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Découverte du premier

facteur létal de

Burkholderia pseudomallei, BLF1

Une avancée majeure pour contrer

la mélioidose

Guillaume Hautbergue

> La mélioidose est une infection bac-
térienne chronique souvent mortelle qui
sévit de maniere endémique en Asie du
sud et au nord de I’Australie, et de facon
sporadique dans certains pays tropicaux.
Plusieurs millions de personnes sont
infectées a travers le monde. La maladie
est causée par la bactérie Burkholderia
pseudomallei [1], aussi appelée bacille
de Whitmore du nom de son découvreur
en 1911. Cette bactérie aérobie capsulée
a Gram négatif vit dans le sol et les eaux
de surface des régions d’endémie, et sous
une forme intracellulaire invasive dans le
cytoplasme des cellules hotes infectées.
€lle est majoritairement transmise via
des plaies au contact de I’environnement
contaminé, mais aussi par ingestion et
inhalation d’eau ou de matiéres souil-
Iées. Comme c’est le cas pour I'anthrax
et la peste, la forme inhalée est la plus
virulente, expliquant la prédominance
des déces lors des saisons de moussons
ou les tempétes cycloniques favorisent la
formation d’aérosols. Nombre d’enfants
travaillant le plus souvent nu-pieds dans
les rizieres sont infectés, et environ un
tiers de la population des zones d’endé-
mie est séropositive pour le pathogene.

Caractéristiques pathogénes

La mélioidose est extrémement difficile
a diagnostiquer car les différents symp-
tomes miment ceux de la tuberculose,
de la fievre typhoide et de la malaria :
pneumonie et septicémie séveres, abces
cutanés purulents, abces intra-abdomi-
naux et Iésions neurologiques. La bac-
térie présente jusqu’a sept morphotypes,
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chacun ayant un pouvoir pathogene
spécifique, ce qui complique son iden-
tification!. La maladie est d’ailleurs
surnommée « la grande imitatrice ».
Une multi-antibiothérapie prolongée au
moins cing mois est disponible, mais
de nombreuses rechutes infectieuses
surviennent chez les survivants. Il n’y
a pas de vaccin [2]. Le bacille peut
causer une forme aigué de la mala-
die au cours des premiéres semaines
d’incubation, tuant jusqu’a 40 % de ses
victimes malgré le traitement médical. A
I'inverse, il peut persister dormant dans
I’organisme humain pendant plusieurs
décennies. Entre 1965 et 1972, plus de
200 000 soldats américains engagés dans
le conflit vietnamien ont contracté la
forme latente du bacille, et de nombreux
vétérans restent aujourd’hui infectés
sans toutefois que la maladie se soit
manifestée cliniquement. La mélioidose
a donc aussi été surnommée « la bombe
a retardement du Viétnam ». Il en avait
été de méme pour des millions de sol-
dats d’autres nationalités exposés a la
bactérie au cours des guerres sinoja-
ponaises (1894-1945) et d’Indochine
(1946-1979).

Une arme de destruction massive
Le bacille responsable de la mélioidose
est un agent de guerre biologique

! « Le diagnostic repose sur la mise en évidence de I’agent
pathogene identifié aprés culture [La culture nécessite
un laboratoire P3]. Les recherches par hémagglutination,
immunofluorescence directe, ELISA, fixation du complément
ou par PCR, peuvent étre utiles au diagnostic mais aussi aider
a préciser la prévalence de I'infection dans une population
donnée. » Frangois Trémoliéres, portail Orphanet.

potentiel qui pourrait étre utilisé par
des terroristes puisqu’il prolifere faci-
lement [3] et résiste trés bien au froid
hors des régions tropicales. Il survit au
moins une décennie dans 'eau bidistil-
lée et pourrait étre responsable d’une
contamination biologique a long terme
d’une population et d’un environnement
ciblés. Presque tous les animaux domes-
tiques ou sauvages, ainsi que certaines
plantes, sont sensibles au pathogene.
Burkholderia mallei, le bacille apparenté
responsable de la morve des équidés
(une maladie contagieuse trés proche
de la mélioidose) fut le premier agent
de guerre biologique utilisé par les
allemands contre les alliés lors de la
Premiere Guerre mondiale (1914-1918)
afin d’infecter le bétail et ’homme [4].
L'unité 731 de Iarmée impériale japo-
naise (1932-1945), dont les expérimen-
tations humaines létales sont notoires, a
infecté des prisonniers de guerre chinois
en contaminant leurs réserves d’eau
potable. Plus tard, les soviétiques ont
testé un programme d’épandages en
champs qui tua involontairement plu-
sieurs de leurs chercheurs. A la fin
des années 1970, ils auraient utilisé
ce bacille contre les moudjahidines au
cours de la guerre d’Afghanistan [5].

Caractérisation de la toxine BLF1

'analyse du génome de Burkholderia
pseudomallei révéla I'acquisition par la
bactérie d’un grand nombre de génes
codant pour divers facteurs de survie
et diverses exotoxines impliquées dans
la nécrose des tissus [6], ce qui faisait
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Figure 1. Schéma d’une cellule humaine infectée par la forme invasive de la bactérie Burkholderia
pseudomallei (Bpm). Bpm sécrete de nombreux facteurs de virulence, dont la toxine BLF1 repré-
sentée par des triangles roses. Dans le noyau de la cellule hote, la transcription de I’ADN des
geénes conduit a I’export nucléaire d’ARN messagers matures (ARNm) qui sont ensuite traduits
en protéines dans le cytoplasme. UARNm circularisé par un complexe riboprotéique d’initiation
comporte de nombreuses structures secondaires. Leur détection par I’activité hélicase du facteur
elF4A permet "assemblage de I’ARNm avec des ribosomes actifs pour la synthése des protéines
(polymérisation d’acides aminés [aa] au niveau de la méthionine initiatrice [M]). La désami-
nation de la glutamine 339 du facteur elF4A par la toxine BLF1 (mutation 0339€ de la séquence
protéique) entraine la perte de I'activité hélicase et la séquestration des ARNm et des sous-
unités ribosomiques dans des complexes d’initiation figés. Une molécule de toxine peut inactiver
700 molécules elF4A par minute. La mort de la cellule est provoquée par I'arrét de la synthése

protéique lorsque les ribosomes ont été inactivés.

conclure aux auteurs que cette bac-
térie est une adepte de 'adaptation.
€n 2007, "analyse comparée des pro-
téomes de Burkholderia pseudomallei
et de I'espece non pathogene Burkhol-
deria thailandensis a mis en évidence
14 protéines de fonction inconnue [7].
Nos travaux ont débuté avec I’étude des
protéines dont les séquences d’acides
aminés ne présentaient pas d’homologie
avec d’autres facteurs connus. Parmi
ces protéines, nous avons identifié pour
la premiere fois une toxine mortelle de
Burkholderia - de nom systématique
BPSL1549 -, et défini son mécanisme
d’action dans les cellules humaines [8].
€lle fut nommée Burkholderia lethal fac-
tor 1 (BLF1). Sa toxicité est trés grande
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puisqu’une injection intrapéritonéale
de cent millioniéemes de gramme suffit
a tuer une souris. Des concentrations
nanomolaires de cette toxine tuent éga-
lement des macrophages en culture,
ceux-ci "absorbant non spécifiquement
par pinocytose. La structure tridimen-
sionnelle de BLF1 est quasi identique au
domaine glutaminase du facteur cyto-
toxique nécrosant de certaines bactéries
Escherichia coli pathogénes, suggérant
que BLF1 est une enzyme impliquée dans
la désamination de résidus glutamine
dans les protéines cibles.

Mécanisme d’action de BLF1
Dans des cultures de cellules humaines
par BLFI,

infectées I’expression

protéique de genes rapporteurs est
réduite, de méme que I’incorporation
d’un acide aminé radioactif au sein
de protéines néosynthétisées. La pro-
téine cible de BLF1 a été copurifiée de
fagon steechiométrique avec la toxine :
il s’agit du facteur d’initiation de la
traduction eucaryote (elF4A) essen-
tiel a la biosynthése des protéines [8].
L'activité de elF4A requiert I'assem-
blage de ribosomes pour permettre la
polymérisation des acides aminés en
protéines selon I'ordre défini par les
codons de I"’ARN messager. Ce dernier
est souvent parcouru simultanément
par plusieurs autres ribosomes en phase
d’élongation, formant des structures
appelées polysomes. La sédimentation
analytique d’extraits de cultures cellu-
laires infectées a révélé une accumula-
tion de ribosomes associée a une forte
diminution de polysomes, montrant que
Iinhibition de la traduction résulte d’un
blocage de I’étape d’initiation. Plus pré-
cisément, la toxine modifie la glutamine
339 du facteur elF4A et lui substitue
un acide aspartique (mutation Q339€),
inactivant "activité ARN hélicase qui est
requise pour la dénaturation des struc-
tures secondaires de I’ARN messager au
cours de I'initiation de la traduction

(Figure 1).

Espoirs thérapeutiques nés

de cette découverte

La caractérisation de la base molé-
culaire de I'action de la toxine de la
mélioidose devrait permettre le déve-
loppement de molécules inhibant I'inte-
raction de la toxine avec elF4A pour le
traitement de la maladie. Le criblage de
plusieurs milliers de composés chimiques
altérant potentiellement cette inte-
raction ainsi que la détermination de
la structure de Iinterface elF4A:BLF1
sont actuellement privilégiés. Un autre
axe important de recherche consiste a
inactiver cette nouvelle toxine pour per-
mettre I"élaboration d’un vaccin qui n’a
pas encore été formulé malgré de tres
nombreux essais [2]. Une autre applica-
tion pourrait étre suggérée : on sait que
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plusieurs inhibiteurs de la traduction
sont également de bons agents antican-
céreux [9]. Or, le facteur mutant elF4A
0339€ résultant de I'action de la toxine
exerce une fonction de dominant négatif
extrémement toxique pour la synthése
protéique, ce qui entrafne la mort de
tous les types cellulaires immortalisés
testés. Il représente donc potentiel-
lement, avec la toxine BLF1, un nouvel
outil pour le traitement chimiothéra-
peutique ciblé de tumeurs. Beaucoup
d’efforts seront nécessaires avant que
ne soit mis au point un systeme fiable
de délivrance médicamenteux utilisant
la micro-injection de particules, la thé-
rapie génique sous contrdle d’un promo-
teur oncogene activé dans les cellules
tumorales ou I'injection d’anticorps
couplés reconnaissant les cellules can-

céreuses. D’autre part, 'activité de BLF1
est conservée dans les macrophages, et
ceux-ci pourraient servir ponctuelle-
ment a convoyer la protéine toxique vers
les tumeurs [10]. Un brevet a été déposé
pour les utilisations thérapeutiques de
mutants elF4A et de la toxine BLF1. ¢
Characterisation of Burkholderia
pseudomallei Lethal Factor 1 (BLF1).
A breakthrough against melioidosis
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A Porigine du muscle,
une histoire de baiser volé

Anne C. Rios, Christophe Marcelle

> Chez les vertébrés, les somites (struc-
tures mésodermiques transitoires) sont
a Iorigine de tous les muscles sque-
lettiques du corps et des membres. La
structure originelle des somites se pré-
sente sous la forme d’une sphére épi-
théliale au centre de laquelle se situe
une cavité appelée somitocele. Quelques
heures aprés sa formation, le somite pri-
mitif se compartimentalise selon un axe
dorsoventral : les cellules de la partie
ventrale du somite subissent alors une
transition épithéliomésenchymateuse
(TEM). Le mésenchyme qui en résulte est
appelé sclérotome. Il se différencie par
la suite en cartilage axial et en os (ver-
tebres et cotes). Les cellules de la partie
dorsale du somite, restées épithéliales,
forment le dermomyotome. C’est un
compartiment transitoire a "origine des
muscles squelettiques et du derme [1].
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Le muscle primitif (ou myotome) se
forme a partir du dermomyotome en
deux étapes.

Dans une premiere étape, les quatres
bordures du dermomyotome épithé-
lial générent le muscle primitif (appelé
myotome primaire), qui est constitué
de fibres musculaires mononucléées
et postmitotiques appelées myocytes.
Cette formation du myotome primaire
met en jeu les cellules de la lévre dor-
somédiale du dermomyotome (DML),
les plus proches du tube neural, qui
migrent sous le dermomyotome ou elles
débutent un programme de différen-
ciation myogénique et s’allongent selon
I’axe antéro-postérieur jusqu’aux bor-
dures de chaque somite [2, 3]. Puis les
cellules des bordures caudale, rostrale
et latérale accomplissent un processus
de délamination similaire et forment
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a leur tour des myocytes, complétant
ainsi la formation du myotome primaire.
La génération de myocytes a partir des
bordures du dermomyotome est un pro-
cessus qui se poursuit pendant plusieurs
jours, permettant ainsi le développe-
ment progressif du myotome.

Dans une deuxiéme étape, qui se déroule
environ 36 heures apres la formation du
somite, la partie centrale du dermomyo-
tome subit une TEM rapide, au cours de
laquelle les cellules du dermomyotome
sont « parachutées » dans le myotome
primaire ou elles proliferent, ou bien se
différencient en myocytes. Nous avons
démontré que les cellules du dermo-
myotome constituent une population de
progéniteurs musculaires permettant la
croissance massive des muscles de I’em-
bryon. Les cellules souches musculaires
de 'adulte, appelées cellules satellites,
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