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Les trypanosomes africains ont

le sens du sacrifice

Etienne Pays

Infection par le trypanosome : role

du systéme immunitaire et de la
glycoprotéine VSG

Les trypanosomes africains, dont le pro-
totype s’appelle Trypanosoma brucei,
sont des protozoaires flagellés capables
d’infecter de nombreux mammiferes
suite a leur inoculation intraveineuse
lors d’un repas sanguin pris par des
mouches infectées, les Glossines, appe-
|ées communément mouches tsétsé. Chez
I’homme, cette infection provoque la
maladie du sommeil. €lle affecte aussi
les bovins, compromettant I’élevage du
bétail sur un tiers du continent africain.
Les trypanosomes sont bien connus pour
leur capacité extraordinaire a jongler avec
le systéme immunitaire de leur hote, non
seulement par I'amoindrissement de la
qualité de la réponse immune (perte de
la spécificité et de la mémoire immu-
nitaires), mais aussi et surtout, par un
pouvoir illimité de variation antigénique
[1]. Ces deux propriétés sont dues a une
glycoprotéine attachée a la membrane
plasmique du parasite par un radical d’an-
crage de type glycosyl-phosphatidyl-ino-
sitol (GPI) : la glycoprotéine VSG (variant
surface glycoprotein). La VSG est présente
en quantité extrémement abondante sous
la forme d’un manteau protecteur dense et
homogéne. Lors de chaque vague de proli-
fération du parasite, atteinte en quelques
jours, cette glycoprotéine est libérée par
le clivage de I’ancre GPI, active les macro-
phages et perturbe le systéme immuni-
taire. Parallelement, un changement d’ex-
pression génique conduit @ la production
de variants de VSG. Collectivement, ces
phénomenes expliquent que le trypano-
some provoque des infections chroniques
de longue durée, ce qui est nécessaire pour
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assurer la transmission du parasite d’un
hote a Iautre lors d’improbables piglres
par la mouche tsétsé.

Ladénylate cyclase du trypanosome :
son rdle au stade initial de ’infection
parasitaire

Adénylate cyclase et stress
environnemental

Bien que des informations tres nom-
breuses et détaillées aient été obtenues
concernant les mécanismes mis en ceuvre
par le trypanosome pour manipuler le
systeme immunitaire au cours de I'in-
fection, rien n’était connu des straté-
gies d’invasion du parasite, lorsque les
premiers parasites envahisseurs sont
confrontés a un systeme immunitaire
parfaitement fonctionnel.

Mon laboratoire s’intéressait depuis
longtemps a la fonction de I'adénylate
cyclase du trypanosome et au role de ’AMP
cyclique (AMPc) dans P’infection para-
sitaire. D’une part, nous avions observé
que la synthese d’AMPc était pratique-
ment indétectable chez le parasite dans
des conditions normales de croissance,
et ce messager n'avait pas été impliqué
non plus dans les nombreuses tentatives
d’identification des voies de signalisa-
tion intracellulaire fonctionnant chez le
parasite. D’autre part, de fagon assez
paradoxale, le génome de Trypanosoma
brucei était caractérisé par une expansion
considérable du nombre de génes codant
pour I'adénylate cyclase, avec presque 100
copies codant pour différentes isoformes.
Un indice important nous a mis sur la piste
et permis de résoudre ce paradoxe : nous
avons observé que diverses conditions de
stress environnemental provoquaient une

Figure 1. Trypanosoma brucei au milieu des cel-
lules myéloides hépatiques lors d’une infection
chez la souris. Au moment de sa phagocy-
tose par des cellules myéloides du foie (en
rose), le trypanosome (en bleu) synthétise de
I’AMPc pour inhiber la production de la cyto-
kine antiparasitaire TNF-o.. U'image est obte-
nue par microscopie électronique a balayage
de sections de foie de souris infectées par
Trypanosoma brucei (© G. Vanwalleghem, D.
Monteyne et D. Pérez-Morga, Université Libre
de Bruxelles et Centre pour microscopie et

imagerie moléculaires, Gosselies, Belgique).

activation considérable de I’adénylate
cyclase, I'effet optimal étant observé
lors de la lyse cellulaire [2]. Par ailleurs,
le séquencage du génome de différents
trypanosomatidés a révélé que la multi-
plication des genes d’adénylate cyclase
était caractéristique des parasites a vie
extracellulaire, présents dans la circula-
tion sanguine (T. congolense, T. vivax), et
donc en contact constant avec les cellules
du systéme immunitaire; a "opposé, le
nombre de copies de genes codant les
adénylate cyclases était moindre chez les
parasites essentiellement intracellulaires
(T. cruzi, Leishmania), donc moins exposés
a ces cellules immunitaires. Ainsi, la fonc-
tion des isoformes d’adénylate cyclase du
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de multiples isoformes d’adénylate cyclase avec une structure s’apparentant a celle des récepteurs transmembra-
naires. La dimérisation du site catalytique, nécessaire a I"activation enzymatique, s’opere par défaut en conditions
de stress environnemental, particulierement lors de la mort cellulaire. Lorsque les trypanosomes sont phagocytés
par les cellules myéloides de I’hdte, I’activation des cyclases produit de I’AMP cyclique (AMPc) qui inhibe la synthese
du TNF-a par ces cellules. Le TNF-a étant une cytokine inflammatoire impliquée de fagon majeure dans le controle

initial de I'infection par les trypanosomes, I’inhibition de sa synthése par les trypanosomes morts permet aux trypa-

nosomes vivants de développer I'infection.

trypanosome pouvait étre liée au stress
du parasite provoqué par I'interaction
des cellules immunitaires avec le patho-
gene sanguin.

Le sacrifice des premiers envahisseurs

Afin de tester cette hypothése, nous
avons tiré parti d’une propriété intrin-
seque de I'activité des enzymes adé-
nylate cyclase du trypanosome : la
dimérisation du site catalytique. Chez
les trypanosomatidés, les différentes
formes d’adénylate cyclase possedent
une structure qui s’apparente a celle
des récepteurs transmembranaires
avec un seul domaine catalytique
intracellulaire ; par conséquent, ces
enzymes doivent dimériser pour s’acti-

m/s n° 10, vol. 28, octobre 2012

l

ver. Nous avons construit des trypa-
nosomes transgéniques surexprimant
une forme « dominante négative » du
domaine catalytique : celui-ci a été
inactivé par mutagenése dirigée de
maniére a réduire I'activité de I'adény-
late cyclase globale une fois le dimere
formé (effet dominant négatif). De
fagon trés claire, une diminution de
I’activité de I’adénylate cyclase a été
observée, et celle-ci était associée a
une forte réduction de la capacité du
parasite a résister a I'immunité innée
de I’hote en tout début d’infection
[3]. Plus précisément, nous avons pu
montrer que I"activation des adény-
late cyclases liée a la phagocytose
du parasite par les cellules myéloides
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% Seconde vague de trypanosomes :
prolifération en I’absence de TNF-au

Figure 2. Activation de ’adénylate cyclase chez les trypanosomes afticains. Les trypanosomes africains possedent

du foie (Figure 1) était
nécessaire pour inhiber la
production de la cytokine
TNF-o. (tumor necrosis
factor- o) par ces mémes
cellules, via I'activation
de la protéine kinase A
(PKA, dont Pactivité est
dépendante du niveau
d’AMPc) (Figure 2).
TNF-o étant fortement
impliqué dans la réac-
tion antiparasitaire en
tout début d’infection, la
stimulation des cyclases
provoquée par la capture
et la mort des premiers
trypanosomes permet,
en neutralisant cette
réponse cytokinique de
I’hote, aux autres para-
sites de proliférer. Donc,
la mort des « premiers »
trypanosomes enva-
hisseurs permet a leurs
congeneres d’établir I'in-
fection (Figure 2).

Que I'adénylate cyclase
puisse étre associée a
I’inhibition de la réponse
immune par des patho-
génes était déja connu:
les bactéries Bordetella
pertussis et Brucella anthracis libérent
des toxines a activité adénylate cyclase
qui empoisonnent et détruisent les
macrophages [4]. Ce qui est original
dans le cas des trypanosomes, c’est le
sacrifice, au bénéfice de la population,
de certains parasites intoxiquant les
macrophages de I’intérieur au cours
de leur capture lors de Iétape initiale
de I'infection. Une autre observation
intéressante concerne le contrdle de
'activité des adénylate cyclases : elles
sont maintenues sous forme inactive de
fagon permanente dans les conditions
normales d’approvisionnement éner-
gétique, et leur activation spontanée
en conditions de stress est un exemple
remarquable d’adaptation immédiate
d’un organisme a un environnement



modifié en I"absence de tout apport
énergétique. Un tel mécanisme d’acti-
vation, particulierement adapté pour
un parasite confronté aux changements
soudains de son milieu, vaut aussi pour
I’activation de I’enzyme qui clive la
structure d’ancrage GPI de la VSG en
conditions de stress [2].

Conclusion et perspectives

Le r6le des adénylate cyclases a Iinter-
face hote-parasite explique I’expansion
et le polymorphisme de cette famille
enzymatique chez les trypanosomes :
en multipliant les isoformes, le parasite
évite d’étre reconnu de fagon spécifique
et efficace par le systeme immunitaire
de I’hote. Une telle diversification a
déja été observée pour d’autres enzymes
parasitaires exposées au systeme immu-
nitaire : par exemple les trans-siali-
dases de T. cruzi ou les kinases de Toxo-
plasma [5, 6].

Enfin, la fonction des adénylates
cyclases, qui cible les cellules infec-
tées de I’hGte plutdt qu’une fonction
du parasite lui-méme explique, d’une
part, les échecs des tentatives d’iden-
tification des ligands capables d’activer
ces enzymes, et d’autre part, "absence
de voie de signalisation intracellulaire
dépendant de I’AMPc chez ces parasites.
€n matiere de lutte contre ce parasite,
bien qu’il soit difficile dans I"immédiat
d’identifier des perspectives concretes,
la conception de stratégies empéchant
la dimérisation des adénylates cyclases
et, ainsi, bloquant les étapes initiales
de colonisation de I’hGte par le parasite
pourrait se révéler prometteuse. ¢
African trypanosomes have the sense
of sacrifice
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Une micropuce de diagnostic
hybride pour la détection d’ARN

non codants

Konstantinia Skrekal, Mathieu Rederstorffl:?2

> Malgré I'importance majeure des ARN
messagers (ARNm), les transcriptomes
eucaryotes sont essentiellement constitués
d’ARN non messagers ou ARN non codants
(ARNnc) pour des protéines. Ces derniers
sont impliqués dans des processus biolo-
giques variés mettant en jeu des méca-
nismes moléculaires et cellulaires mul-
tiples. Récemment, les ARNnc ont méme
été décrits comme d’excellents marqueurs
diagnostiques pour de nombreuses patho-
logies, notamment en cancérologie [1].

Séquencage a haut débit ou
micropuces : le débat fait rage

Pour la réalisation d’une analyse trans-
criptomique, les approches basées sur
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le séquencage a haut débit tendent a
remplacer progressivement les approches
basées sur 'utilisation de micropuces.
€n effet, ces derniéres nécessitent la
connaissance a priori des séquences a
étudier. Elles sont opaques a I'identifi-
cation de nouvelles molécules, telles que
des nouveaux variants issus de I’épis-
sage alternatif d’un préARNm ou des
nouveaux petits ARNnc, contrairement
aux approches par séquencage dites
« ouvertes ». Les approches par séquen-
cage sont, en revanche, encore peu uti-
lisées en diagnostic [2, 3]. Récemment,
plusieurs études ont été entreprises
avec comme objectif la comparaison

de I’efficacité, de la sensibilité et de la
reproductibilité de ces deux approches
majeures de transcriptomique. L'ana-
lyse d’échantillons biologiques ou d’une
population synthétique controlée d’ARN
a permis de comparer les résultats obte-
nus par séquencage ou micropuce. Bien
que les deux approches apparaissent
trés reproductibles et spécifiques, les
approches basées sur I'utilisation de
puces demeurent sensiblement plus pré-
cises en termes de quantification abso-
lue d’espéces trés peu abondantes [4,
5].

Malheureusement, les conditions opti-
misées d’analyse par micropuce d’ARNm
ne peuvent pas s’appliquer a I’étude des
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