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Qu’apprend-on du génome
de Legionella pneumophila?

Christel Cazalet, Carmen Buchrieser

> Legionella pneumophila, I'agent res-
ponsable de la Iégionellose (Figure 1),
doit son nom a une épidémie survenue en
1976 chez 182 participants du
58% congres de la Légion américaine a
Philadelphie. Depuis, de nombreuses
épidémies de légionellose
décrites en Amérique du Nord et en
Europe: on estime entre 8 000 et 18 000
le nombre de cas de légionellose chaque

ont été

année aux Etats-Unis. €n France, alors
que des cas sporadiques sont réguliére-
ment recensés, huit épidémies particu-
lierement graves ont été identifiées
depuis 1998. A ce jour, la légionellose
reste donc une maladie grave, avec une
incidence annuelle réelle estimée en
France a un minimum de 1 200 cas avec
une mortalité de 20 a 30 %.

Les légionelles sont des bactéries vivant
en milieu aquatique et affectionnant
particulierement les eaux tiedes. Elles
parasitent habituellement les amibes,
protozoaires qui proliferent dans I'eau,
mais sont également capables d’infecter

Figure 1. Legionella pneumophila. Son flagelle
permet a la bactérie d’étre mobile (microscopie

électronique).
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I’lhomme par le biais d’aérosols. Les bac-
téries peuvent atteindre les alvéoles
pulmonaires ol elles sont phagocytées
par les macrophages. Contrairement a
d’autres bactéries qui sont tuées par ces
macrophages, les légionelles sont
capables de s’y multiplier et de les lyser,
causant une pneumopathie grave.

Malgré des avancées récentes sur la
compréhension de la réplication et la
virulence de Legionella, ce pathogene
humain restait I'un des derniers dont la
séquence génomique n’était pas encore
déterminée. Afin d’élucider et caractéri-
ser les bases génétiques de la virulence
de L. pneumophila, nous avons adopté
une approche génomique en déterminant
la séquence complete du génome de
deux souches de L. pneumophila, res-
ponsables d’épidémies de légionellose
en France [1]. Une troisiéme souche a
été séquencée aux Etats-Unis [2]. Ces
trois souches appartiennent au séro-
groupe 1 qui est responsable de plus de
85% des cas. La souche dite « Paris » est
la seule souche endémique connue a ce
jour: alors que les autres souches provo-
quent des cas dans une région limitée, la
souche « Paris » est associée a des cas
de légionellose partout en France et
peut-étre méme en Europe [3]. Elle est
ainsi responsable de 12,7% des cas de
légionellose en France et de 33% des cas
dans la région parisienne; elle était
notamment a I"origine de I’épidémie de
I’hopital Georges Pompidou. La deuxiéme
souche étudiée dite «Lens » avait causé,
entre novembre 2003 et janvier 2004,
I’épidémie la plus importante connue en
France avec 86 cas et 17 morts. La troi-
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sieme souche est dérivée
de la souche identifiée a
Philadelphie lors de I’épi-
démie de 1976.

L’analyse et la comparai-
son des génomes mettent
en évidence une grande
diversité et plasticité de
I’espece L. pneumophila et fournissent
des bases pour comprendre la pathogé-
nicité de Legionella, en particulier pour
déchiffrer les interactions hote-patho-
gene.

Caractéristiques générales

des trois génomes

Le génome de L. pneumophila consiste en
un chromosome circulaire d’environ
3,7 Mb avec une composition de I’ADN en
bases G-C de 38 %. Chacune des souches
possede également un ou plusieurs plas-
mides. Uanalyse des séquences prédit la
présence d’environ 3 000 genes dont 80%
codent pour des protéines possédant des
homologues (orthologues) dans d’autres
organismes. Certains de ces orthologues
ont des fonctions connues (60% des
génes), ce qui permet de prédire cette
méme fonction dans L. pneumophila.

Exploitation des fonctions

de la cellule héte

Le génome de Legionella reflete la co-
évolution de cette bactérie avec des cel-
lules eucaryotes comme les protozoaires
dans I'eau et les macrophages pulmo-
naires lors de I'infection humaine. €n
effet, nous avons identifié 62 genes
codant pour des protéines ayant une
similarité avec des protéines eucaryotes,
plus qu’il n’en a jamais été décrit dans
les génomes bactériens déja séquencés.
Beaucoup possédent notamment des
motifs d’interaction protéiques retrou-
vés essentiellement chez des eucaryotes.
La présence de ces protéines suggere que
Legionella est capable d’interagir avec
son hote et de moduler les fonctions de
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la cellule hote pour les détourner a son
avantage (Figure 2).

Les protéines EnhC et LidL contiennent
chacune un motif eucaryote Sell et
interviennent respectivement dans I’in-
vasion et le trafic intracellulaire [4, 5].
Trois autres protéines, avec des
domaines Sell, ont été identifiées par le
séquencage et pourraient également

intervenir dans des interactions hote-

pathogene.

Pour survivre a I’ingestion par les
macrophages, Legionella inhibe la
fusion phagosome-lysosome et

échappe ainsi a la dégradation par le
lysosome. Puis elle survit et se réplique,
protégée dans une vacuole dérivée du
réticulum endoplasmique. La protéine
RalF, qui contient un motif eucaryote
Sec7, intervient a ce stade du cycle cel-
lulaire en recrutant le réticulum endo-
plasmique a la surface de la vacuole.
Par ailleurs, trois protéines de
Legionella sont similaires aux sérine/
thréonine protéine kinases eucaryotes;
chez les procaryotes, ces protéines
peuvent jouer des roles divers tels que
I’inhibition de la fusion phagosome-
lysosome ou la modulation des
défenses de I’hdte [6].

Un autre exemple de protéines qui pour-
raient interférer avec des fonctions de
I’hGte sont trois protéines a motif F-box
que nous avons identifiées dans le
génome de Legionella. Cette famille de
protéines est principalement impliquée
dans I'ubiquitinylation et la lyse consé-
cutive de protéines promotrices ou inhi-
bitrices du cycle cellulaire par dégrada-
tion protéasomique [7]. Donc ces pro-
téines de Legionella sont probablement
capables d’interagir avec la machinerie
d’ubiquitinylation de la cellule hote.
Jusqu’a présent, on n’avait encore iden-
tifié qu’une seule protéine a motif F-box
chez un procaryote (Agrobacterium
tumefaciens).

Finalement, la présence d’autres genes
codant pour des protéines typiquement
eucaryotes: protéines a motifs U-box,
sphingosine-1-phosphate lyase, sphin-
gosine kinase and apyrase suggére que
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Legionella peut moduler directement le
cycle cellulaire de I’hGte.

Plasticité du génome de Legionella

Chaque souche posséde 9 a 13% de pro-
téines spécifiques, pourcentage impor-
tant pour trois souches d’une méme
espéce. Elles possédent, entre autres, un
ou plusieurs plasmides spécifiques qui
pourraient intervenir dans la virulence et
la plasticité de Legionella. Des études
ont déja montré une corrélation entre la
présence de plasmides et la virulence [8]
ainsi qu’une plus grande persistance
dans I’environnement des souches pos-
sédant des plasmides [9]. Un plasmide
portant un systeme de sécrétion de type
IV impliqué dans la virulence, qui peut
étre présent a la fois sous forme excisée
ou intégrée dans le chromosome, a été
identifié dans les souches L. pneumophila
« Paris » et « Philadelphia ». Dans
d’autres souches, le méme type d’élé-
ment instable est associé a la virulence:
les souches perdent la virulence lorsque
le plasmide est en position excisée [10].

Conclusions

Uanalyse du génome de Legionella a
montré la grande diversité de I’espece L.
pneumophila et a permis de prédire I'im-
plication d’un grand nombre de pro-
téines dans des interactions hdte-
pathogene. Des analyses fonctionnelles
de ces genes confirmeraient si ces pro-
téines sont utilisées par L. pneumophila
pour détourner les fonctions de la cellule
hote, amibe ou macrophage pulmonaire
humain, a son avantage. La connais-
sance du génome devrait également per-
mettre, a long terme, de mettre en place
de meilleurs outils de diagnostic, de
nouvelles armes thérapeutiques ainsi
que des biocides plus actifs que ceux qui
sont connus @ ce jour pour la décontami-
nation de 'eau, et plus particulierement
des systemes d’eau chaude. ¢

What do we learn from the genome

of Legionella pneumophila?
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Figure 2. Cycle intracellulaire de Legionella dans le macrophage et protéines qui pourraient

interférer a des différents stades. En bleu, sont indiquées les étapes connues et importantes

dans le cycle infectieux de L. pneumophila. €n rouge, sont indiquées les nouvelles protéines

identifiées qui pourraient interférer dans ces étapes du cycle cellulaire.
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Syndrome de Netherton:
un modele d’étude de la
régulation de la desquamation

Pascal Descargues, Céline Deraison, Chrystelle Bonnart,

Alain Hovnanian

> U'épiderme, la couche la plus externe
de la peau, assure une fonction de bar-
riere protectrice essentielle pour I’orga-
nisme. Il est indispensable a toute vie
terrestre car il empéche la perte des
fluides corporels et s’oppose aux agres-
sions physiques et chimiques ainsi qu’a
la pénétration des agents pathogenes.
Ce rempart est assuré par la couche cor-
née, couche superficielle de I"épiderme
en contact avec I'environnement exté-
rieur, constituée de kératinocytes (cor-
néocytes) énucléés, aplatis, totalement
différenciés et inclus dans une matrice
lipidique. L'épaisseur de cette couche
est finement contrélée par le processus
de desquamation au cours duquel les
cornéocytes les plus superficiels se
détachent de la surface de la peau.
Notre équipe vient de montrer que ce
processus est profondément perturbé
dans une maladie génétique sévere de la
peau, le syndrome de Netherton.

Le syndrome de Netherton (OMIM
n°256500) est une génodermatose rare,
a transmission autosomique récessive,
caractérisée par une érythrodermie ich-
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tyosiforme congénitale, une dysplasie
pilaire spécifique (trichorrhexis invagi-
nata ou cheveux bambous) et des mani-
festations atopiques [1, 2]. Les enfants
atteints de cette maladie présentent une
érythrodermie exfoliative pouvant per-
sister toute la vie pour les cas les plus
séveres, ou laisser place a une ichtyose
linéaire circonflexe évoluant par pous-
sées [1]. Des complications menagant le
pronostic vital sont fréquentes en
période néonatale (infections bacté-
riennes, déshydratation hypernatré-
mique, perte de poids rapide) et sont
associées a une altération sévere de la
barriere cutanée [3].

Nous avons précédemment identifié le
geéne dont les anomalies sont respon-
sables de ce syndrome [4]. Il s’agit de
SPINK5 (serine protease inhibitor kazal
type 5) qui code pour I’inhibiteur de pro-
téases a sérine LEKTI (lympho epithelial
kazal type inhibitor), appartenant & la
famille des inhibiteurs de type Kazal [5]
et fortement exprimé dans la couche
granuleuse de I'épiderme [6]. LEKTI est
constituée de 15 domaines inhibiteurs de

9. Brown A, Vickers RM, Elder €M, et al. Plasmid and sur-
face antigen markers of endemic and epidemic
Legionella pneumophila strains. J Clin Microbiol 1982;
16: 230-35.
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1259-71.
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protéases a sérine et peut inhiber effica-
cement la trypsine in vitro [5]. Toutes les
mutations de SPINK5 identifiées a ce jour
chez les patients entrainent I"apparition
de codons stop prématurés et condui-
sent a I'absence d’expression de LEKTI
[4, 6]. Une activité de type trypsine
anormalement élevée a été mise en évi-
dence dans la couche cornée de patients
[7]1, mais les fonctions de LEKTI restaient
encore mal comprises. Afin de mieux
comprendre le role physiologique de
LEKTI dans "homéostasie de I’épiderme,
nous avons développé des souris Spink5~/
en invalidant le gene par recombinaison
homologue [8].

Les souris Spink5™/~ présentent dés la
naissance des érosions cutanées super-
ficielles résultant d’une perte d’adhé-
rence de la couche cornée a Iépithélium
sous-jacent (Figure 1). Ces souris meu-
rent de déshydratation quelques heures
apres la naissance en raison d’un défaut
sévere de la barriere cutanée. Le déta-
chement de I’épiderme se produit a la
transition entre couche granuleuse et
couche cornée, par clivage asymétrique
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