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n 1873, le Docteur G.H.A. Hansen

découvrit que la lepre est une maladie
contageuse transmise par Mycobacterium
leprae. 11 établit ainsi, pour la premiere
fois dans I’histoire, la relation entre une
bactérie et une maladie infectieuse
humaine. Il n’imaginait pas a 1’époque
que, plus d’un siecle plus tard, cette mala-
die trés invalidante poserait toujours,
dans de nombreux pays, un important pro-
bleme de santé publique. En effet, 1’inci-
dence de cette maladie reste encore
aujourd hui trés inquiétante, avec plus de
690 000 nouveaux malades enregistrés
chaque année (1). Et ce, malgré la mise en
place par ’OMS, a partir de 1982, de la
polychimiothérpie (PCT) (2) et de la vac-
cination par le BCG (3, 4), qui ont consi-
dérablement réduit la prévalence de la
lepre Celle-ci est a présent estimée a env i-
ron 1 a 2 millions de cas.

La Iepre est curable et elle peut passer
inapercue, mais le plus souvent elle se
caractérise chez les malades par des
Iésions cutanées qui menent parfois a des
mutilations trés invalidantes. M. leprae se
multiplie préférentiellement aux extrémi-
tés du corps, dans les macrophages et les
cellules de Sch wann du systeme nerveux
périphérique. Les cellules de Schwann
infectées perdent alors la gaine de myéline
qui les entoure et sont détruites par les
défenses immunitaires de 1’hote. Ceci
provoque la destruction des nerfs, et la
perte de la sensibilité qui ont pour consé-
quence les stigmates irréversibles bien
connus. Actuellement, 4 % des nouveaux
p atients présentent déja des séquelles neu-
ro 1 ogiques qui dans la plupart des cas sont
iréversibles, alors qu’un diagnostic et un
traitement précoces de la maladie auraient
suffi a éviter ou au moins a limiter ce phé-
nomene. Setistiquement, pour 70 % des
patients, le diagnostic de lepre est établi
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grice a 1’observation clinique qui révele la
présence de taches cutanées accompagnées
d’une perte de la sensibilité ou de I’aug-
mentation du volume des nerfs périphé-
riques. Cependant, 30 % des malades, et
p armieux beaucoup de miltibacillaires, ne
présentent pas ce symptdme. Bien que
I’examen de frottis, en laboratoire, com-
plete I’examen clinique et classe les diff é-
rents cas de lepre suivant le nombre de
bacilles présents en lépre multibacillaire
(MB) ou paucibacillaire (PB), il est impor-
tant d’établir de nouveaux tests sérolo-
giques ou cutanés, afin d’étre certain du
diagnostic et d’identifier tous les cas
infectieux. Ainsi, la mise au point de tests
de diagnostic immunologique, la recherche
de traitements de plus en plus performants
mais aussi la découverte d’un nouveau vac-
cin devraient mener a 1’éradication de la
lepre qui est un des principaux objectifs de
I’OMS.

Etude du génome de M. leprae

M. leprae est un pathogene intra-cellu-
laire obligatoire qui ne se multiplie pas en
milieu axénique. Cette propriété a, a elle
seule, limité considérablement les
recherches, qui auraient sans doute permis
d’élucider de nombreux mystéres entourant
ce bacille, a commencer par son tropisme
particulier: les cellules de Schwann.

Néanmoins, la découve rte de diff érents
hotes animaux a permis 1’étude de M.
leprae en laboratoire. En effet, Shepard a
montré en 1960 que M. leprae pouvait se
multiplier dans les coussinets plantaires de
la souris, mais avec un temps de génération
tres lent estimé a 14 jours (5). La souris est
encore utilisée de nos jours pour tester la
sensibilité des bacilles aux antibiotiques et
contrdler les traitements (6). Cependant,

c’est chez le tatou (7) que 1’on a réussi a
produireune quantité de bacilles suffisante
pour permettrela réalisation des pemicres
études biochimiques et la purification de
I’ ADN. Et c’est grice a cette avancée que
les études génétiques chez M. leprae ont pu
étre entreprises et que 1’on a pu estimer la
taille de son génome et son contenu en G+C
(8). Les valeurs obtenues a 1’époque (G+C
56 % et taille 3,38 mega bases (Mb)) se
révélerent d’ailleurs trés proches de celles
obtemnwes a partir du séquengage du génome
effectué quelques années plus tard (57,8 %
et 3,268 Mb) (9). Parallelement a ces
découvettes, les énormes progres réalisés au
niveau des techniques de biologie molécu-
laire, notamment les techniques de clonage
et de séquencage a haut débit de fragments
d’ ADN, couplés a I’analyse par bio-infor-
matique, ont donné un nouvel essor aux
recherches sur la lepre.

Séquencage du génome

Le séquencage du génome de M.
leprae a été réalisé par étapes successives:
d’abordla purification de I’ADN a pattir
des bacilles, puis le sous-cl o n age de frag-
ments d’ADN de grande taille dans des
cosmides ou de taille aléatoire dans un
plasmide («Shotgun» du génome), et enfin
le séquencage a haut débit desclones.

La premiere étape a donc été la purifi-
cation d’ADN a partir de bacilles isolés
chez un patient de Tamil Nadu (TN), et
multipliés chez le tatou. Cette préparation
a été difficile et I’ADN puri fié n’ était pas
de tres bonne qualité, car déja 1égerement
dégradé. Ceci résultait certainement des
traitements violents utilisés pour 1’extrac-
tion, traitements dus a la présence chez M.
leprae d’une enveloppe tres résistante, mais
pouvait aussi résulter de I’existence d’une
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Figure 1 - Carte circulaire du génome de M. leprae montrant la position et ’orientation des génes connus, des pseudogenes et des séquences répétées.

Depuis I’extérieur, les cercles 1 et 2 correspondent respectivement aux génes présents sur les brins moins et plus du chromosome; les cercles 3 et 4 cor -
respondent aux pseudogenes; 5 et 6 aux genes spécifiques a M. leprae; 7 aux séquences répétées; 8 au contenu en G+C, 9 au rapport (G+C)/(G-C). Les

geénes ont une couleur différente suivant leur fonction: métabolisme des lipides en noir; respiration et métabolisme intermédiaire en jaune; machinerie

cellulaire en rou ge; protéines régulat rices en bleu clair; protéines hypothétiques conservées en orange; protéines ayant une fonction inconnue en vert clair;

séquences d’insertion et fonctions relat ives aux phages en rose; ARN en bleu foncé; paroi cellulaire en vert; les familles de protéines PE et PPE en magenta;

adaptation, virulence et détoxification en maron. Les nombres a I’extérieur indiquent I’échelle en Mégabases.

populaton de bacilles hétérogenes chez le
tatou dont I’ ADN était déja plus ou moins
endommagé. Néanmoins cet ADN fut
digéré par des enzymes de restriction, et
des fragments de grande taille (~40 kilo
bases (kb)) furent clonés dans différents
cosmides. Les profils de restriction d’en-
viron 1000 clones indépendants, issus du
clonage dans le cosmide Laist6, furent
comparés et analysés par la technique du
«fingerprint» (10, 11). Une carte physique
du chromosome, représentée par les cos-
mides ch evauchants, fut donc établie et on
put réaliser I’ébauche d’une carte génétique
en positionnant sur cette carte physique dif-
férents génes et loci de M. leprae préala-
blement identifiés. Cependant, cette carte
intégrée ne représentait pas la totalité du
chromosome, elle était en effet constituée
de 4 contigs non reliés entre eux, et les ten-
tatives pour la compléter a 1’aide d’une
autrebanque cosmidique, constmuite dans le
vecteur navette pYUB18 (12), échouerent.
Vraisembl ablement, quelques régions chro-
mosomiques, peut-&tre sous-représentées
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dans les préparations d’ADN, étaient
impossibles a cloner dans les cosmides.
Toutefois, ces régions étaient présentes dans
les plasmides recombinants générés lors du
«shotgun» du génome. Ceclonage fut réa-
lisé globalement de la fagon suivante:
I’ADN de M. leprae (TN) fut fractionné de
facon aléatoire en fragments de petites tailles
(~2 a 3 kb) et ces fragments furent donés
dans le plasmide pUC18.

La séquence totale du génome de la
souclke TN de M. leprae, quant a elle, fut
obtenue en combinant la séquence de cos-
mides sélectionnés et 1a séquence de la tota-
lité des clones obtenus par «shotgun» (9).
Celle-ci fut ensuite soumise a 1’analyse bio-
informatique.

Analyse de la séquence

Le chromosome de M. leprae est cir-
culaire. Il contient 3268203 paires de bases
avec, en moyenne, un pourc e ntage de G+C
de 57,8 et I’analyse bio-informatique a

montré que 1605 genes codent pour des
protéines. On constate que ces valeurssont
beaucoup plus basses que celles trouvées
dans le génome de M. tuberculosis,ou envi-
ron 4000 genes ont été identifiés pour une
taille de 4411532 avec un G+C de 65,6 %
(13).

Déja, lors de I’analyse de la séquence
du premier cosmide, le B1790 (14), il avait
été montré que seule la moitié de la
séquence était potentiellement codante.
Cela semblait trés étonnant, mais a 1’époque
aucun génome mycobactérien n’avait
encore été séquencé et les comparaisons se
limitaient aux séquences des genes d’autres
especes. En revanche, lorsque la séquence
totale de M. leprae fut terminée, la séquence
de M. tuberculosis était disponible et les
résultats des comparaisons entre les
génomes et protéomes de ces deux patho-
genes furent tres informatifs (15). On
remarqua alors que 49,5 % du génome de
M. leprae contiennent des phases de lec-
tures codantes et que dans les 50,5 % res-
tants, 27 % contiennent des pseudogenes
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Tableau I - Comparaison des caractéristiques des deux génomes.

Mpycobacterium leprae

Mpycobacterium tuberculosis

Taille du génome (pb)

G+C (%)

Séquences codantes ( %)

Nombre de génes

Nombre de pseudogenes

Taille moyenne des génes (pb)

Taille moyenne des génes inconnus (pb)

3268203 4411532
57,719 65,61
49,5 90,8
1605 3959
1116 6
1011 1012
338 653

vraisemblablement dépourvus de fonction
mais identifiables grace a la comparaison
avec M. tuberculosis,ou ils sont encore par-
faitement fonctionnels. Les 23,5 % de
séquences restantes ne paraissent pas &tre
codantes. Le chromosome comporte donc
1116 pseudogenes, qui semblent étre répar-
tis au hasard, et 1605 genes potentiellement
actifs organisés en clusters flanqués de
longues régions non-codantes (Fig. 1).
Parmi ces geénes, 1439 se trouvent chez les
deux pathogenes, et 165 sont propres a M.
leprae. L’ analyse inform atique montre que
dans ce dernier groupe, 29 genes ont une
fonction probable alors que les 136 autres
ne présentent aucune similarité avec des
genes connus. Certains de ces demierssont
peut-étre des pseudogénes dont on ne
connait pas I’ancétre, et ce dans la mesure
ou ils sont plus petits que la moyenne des
genes (9). La comparaison des principales
caractéristiques des deux génomes est
indiquée dans le tableau I.

Evolution réductive

Si on considere que toutes les myco-
bactéres descendent d’un ancétre commu n
dont la taille du génome devait étre environ
de 4,4 Mb, on constate que la réduction de
celui de M. leprae, qui a di avoir lieu au
cours de 1’évolution, est d’une importance
significative. Si tout le génome de M. leprae
et celui de M. tuberculosis étaient codants,
on attendrat 3000 protéines pour le premier
et 4000 pour le second. Les premieres ana-
lyses du protéome ont mis en évidence la
présence de 391 protéines solubles chez M.
leprae (16) et presque 1800 chez M. tuber -
culosis (17). Ceci semble confirmer que les
pseudogenes sont inertes. M. leprae aurait
perdu quelques 2000 genes et 1I’évolution
réductive aurait défini I’ensemble minimum
de geénes nécessaires a la survie de ce patho-
geéne inracellulaire La perte d’info rmation
génétique a grande échelle a été précé-
demment décrite chez des parasites intra-
cellulaires  obligatoires tel  que
Rickertsia(18) ou des bactéries symbio-
tiques telle que Buchnera spp (19). Chez
celle-ci la taille du génome a été réduite de

~4,5 a 0,64 Mb par de grandes délétions.
Cependant, contrairement a M. leprae, on
note la présence d’un petit nombre de pseu-
dogenes. Les auteurs suggerent que les
geénes sont inactivés a partir du moment ot
leur fonction n’est plus utilisée, car ces bac-
téries colonisent des niches tres spéciali-
sées. De plus, ces organismes n’ayant pas
de cycles sexués, les évenements de recom-
binaison avec des ADN étrangers sont peu
probables, h o rmis peut-étre avec I’ADN de
leur héte. Ce transfert horizontal de gene
semble avoir eu lieu chez M. leprae au
niveau de proS, qui code pour une prolyl-
tRNA synthétase. En effet les comparaisons
de séquences montrent une similarité plus
grande avec les enzymes eucaryotes telles
que celle de 'homme et de la drosophile,
qu’avec I’enzyme de M. tuberculosis. Au
contraire de M. tuberculosis H37Rv, qui
contient au moins deux prophages et 56
séquences d’insertion plus ou moins
intactes (IS) (13, 20), M. lep rae ne contient
que trois genes ayant tres certainement une
origine phagique, et 26 vestiges de trans-
posons. La perte d’ ADN répété, tel que les
IS, est également un signe de 1’évolution
réductive.

Bien que I’on ne connaisse pas les
mécanismes mis en ceuvre pour la forma-
tion des pseudogénes, on suppose que 1’in-
activation de certains génes qui sont impli-
qués dans la recombinaison, la réplication
de I’ADN et le maintien de I’intégrité du
génome, joue un role important. Chez M.
leprae le géne dna(Q, qui code pour la sous-
unité ¢ de I’ ADN poly mérase 111 dont I’ac-
tivité de «relecture» vérifie la fidélité de la
réplication (21), est délété. Il en est de
méme pour les genes mutL et mutS qui, eux,
participent a la réparation des mésappari-
ments. Aucun systéme connu ne corrige les
erreurs de réplication chez M. leprae et la
voie de recombinaison générale, Catalysée
De plus, il semble tout a fait évident que des
évenements de recombinaison homologue
au niveau des séquences répétées ont été
responsables a la fois des délétions et du
réamangement du génome de M. leprae par
rapport a celui de M. tuberculosis. Sil’on
compare les deux génomes, on peut déli-
miter 65 segments qui sont presque super-
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posables mais arrangés différemment. Chez
M. leprae, 1’ ordre des genes est interrompu
par des séquences répétées, par des génes
d’ARN de transfert, ou par des régions
dépourwes de genes. Globalement, 2 % du
génome sont composés de séquences répé-
tées. Ces dernieres ont été classées en 4
familles: RLEP (37 copies), REPLEP (15
copies), LEPREP (8 copies), LEPRPT (5
copies). Bien qu’aucune homologie de
séquence n’ait été trouvée avec des €lé-
ments transposables, il semble que les
séquences RLEP soient capables de dissé-
mination car on les trouve de facon prédo-
minante a I’extrémité 3’ des genes mais
aussi a l’intérieur de certains pseudo-
genes (22).

Familles multigéniques

Il existe chez M. tuberculosis une véri-
table redondance fonctionnelle : en effet la
moitié des génes sont issus d’éveénements
de duplication génique et de remaniement
(15). On compte ainsi 213 familles avec 2
membres et 72 avec 3 membres, alors que
chez M. lep rae seulement 87 et 37 familles
ont respectivement 2 et 3 membres. M.
tuberculosis, quant a lui, contient un
nombre trés important de génes qui sont
impliqués dans le métabolisme des lipides
ou qui codent pour deux nouvelles familles
de protéines, les PE et PPE (23). Les pro-
téines de la famille PE, qui compte environ
100 membres, ont un domaine N-terminal
commun de 110 acides aminés avec en par-
ticulier les motifs Pro-Glu (PE) aux posi-
tions 8 et 9. Cette famille se divise en trois
groupes dont les membres sont classés sui-
vant la nature de leur domaine C-terminal.
Le groupe le plus important est celui des
PE-PGRS (polymorphic GC-ri ch sequence)
qui se composent de motifs répétés (Gly-
Gly-Ala). Les membres de la famille PPE
ont, eux, un domaine N-terminal commun
de 180 acides aminés avec le motif Pro-Pro-
Glu (PPE) aux positions de 7 2 9, et sont au
nombre de 68. De méme que les protéines
PE, les PPE sont composées, pour la plu-
part, de séquences répétées en tandem. Ces
167 genes exceptionnellement riches en
G+C et dont on ne connait pas la fonction,
occupent 8 % du génome de M. tuberculo -
sis. Il est surprenant de constater que chez
M. leprae 1a plupart des genes qui codent
pour les PE et PPE sont des pseudogenes,
ils sont au nombre de 30, et que seulement
neuf genes PE et PPE sont intacts, dont
aucun PE-PGRS, alors que tous les
génomes nycobactériens séquencés en
contiennent un nombre beaucoup plus
important. Ainsi, la disparition de la plupart
des membres de ces grandes familles de
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genes riches en G+C peut expliquer la petite
taille et le faible contenu en G+C du
génome de M. leprae par rapporta celui de
M. tuberculosis.

On peut enfin constater que les familles
de protéines les plus importantes sont tou-
jours celles impliquées dans le métab o-
lisme des lipides et des polykétides, la syn-
these de la paroi (transférases,
glycosyltransferases), le transport des
molécules (ABC transporteuss, les pro-
téines MmpL) et la régulation des genes
(TetR, WhiB, systemes a 2 composants).
La liste de tous les genes de M. leprae est
accessible sur le site: http://www.pas-
teur.fr/recherche/unites/Lgmb/NATURE_D
ATA _ gene_list. Pour obtenir le maximum
d’inform ations concernant la séquence, il
suffit de consulter la page suivante:
http://genolist.pasteur.fr/Leproma. Sur
Leproma, plusieurs criteres de recherche
sont utilisables: le nom ou la fonction du
gene, ou encore, la région du génome (24),
et il est aussi possible de comparer des
séquences nucléotidiques ou protéiques en
utilisant les programmes BLAST (25, 26)
ou FASTA (27).

Comme tentent de le montrer les
exemples suivants, I’analyse du génome a,
des a présent, apporté de nombreuses
réponses aux questions posées concernant
la physiologie de M. leprae. Toutefois, il ne
s’agit ici que d’un bref résumé et non pas
d’une liste exhaustive.

Biosynthése de ’enveloppe

L’enveloppe des mycobactéres est
constituée d’'une membrane cytoplasmique
et d’une paroi qui se compose essentielle-
ment d’un réseau de peptidoglycane,
d’arbinogalactane et d’acides mycoliques.
Chez M. tuberculosis, le peptidoglycane
contient de 1’alanine et il existe trois classes
d’acides mycoliques, les o, kéto et
méthoxymycolates. En revanche, chez M.
leprae, le peptidoglycane contient de la
glycine et les acides mycoliques sont de
deux types, les a et les kétomy colaes (28).
Il est vrai que I’on ne connait pas les effets
de ces modifi c ations sur les pro p riétés phy-
siques de la paroi, mais I’analyse du
génome a montré que les méthox ymyco-
lates étaient absents parce que les génes qui
codent pour les enzymes MmaA2 et
MmaA3, dont le role est d’attacher le
groupe methoxy chez M. tuberculosis
(29), étaient délétés.

La paroi joue un rdle trés important
dans la survie des mycobactéries patho-
genes, surtout lors de leur multiplication
dans les macrophages. Ainsi, il a été mon-
tré que la cyclopropanation des acides
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mycoliques contenus dans la paroi par la
CMAS-1 (cyclopropane mycolique syn-
thase-1), protegele bacille tuberculeux du
stress oxydatif (30). La séquence du
génome de M. leprae indique que les
genes responsaies des fonctions de pro-
panation des acides mycoliques ont été
délétés. En effet, seuls les genes cmaA2 et
umaA2, décrits chez M. tuberculosis (31)
ont échappé a 1’évolution réductive.
Malgeé cela, M. leprae peut se multiplier
dans les macrophages, il doit donc dispo-
ser de 1’arsenal nécessaire pour se proté-
ger des oxydants 1étaux présents dans ces
cellules. Le phénol-glycolipide PGLI
devrait fairepartie de cet arsenal, dans la
mesureou il a été montré qu’il piegeait les
radicaux hydroxyl et les anions super-
oxyde. Le PGLI est constitué d’un lipide
phénolique, commun a toutes les myco-
bactéries, lié a un trisaccharide spécifique
aM. leprae. Ce trisaccharide semble tres
important, d’une part il serait tres immu-
nogene, d’ autrepart il interviendrat dans
la liaison de M. lep ra e avec les cellules de
Schwann.

La production d’énergie ou catabolisme
chez M. leprae est trés réduite: un tiers des
genes fonctionnels chez M. tuberculosis a
disparu. Que ce soit au niveau du cycle de
Krebs ou de la glycolyse, les copies des
genes ont été délétées. D’une part, et ce bien
que M. leprae possede le cy cle des glyox y-
lates intact, les voies anaplérotiques ont été
perdues ou modifiées. L’ enzyme malique,
qui transforme le pyruvate en malate, est
délété et la pyruvate carboxylase, qui
transfomele pyruvate en oxaloacétate, est
remplacée par une phospho-enol-pyruvate
carboxylase. D’autre part, les sources de
carbone utilisables par M. leprae sont tres
réduites. Par exemple, ce bacille ne peut uti-
liser ni I’acétate (les geénes ackA, pta et acs
sont délétés), ni le galactose.Ceci implique
une spécificité de milieu de culture tres
importante. Enfin, la chaine respiratoire
aérobie étant tronquée et la chaine anaéro-
bie étant inactive, la production d’ATP a
partir de I’oxydation du NADH est impos-
sible et la régénération du NAD doit étre
tres limitée.

En revanche, M. leprae a gardé les prin-
cipales voies anaboliques. Fait marquant
pour un pathogene intracellulaire obliga-
toire les voies de biosynthese des purines,
et des pyrimidines sont intactes.
Néanmoins, M. leprae pourrait étre auxo-
trophe pour la méthionine puisque le géne
metC, qui code pour la cystathionine
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B-lyase, est un pseudogene et devrait avoir
une source organique de soufre, puisque les
genes qui codent pour le systeme de trans-
port de cette molécule, cysT, W et A sont
inactivés. Cette bactérie est aussi proba-
blement auxotrophe pour la cobinamide, car
il manque les genes cobD et U, alorsque les
genes nécessaires a la synthese de la vita-
mine B12, a partir de la cobinamide, sont
présents.

L’ensemble de ces observations montre
a quel point M. lep rae a besoin d’un milieu
tres particulier pour se multiplier. C’est
pourquoi jusqu’a maintenant aucun milieu
synthétique, permettant la culture de ce
bacille, n’a pu étre élaboré.

Les protéines régulatrices, de méme
que les fonctions cataboliques, sont tres
réduites chez M. lepra e. En effet, elles sont
au nombre de 46 alors que l’on en
dénombre plus de 110 chez M. tuberculo -
sis. Ceci suggere que M. leprae, avec des
facultés d’adaptation restreintes, se déve-
loppe tres certainement dans une niche plus
stable.

Il existe des différences majeures
entre les bacilles 1épreux et les bacilles
tuberculeux au niveau de la reconnais-
sance des promoteurset de I’initiation de
la transcription. Ces diff érences peuvent
peut-étreexpliquer leurs caractéristiques
physiologiques. Les mécanismes concer-
nés mettent en jeu les facteurs sigma de
I’ARN polymérase. On compte 13 fac-
teurs sigma appartenant a la famille
sigma 70, dont 10 font partie de la sous-
famille ECF (extra-cytoplasmic fonc-
tion), chez M. tuberculosis. 11 a été mon-
tré récemment que la capacité de ce
bacille a se multiplier a 37°C est contro-
1ée par SigB, a travers les facteurs sigma
ECFE et H. De plus, la perte du gene sigEl
affecte la résistance au SDS et au stress
oxydatif des bactéries, ainsi que leur sur-
vie dans les macrophags (32, 33). On
constate chez M. leprae 1’ existence de
pseudogenes pour la plupart des facteurs
sigma, exceptés SigA, SigB et les 2 sigma
ECF, SigC et SigE. On peut donc imagi-
ner que la diminution de 1’expression de
SigB due a la perte de SigH fait que M.
leprae se multiplie a des températures plus
basses que M. tuberculosis et colonise en
conséquence préférentiellement les parties
froides du corps humain telle que la peau.
Enfin, on remarque a nouveau que cette
bactére a gardé le minimum de génes qui
Iui permettent de s’adapter au milieu dans
lequel elle doit survivre, notamment les
macrophages.



A

Pathogénicité

Pour certaines bactéries, la combinai-
son de la génomique et de 1’analyse infor-
matique ont permis I’identification de fac-
teursde virulence,le meilleur exemple étant
le cas du bacille de la peste Yersinia pestis
(34). Dans ce cas, 1’ examen de la séquence
al’aide de logiciels informatiques d’analyse
utilisant le biais des dinucléotides par
exemple (35, 36), a montré I’existence des
il6ts de path ogénicité. Cependant, la méme
analyse chez M. leprae n’a donné aucun
résultat, et de tels il6ts n’ont pas été iden-
tifiés. De plus, les genes qui, chez M. tuber -
culosis, pourraient coder des facteurs de
virulence tel que I’operon Mce (15, 37), ont
été réduits en nombre ou délétés chez M.
leprae. 11 semble que les capacités de ce
bacille a survivre dans les macrophages et
les cellules de Schwann représentent a elles
seules des déterminants de pathogénicité
majeurs. Pourtant, la survie dans les macro-
phages semble délicat e, car non seulement
sa paroi le prote gemoins bien, mais en plus
M. leprae a perdu un de ses moyens de
défense: la catalase-perxydase KatG (38).
Cependant les deux superoxydes dismu-
tases, SodA et C, persistent. En revanche,
la survie de M. leprae dans les cellules de
Schwann doit étre beaucoup plus facile. En
effet ces cellules, qui ne sont pas des pha-
gocytes professionnels, sont incapables de
détmireles pathogenes. De plus, elles pro-
tegent M. leprae du systtme immunitaire de
I’hote et des antibiotiques. Récemment un
modele d’interaction entre ces cellules et M.
leprae a été proposé. Une protéine de la
paroi mycobactérenne ML-LBP21 (21 kilo
Dalton (kDa)), qualifiée d’adhésine, se fixe-
rait a un récepteur de la membrane basale
des cellules, via I’extrémité carboxy-ter-
minale de la laminin-2 (LNa2G) (39-41).
La découve rte de ces récepteursbactériens
et cellulaires off re de nouvelles possibilités
pour traiter et prévenir la destruction des
nerfs de fagon précoce et plus ciblée.

Traitements

Les informations déduites de la
séquence sont trés importantes pour le trai-
tement de la Iépre. La connaissance de I’en-
semble des genes, enzymes, protéines et
voies métaboliques permet de comprendre
pourquoi tel antibiotique est actif ou non et
d’envisager I’utilisation de nouveaux médi-
caments.

Le traitement recommandé par I’OMS
(PCT) comprend la rifampicine, la dap-
sone et la clofazimine. Puisque la rifam-
picine est I’antibiotique clé de la PCT, le
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projet de séquencage a commencé par le
cosmide B1790 (14), qui contient la
région du ch romosome entourant le géne
rp o B. En effet, les études précédentes, réa-
lisées chez E. coli et d’autres micro-orga-
nismes, ont montré que la sous-unité {3 de
I’ ARN polymérase, codée par ipo B, est la
cibk de la rifampicine. Les bases molé-
culaires de la résistance a la rifampicine
ont été établies a partir des résultats de la
séquence et de 1’étude d’isolats diniques
résistants a cet antibiotique (42). De plus,
ces informations ont été utilisées pour
mettre au point des tests diagnostiques
moléculaires qui permettent de détecter
rapidement les bacilles résistants a la
ri fampicine a partir de biopsies (43, 44). 11
faut préciser que, chez M. leprae, la réa-
lisation d’un antibiogramme classique est
impossible puisque ce bacille ne semulti-
plie pas en dehors d’un hdte animal, et
qu’il est donc nécessaire, pour évaluer la
sensibilité des bacilles, de les injecter dans
le coussinet plantaire de la souris ce qui
implique une procédure longue, contrai-
gnante et coliteuse. Les techniques molé-
culaires qui sont basées sur une amplifi-
cation génique et une hybridation
présentent en revanche de nombreux
avantages. D’abord, elles permettent d’évi-
ter la culture bactérienne, I’amplification
ayant lieu directement a partir des biop-
sies, ensuite, elles sont tres rapides dans la
mesureoules résultats sont obtenus en 48
heures.

La PCT a été développée en raison
d’une large émergence de la résistance a la
dapsone, qui avait été administrée aux
malades en monothérapie dans les années
60. De nouveau, la génomique a été d’une
grande importance pour comprendre les
bases moléculaires de la résistance a la
dapsone. En effet, les auteurs ont montré
que c’est le géne folP1, qui code pour une
folate-synthase, qui est muté chez les bac-
téries résistantes a la dapsone (45). De
plus, I’étude des mécanismes enzyma-
tiques et du mode d’action de ladapsone,
réalisés grice a la cristallisation de cette
enzyme chez M. tuberculosis, devraient
pemettre de synthétiser de nouvelles
molécules mieux adaptées pour lutter
contrela lepre.

Le troisieme composé de la PCT, la clo-
fazimine, est 1’antibiotique le moins bien
connu quant a son mode d’action, et les
mécanismes de résistance n’ont pas encore
été étudiés.

Le fait que M. leprae soit relativement
sensibka un plus grand nombre d’antibio-
tiques que ne 1’est le bacille tuberculeux
peut s’expliquer par sa composition
génique. D’abord, il possede moins de
geénes codant pour des protéines capables de
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modifier ou d’inhiber les antibiotiques. Par
exemple, M. leprae est plus sensible aux
f lactames que le bacille tuberculeux car il
ne possede que deux genes codant poten-
tiellement pour des {3 lactamases (ML0270
et ML1923), alors que M. tuberculosis en
comporte sept. Ensuite, la capacité de M.
leprae a transporter les molécules vers I’ ex-
téreur de la cellule est tres limitée, en effet
les 4 grandes familles de protéines trans-
membranaires (ABC, MFS, SMR, RND),
qui assurent les mécanismes d’efflux et
contribuent a la résistance naturelle des bac-
téries, comportent peu de membres com-
paré a M. tuberculosis (46).

Néanmoins, la perte de certains génes
a cause de I’évolution réductive ne repré-
sente pas toujours un handicap pour M.
leprae, vis-a-vis des antibiotiques. Par
exemple, le bacille lépreux est résistant a
I’isoniazide car I’enzyme qui active cette
molécule, la catalase-perxydase KatG, est
absente.

L’acces au génome de M. leprae a été
possible grice a la construction des
banques cosmidiques. Ces banques sont
encore aujourd’hui un outil d’une valeur
inestimable. Elles fournissent en effet une
source inépuisable d’ADN, dans la
mesureoul’ ADN cloné est amplifié chez
E. coli, et ce sans avoir a manipuler cette
bactérie pathogene impossible a cultiver
in vitro De plus, chaque banque est utili-
clones navettes (pYUBlS), grice a leur
origine de réplication nycobactérienne,
pemettent 1’étude de 1’expression des
genes de M. leprae chez d’autres myco-
bactéres a croissance rapide et non
pathogenes, telles que Mycobacterium
smegmatis ou M. bovis (BCG). D’autre
patt, les clones issus du « shotgun» sont
utilisés pour la réalisation de micro-puces
a ADN. Celles-ci sont destinées, dans un
p remier temps, a la recherche de régions
variables dans le génome de M. leprae,
afin d’entreprendre des études épidémio-
logiques. En effet, la différenciation des
souches du bacille Iépreux permettrait
d’identifier chaque agent infectieux, afin
de suivre sa dissémination, et de faire la
distinction entre les cas de re chute ou de
réinfetion. Jusqu’a maintenant, les tech-
niques disponibles et 1’acces limité au
génome de ce bacille n’avaient pas permis
la détection de différences dans la
séquence d’ADN de bacilles d’origines
géographiques diverses (47) et le génome
de M. leprae, qui a énormément changé au
coursdel’éwolution, semblait tres stabl e.
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Or, on a récemment pu mettre en évidence

: ; . Résumé »
un certain polymorphisme, au niveau du
gene rpoT (48) et au niveau du nombre de L’analyse génomique de Mycobacterimlep rae,I’agent pathogene de la lépre, a été
répétitions du trinucléotide TTC (49). Ces réalisée grace au séquencage 4 haut débit des cosmides et plasmides préparés a par-
résultats sont trés prometteurs, et la mise tir de ’ADN d’une souche isolée d’un patient. Elle a montré que ce bacille possede
au point de tests discriminants est en cours un seul chromosome circulaire, dont la taille (3,2 Mb) et la composition en G+C
d’étude. Dans un deuxieme temps, les (57,8 %) sont réduits par rapportaux autres chromosomes nycobactériens connus.

L’analyse informatique de la séquence a mis en évidence que seule la moitié de la
séquence est codante. L’autre moitié contient des pseudogenes et des séquences non
codantes. Le génome de M. leprae a donc subi une évolution réductive tres impor-

micro-puces seront utilisées pour 1’étude
du transcriptome de M. leprae afin de

déterminer si les genes et pseudogenes, tante qui ne lui a laissé qu’un set minimum de génes fonctionnels pour vivre. Les
repérés grace a I'analyse informatique, inform ations déduites de la partie codante de la séquence permettent d’appréhender
sont transcrits. les propriétés biologiques particuliéres de cet agent infectieux a développement

Les banques génomiques ont en pre- intra-cellulaire obli gatoire. De plus, la disparition de nombreuses voies enzymatiques
mier lieu permis la réalisation de la par rapport a M. tuberculosis, autre pathogene intra-cellulaire en certains points

semblahle a M. leprae, explique les différences observées entre les deux organismes.
Enfin, I’analyse génomique du bacille 1épreux permet de comprendre les bases molé-
culaires de sa résistance a différents antibiotiques et d’identifier des cibles poten-
tielles pour la mise au point de nouveaux traitements.

séquence du génome de M. lepme.
L’ analwe de cette séquence a montré que
le génome a subi une évolution réductive
tres importante, qui n’a laissé a ce bacille
qu’un set minimum de génesfonctionnels Mots-clés ¢

pour vivre ou surviv re dans des niches tres

sélectives. Néanmoins, on a pu identifier Mycobacterium leprae - Banques génomiques - Séquence - Evolution réductive -
dans ce set minimum, des génes potentiel- Antibiotiques.

lement codants, mais pour des protéines de

fonction inconnu e, qui n’existent que chez

M. lep rae. Ceux-ci semblent particuliere- Abstract »

ment intéressants dans la mesure ou,
parmi eux, poumaient se trouver des fac-
teursde virulence ou des antigénes spéci-

THE MYCOBACTERIUM LEPRAE GENOME : FROM SEQUENCE ANALYSIS
TO THERAPEUTIC IMPLICATIONS

f“_lues au bacille Iépreux. Quelques pro- The genome of Mycobacterimleprae, the causative agent of leprosy, was analyzed
téines produites aprés le clonage de ces by rapid sequencing of cosmids and plasmids prepared from DNA isolated from one
genes sont d’ores et déja a 1’étude. Si elles patient's strain. Results showed that the bacillus possesses a single circular chro-
s”averent étre des antigénes reconnus par mosome that diffe rs from other knownmy cob acte riumch romosomes with rega rd
des serums de malades, elles pourront étre to size (3.2 Mb) and G+C content (57.8%). Computer analysis demonstrated that

onlyhalf of the sequence contains protein-coding genes. The other half contains pseu-
dogenes and non-coding sequences. These findings indicate that M. leprae has under-
gone a major reductiwe evolution leaving a minimal set of functional genes for sur-
vival. Study of the coding region of the sequence provides evidence accounting for

intégrées dans des tests immuinodiagnos-
tiques ou étre utilisées pour la mise au point
d’un nouveau vaccin, ce qui constituerait

une avancée déterminante dans la lutte the particular path ogenic pro p erties of M. leprue which is an obl i gate intracellular

contrela lepre. parasite.Disappearance of numerous enzymatic path ways in comparison with M.
tuberculos's, an intracellular pathogen comparable to M. leprae, could explain the
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