavant était présenté comme une
possibilité. Toutefois, I'analyse de
chacun des génomes et leur compa-
raison a révélé un certain nombre de
propriétés spécifiques de H. pylori: de
nombreux genes présentent a leur
extrémité 5’ des séries d’homopoly-
meres d’un ou deux nucléotides répé-
tés et la comparaison des deux
souches a montré que, pour certains
genes, le nombre de répétitions per-
mettait soit la mise en phase du cadre
de lecture et la synthése de protéines

compleétes, soit celle de protéines
incomplétes et donc non fonction-
nelles [2, 11]. De méme, de nom-
breuses phases ouvertes identifiées
dans I'un des deux génomes comme
une seule phase ouverte sont retrou-
vées comme deux phases ouvertes
possibles dans I’autre génome, et réci-
proquement, et ce du fait d’une
microdélétion ou d’une micro-inser-
tion [12]. Il semble donc que, pour la
synthese de certaines des protéines et
la mise on/off de leur synthese,
H. pylori utilise un moyen extréme-
ment précaire (comparée a une
modulation transcriptionnelle) résul-
tant de microdélétions ou de micro-
insertions permettant un change-
ment du cadre de lecture défini.
Depuis la parution des deux
génomes, ces observations in silico,
ont été confirmées par I’étude de la
variabilité de I’'expression et de la syn-
thése des protéines associées a de
nombreuses enzymes, parmi lesquels
figurent certains des 15 systemes de
restriction et de modification réperto-
riés dans les deux génomes ainsi que
certains des facteurs de virulence
connus: mobilité [13], adhésines [2],
biosynthése du lipopolysaccharide
(LPS) [14].

Facteurs de virulence
et pouvoir pathogéne

Les données génomiques ont incon-
testablement confirmé le role de la
mobilité dans le pouvoir de colonisa-
tion de la muqueuse gastrique; au-
dela des génes préalablement connus
tels que les génes flaA [15], flaB [16],
flbA [17], flgE [18] codant respective-
ment pour les flagellines majeures et
mineures, un modulateur, et le cro-
chet d’ancrage du flagelle, une ving-
taine d’autres genes ont été identifiés
qui codent pour des homologues de
la machinerie d’assemblage et de
sécrétion des flagellines présents
chez d’autres bactéries. Pour I'un de
ces genes, le géne fliP [13], il a été
récemment montré que son expres-
sion était soumise a une variation de
phase: une phase d’expression dite
on associée a la mobilité de la bacté-
rie, correspond a la présence d’une
série consécutive (homopolymére)
de huit cytosines (Cg) en 5’ du géne
fliP, alors que la présence de neuf
cytosines (C,) correspond a I'absence
de synthése de la protéine FIiP et est

associée a un phénotype non mobile
pour la bactérie. Outre ces genes
impliqués dans la machinerie, un cer-
tain nombre de génes codant pour
des homologues de protéines impli-
quées dans le chimiotactisme ont été
identifiés et leur réle pourra étre étu-
dié par rapport aux chimio-attrac-
tants potentiels que constituent le
bicarbonate et I'urée déja décrits
[19].

Aucun gene typiquement associé a la
synthése de structures piliées telles
gu’observées chez les bactéries a
Gram négatif n’a été identifié. De
méme, les machineries (systétme de
secrétion de type I11) impliquées
dans la sécrétion des adhésines et des
invasines, trouvées chez Shigella, Sal-
monella, Yersinia et autres bactéries
pathogénes, n’ont pas été détectées
chez H. pylori. En revanche, I’analyse
du génome a mis en évidence une
particularité unique de H. pylori: ce
dernier posséde deux fois plus de
genes impliqués dans la synthése de
composants de I’enveloppe cellulaire
que d’autres bactéries [2]. Parmi les
protéines de surface identifiées qui
pourraient jouer un réle dans I'adhé-
rence, on peut noter la présence de
19 lipoprotéines qui s’ajoutent aux
deux lipoprotéines préalablement
identifiées comme adhésines (HpaA)
[20] et AIpA [21]. De méme, le
génome de H. pylori contient
32 phases ouvertes codant pour une
famille de protéines de membrane
externe (d’un poids moléculaire
moyen de 70 kDa) dont certaines
avaient été reconnues comme
porines (HopA, HopB, HopC, HopD,
HopE) [22, 23] ou, comme adhésine
reconnaissant le récepteur Lewis® des
cellules gastriques (BabA) [24]. Ces
32 protéines présentent des
domaines extrémement conserveés
dans leurs parties amino-terminale et
carboxy-terminale, répondant tres
certainement a des contraintes
conformationnelles et fonctionnelles.
La présence d’un tel nombre de pro-
téines homologues laisse présager
d’une possibilité de réarrangements
conduisant a des protéines mosaiques
et a une diversité des protéines expri-
mées en surface comme possible
moyen de variation antigénique.
Pour bon nombre des génes codant
pour ces protéines, il existe des
motifs dans la région 5’ du géne
consistant en une succession de
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mononucléotides (polyA, polyG,
polyC ou polyT) ou de dinucléotides
(CTn, AGn) qui permettent ou non
la synthése d’une protéine fonction-
nelle; cela confere une possibilité de
choix multiples de synthese de pro-
téines de membrane. Llver et al. [24]
ont trés récemment montré qu’un
autre mécanisme pouvait intervenir
via la duplication de 10 paires de
bases en début de la phase ouverte
qui permettait a I'une des deux
copies d’un géne homologue de pro-
duire une protéine fonctionnelle. Le
répertoire des génes codant pour des
protéines de surface de H. pylori est
excessivement surprenant. La nou-
velle connaissance que I’on a de cette
situation, inhabituelle, devrait per-
mettre de comprendre si une telle
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possibilité de variation est une néces-
sité pour la bactérie comme moyen
d’échappement a la réponse immuni-
taire. Dans ce cas, la structure pri-
maire de ces protéines devrait chan-
ger au cours d’une infection
persistante. Alternativement, ces pro-
téines pourraient procurer a la bacté-
rie des moyens de s’adapter a I’héte
en fonction de I'expression des
récepteurs cellulaires fucosylés qu’il
exprime. Dans ce cas, une fois
implanté, I’expression d’un jeu
de ces protéines devrait rester
constante.

Ces derniéres années une situation
unique a été mise en évidence chez
H. pylori: la présence de motifs oligo-
sacharidiques de type Lewis*, Lewis’,
Lewis' et Lewis* associés au lipopoly-

saccharide (LPS) de la bactérie.
D’abord soupgonnés de jouer un
réle dans un processus d’auto-immu-
nité, il est plus probable que ces
motifs jouent un rdle dans I'adhé-
rence des bactéries a des lectines du
mucus ou des cellules gastriques.
Leur présence inhabituelle chez des
bactéries confére a ces déterminants
un intérét particulier. L& encore, les
genes requis pour la biosynthese du
lipide A, de la région core du LPS, ont
été identifiés par analogie avec
d’autres systemes de biosynthése du
LPS. Contrairement aux autres bacté-
ries, ces géenes sont dispersés sur le
génome chez H. pylori. Trois fucosyl-
transférases et une galactosyltransfé-
rase ont été identifiées dans les
génomes, et la synthése de chacune
de ces quatre enzymes est elle aussi
soumise a une variation de phase
on/off associée a des microdélétions
dans des homopolymeéres permettant
ou non le branchement des résidus
fucose pour I’'expression des motifs
Lewis du LPS [14].

Parmi les facteurs de virulence classi-
guement décrits chez les bactéries
figurent les systtmes de captage du
fer. Cela est d’autant plus une néces-
sité pour H. pylori que la bactérie vit
dans un environnement naturelle-
ment riche en macromolécules
capables de séquestrer le fer dispo-
nible au sein du mucus. La séquence
du génome a mis en évidence I’exis-
tence de trés nombreux systemes de
captage du fer présent soit sous
forme libre (Fe* et Fe®) soit sous
forme complexée:

— homologues de perméase des ions
Fe? (FeoB) [25];

— trois homologues de la protéines
FecA, récepteur du citrate ferrique
(Fe*), alors que généralement un seul
est présent chez d’autres bactéries;

— partenaires du récepteur FecA
(FecD et FecE) alors que des pro-
téines homologues aux protéines
FecB et FecC de E. coli sont absentes.
H. pylori contient aussi 5 génes codant
pour des homologues de la protéine
FrpB, connue pour capter le fer, asso-
ciées a I’héme ou a la lactoferrine.
Enfin, H. pylori posséde des genes
codant pour des homologues des pro-
téines TonB, ExbB et ExbD (3 homo-
logues de chaque) nécessaires a
I’acquisition globale du fer par la cel-
lule. Pourquoi une telle redondance

des systemes de captage des ions fer- m—
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reux-ferriques, une telle complexité ?
Tous ces systemes sont-ils présents
dans toutes les souches ? Présentent-ils
une expression différentielle en fonc-
tion du stade de I'infection (lumiére
gastrique, contact avec I’épithélium,
mucus) ? Ce sont des questions aux-
quelles les approches post-géno-
miques permettront de répondre.

Qu’apporte

la connaissance

des génomes

comme outils de travail
pour la connaissance
des micro-organismes ?

L’information disponible sur les dif-
férents sites Internet, parmi lesquels

s ceUX de TIGR (http://www.tigr.org/
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tdb/mdb/hpdb/hpdb.html), d’Astra
(http://scriabin.astrazeneca-
boston.com/hpylori/) ou de I'Insti-
tut Pasteur (http://genolist.pasteur.
fr/PyloriGene/) (figure 1), est de trois
ordres:

1. Une liste des phases ouvertes de
lecture prédites et leur annotation.
Cette annotation résulte de la com-
paraison des protéines déduites des
phases ouvertes avec I’ensemble des
protéines étudiées dans le monde
procaryote et eucaryote dont les
fonctions sont connues, ou incon-
nues, permettant de classer les ORF
comme codant pour des fonctions
spécifiques de H. pylori, pour des
orthologues de fonctions connues ou
pour des orthologues de fonctions
inconnues.

2. La position relative de chacune de
ces phases ouvertes (ORF) les unes
par rapport aux autres, sur une carte
circulaire de 1600000 paires de base,
pour laquelle la position 1 a été fixée
arbitrairement. Cette carte donne
une vision globale de I’organisation
du génome. D’ores et déja, la compa-
raison de la carte génomique de la
souche 26 695 avec celle de la souche
J99, séquencée, ou de la souche
CCUG17875 (NTCC11638) [26] et
des souches NCTC11639 et UA861
[27] pour lesquelles une vingtaine de
marqueurs avaient été cartogra-
phiées, font apparaitre de sérieux
réarrangements de I’ensemble du
génome des souches de H. pylori.

3. La séquence brute du génome en
un seul contig qui donne la possibilité
pour tout informaticien d’y appli-
quer des algorithmes pour recher-
cher des duplications, des motifs
nucléotidiques répétés, ou de poten-
tielles séquences promotrices ou
régulatrices. Une telle approche a été
utilisée globalement par Vanet et al.
[28] pour définir la séquence
consensus associée aux promoteurs
des genes de H. pylori. Cette étude a
permis de prédire une structure
inhabituelle des promoteurs chez
H. pylori: TTAAGCx(19-23) TATAAT
comparée a la séquence consensus
TTGACAX(15-19) TATAAT retrouvée
classiquement chez les bactéries a
Gram négatif [28].

L’utilisation de ces trois types d’outils
permet de poser un nombre illimité
de questions qui peuvent étre abor-
dées soit par des approches ciblées
concernant I’étude de quelques
génes d’intérét, soit par des
approches systématiques visant a étu-
dier le génome dans sa globalité, que
nous développerons plus particulié-
rement dans cette revue.

Etude globale de la diversité
des souches

Une des questions soulevées par la
comparaison des deux génomes
concerne la diversité des souches
naturelles. Si I'on considére comme
point de référence la souche 26 695,
on peut en effet se demander com-
bien des 1590 génes décrits pour le
génome de cette souche sont pré-
sents dans toutes les souches de
H. pylori (génes ubiquitaires), et plus
encore combien parmi ceux qui sont
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ubiquitaires sont spécifiques a
H. pylori. En effet, I'identification de
ces génes permet a priori d’identifier
un nombre limité de génes, dont les
fonctions sont inconnues, parmi les-
quels figurent ceux qui conferent a
H. pylori I'aptitude de se multiplier
dans une niche aussi particuliere
que I’estomac. Il est possible
d’apporter une réponse a ces ques-
tions en utilisant des membranes de
nylon ou des lames de verre sur les-
quelles I’ensemble des 1590 ORF du
génome de la souche 26 695, pro-
duits par amplification génique, ont
été déposés sous forme de spots.
L’ADN chromosomique des isolats
cliniques est alors extrait, marqué a
I'aide de nucléotides radioactifs ou
fluorescents, et utilisé dans des réac-
tions d’hybridation moléculaire pour
déterminer celles des ORF qui sont
présentes ou absentes des différents
génomes. Une telle étude a récem-
ment été publiée et montrait que
1 281 des 1 590 ORF étaient pré-
sentes dans les 15 souches d’origine
occidentale analysées [29]. En réali-
sant de telles études a partir de
24 souches provenant pour 8 d’entre
elles d’Europe, 8 d’Afrique sub-saha-
rienne, et 8 d’Asie, nous avons pu
montrer que le core génomique des
souches de H. pylori consistait en
1 097 ORF, que dans les différents
isolats cliniques 4% a 10% des ORF
de la souche 26695 pouvaient étre
absents, que 242 des ORF du
génome de la souche 26695
n’étaient pas ubiquitaires (alors que
la comparaison des deux génomes
en avait révélé 98), enfin que
210 ORF étaient ubiquitaires et spé-
cifiques de H. pylori. Enfin, une telle
étude mettait en évidence que cer-
taines des ORF n’étaient jamais
retrouvées dans les souches asia-
tiques ou les souches africaines. Ces
analyses comparatives permettent
d’envisager d’étudier a plus grande
échelle la distribution des ORF dites
non ubiquitaires au sein d’un grand
nombre de souches associées a des
maladies bien précises (gastrite,
ulcere, MALT, cancer) ; elles permet-
tent également d’envisager une ana-
lyse fonctionnelle des ORF ubiqui-
taires et spécifiques de H. pylori sur
un sous-jeu restreint puisque consti-
tué de 210 ORF, plutét que des
1 590 ORF issues du séquencage du
génome.
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Etude de I'expression différentielle
des geénes de H. pylori
(transcriptome-protéome)

Un des intéréts majeurs de la fabrica-
tion des «puces a ADN» présentant
I’ensemble des génes fixés soit sur un
support nylon, soit sur une lame de
verre, est de les utiliser dans des
expériences d’hybridation ADN/
ARN. On peut ainsi comparer les
expériences d’hybridation réalisées
entre: (1) de I’ARN extrait de bacté-
ries cultivées dans différentes condi-
tions (in vivo/in vitro, milieu de cul-
ture a pH neutre ou pH acide,
absence ou présence de source azo-
tée), ou (2) de I’ARN extrait d’une
souche parentale comparée a celui
extrait d’une souche mutée dans un
géne modulateur de facon a identi-
fier globalement les génes impliqués
dans la réponse a un micro-environ-
nement donné, ou sous le contrdle
d’un méme modulateur identifié. On
appelle donc transcriptome I’analyse
des transcrits d’une bactérie cultivée
dans des conditions données. L’ana-
lyse différentielle des transcriptomes
donne des informations sur la régula-
tion de ces génes, sur leur association
au sein d’une voie métabolique, sur
leur association en réponse a un sti-
mulus, ou a I’expression d’un géne
modulateur.

Une autre approche consiste non
plus a visualiser le niveau d’expres-
sion des genes par le niveau de syn-
these des ARNm, mais a mesurer le
niveau de synthese des protéines
dans la bactérie. C’est ce qui est dési-
gné sous le terme de protéome.
L’analyse consiste généralement a
extraire les protéines et a les séparer
en les faisant migrer dans des gels de
polyacrylamide successifs permettant
leur séparation par rapport a leur
charge électrique puis en fonction de
leur taille. Ces deux migrations suc-
cessives doivent étre réalisées dans
des conditions trés standardisées et
reproductibles, et I’analyse, tout
comme pour le transcriptome, passe
par I'utilisation de logiciels informa-
tiques permettant I’identification des
taches protéiques variant dans deux
conditions différentes. Une telle ana-
lyse a récemment été réalisée et
publiée pour H. pylori [30], en com-
parant les protéines synthétisées
apreés croissance des bactéries en
milieu acide ou en milieu neutre. Ces

approches post-génomiques (trans-
criptome et protéome) en sont a
leurs balbutiements et nécessitent
standardisations et contréles pour
permettre de conclure avec certitude
sur I'influence d’un facteur ou
I'identification de génes cibles pour
un modulateur (régulon).

Analyse fonctionnelle
des protéines codées

Par analyse fonctionnelle, on entend
une recherche conduisant a identi-
fier la fonction des protéines codées.
Cela implique tout d’abord de
confirmer que la fonction assignée
sur la base de la similitude avec une
protéine de fonction connue dans
un autre micro-organisme est cor-
recte. Cette démarche n’est pas tri-
viale, puisque I’on constate qu’en fai-
sant I’analyse biochimique d’un
certain nombre de protéines aux-
quelles étaient assignées des fonc-
tions, certains auteurs ont montré
que I'activité biochimique était diffé-
rente de celle supputée sur la base
de la similitude [31]. Indépendam-
ment, I’analyse fonctionnelle a pour
but de rechercher la fonction des
ORF de fonction inconnue. Diffé-
rentes approches sont utilisées pour
cela. L’une d’entre elles a été récem-
ment développée par le groupe
Hybrigenics et a consisté a établir
une carte d’interaction protéine/
protéine (figure 2) entre des pro-
téines de fonction inconnue et
I’ensemble des protéines du génome
par une approche de double hybride
réalisée chez la levure [32]. Une telle
approche permet dans certains cas
de visualiser des interactions entre
une protéine de fonction connue et
une de fonction inconnue, et donc
d’émettre des hypothéses sur son
réle. Une autre approche consiste a
classer de facon trés systématique
tous les génes selon leur caractére
essentiel, non essentiel, ou essentiel
conditionnel. Les genes essentiels
sont ceux dont I’inactivation spéci-
fique ne permet pas a la bactérie de
se multiplier, les génes conditionnels
sont ceux dont I’expression n’est pas
essentielle pour la croissance de la
bactérie in vitro, mais qui apparais-
sent comme essentiels & la survie de
la bactérie dans un environnement
particulier, tel que la muqueuse gas-
trique.

717



Qu’apporte la séquence

du génome

dans la recherche

de cibles thérapeutiques

et prophylactiques?
Il n’est de secret pour personne que
la séquence génomique de H. pylori a
été fortement convoitée par les prin-
cipaux groupes industriels, qui cher-
chaient a identifier des antigénes pro-
tecteurs en vue de développer une
immunisation active a visée thérapeu-
tique ou prophylactique, ou d’identi-
fier de nouvelles cibles thérapeu-
tiques. De fait, les deux séquences
génomiques indépendantes de
H. pylori ont été exploitées a ces fins:
la séquence de la souche 26 695 réa-
lisée par TIGR, a été exploitée par la
joint venture Aventis Pasteur/OraVax,
avant sa publication en 1997, pour
cribler a I’échelle génomique des
antigénes protecteurs, et la séquence
de la souche ATCC55679 (HP-J99),
séquencée par Genome Therapeutics
Corporation, a été exploitée par le
groupe Astra avant sa publication en
1999, pour identifier des cibles théra-
peutiques.

Recherche d’antigénes protecteurs

La stratégie utilisée par Aventis Pas-
teur/OraVax a consisté a rechercher
in silico, au sein des 1590 phases
ouvertes identifiées dans le génome
de la souche 26695, celles qui appa-
raissaient comme spécifiques de
H. pylori et/ou qui pouvaient étre
identifiées comme des protéines de
surface ou périplasmiques; cette assi-
gnation a été faite sur la base d’un
certain nombre de critéres qui per-
mettaient de réduire le nombre de
genes d’intérét quasiment de moitié.
Chacune des 700 ORF ainsi sélection-
nées a ensuite été amplifiée in vitro,
et clonée en fusion avec une région
tag dans un vecteur d’expression
(une région tag est une séquence
d’acides aminés courte qui a des pro-
priétés d’affinité particuliére a
I’égard d’un substrat). Les protéines
recombinantes ont été produites
chez Escherichia coli et purifiées rapi-
dement grace a leur domaine tag.
Enfin, le pouvoir protecteur de cha-
cune des protéines recombinantes a
été apprécié en I'administrant par
voie orale, en présence d’un adjuvant

=mmmmssm Mucosal (toxine cholérique), dans
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un modéle d’infection murin. Le
pouvoir protecteur de I’antigéne
recombinant est alors classé par rap-
port a celui des antigénes protecteurs
déja connus, a savoir I'uréase. Une
approche générale et systématique a
permis de cribler des centaines de
molécules en réalisant successive-
ment ces trois étapes, ADN, protéine
et modele animal, en grande série et
a conduit a I'identification d’une
dizaine d’antigénes protecteurs
parmi les 300 testés.

Criblage de molécules actives
contre H. pylori

Toutes les compagnies pharmaceu-
tiques disposent de banques de molé-
cules de synthése chimiques qui sont
testées pour leur activité antimicro-
bienne. Un criblage de ces molécules
en grandes séries a I’égard de
H. pylori a toujours été limité du fait
de la croissance fastidieuse de cette
bactérie, qui ne se préte pas a une
approche automatisée a grande
échelle. La encore, la connaissance
du génome permet aux industriels de
sélectionner quelques dizaines de
cibles d’intérét potentiel, tels que des
enzymes et des protéines dont on a
montré précédemment qu’elles
jouaient un rdle essentiel pour la sur-
vie de la bactérie in vitro ou in vivo.
Ayant sélectionné les cibles d’intérét,
il est alors possible de cloner le géne
codant pour I'une de ces cibles, de
produire une protéine recombinante
et d’utiliser non pas la bactérie
entiere, mais la protéine recombi-
nante pour rechercher des molécules
inhibitrices soit d’une activité enzy-
matique, soit d’un transport actif,
soit encore d’une interaction entre
les constituants d’un homopolymére
ou d’un hétéropolymére.

On voit que la connaissance du
génome est trés utile pour ce type
d’approche. Sans résoudre I’ensemble
des questions, elle permet d’identi-
fier des antigénes protecteurs sur
une période relativement courte et
de cribler des molécules dirigées
contre des cibles vitales pour la bac-
térie.

| Conclusions
Dans les années a venir, il s’agira

d’apprécier le degré d’universalité de
I’information associée a la publica-

tion d’une souche donnée, c’est-a-
dire a sa valeur heuristique pour
I’ensemble des souches cliniques de
I’espéce & laquelle elle appartient. La
connaissance des deux génomes de
H. pylori offre une base de données et
des outils accessibles a tous pour
poser des questions de tout ordre.
C’est avant tout un outil pour les
« pyloristes» microbiologistes, clini-
ciens et industriels, et une donnée
supplémentaire dans la compréhen-
sion globale de I’expression des
génes, de l’adaptation des micro-
organismes a leur environnement, de
I’évolution des étres vivants a I’ére
post-génomique dans laquelle nous
ne faisons qu’entrer m
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Summary

The Helicobacter pylori genomes:
new insights into physiopathology
and therapeutic

Examination of the two genome
sequences of H. pylori has already
identified new putative virulence
factors, unravelled basic metabolic
pathways, and provided further
information on genetic organisa-
tion and the regulation of gene
expression. In the future, the
genomes of these isolates will
greatly facilitate research into spe-
cific areas of this bacteria’s biology,
such as iron regulation, the role of
recently identified adhesins, and
the relative importance of antige-
nic variation of LPS in vivo. It will
also enable researchers to adopt a
more global approach to the study
of H. pylori and will allow: (1) exa-
mination of the genetic diversity of
clinical isolates (gene polymor-
phism and diversity in genomic
complement and organisation) ;
(2) characterisation of differential
gene expression of clinical isolates
in relation to in vitro and in vivo
conditions; (3) identification of
genes essential for colonisation of
the gastric mucosa. Finally, it
already served for the development
of systematic strategies to identify
protective antigens for prophylactic
or therapeutic vaccine develop-
ment as well as for the search of
essential and conserved targets for
development of new drugs.

A. Labigne.
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