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Article abstract

Leishmania is a protozoan parasite responsible for considerable morbidity
worldwide. The pathologies caused by Leishmania infections are varying with
the species. The ongoing determination of the Leishmania major genome
sequence represents a milestone for Leishmania research. We discuss here the
use of transcriptomics and proteomics to accelerate our understanding of key
processes related to Leishmania biology. These two techniques should be useful
to find genes and proteins that are expressed in a stage-specific manner and
examples of the use of such techniques are provided. Both approaches will
complement each others. Indeed, while a number of stage-specific genes have
increased stable RNA levels, an even larger subset of the Leishmania
amastigote genes are regulated at the level of translation. The availability of
the Leishmania genome should also permit important advances in finding
species-specific genes that could explain different pathologies. Functional
genomic and proteomic approaches should also be useful for understanding
the mechanisms of drug resistance in the parasite. The availability of both the
Leishmania genome and of its human host or of the mouse animal model will
facilitate large scale studies and increase our understanding of host-pathogen
interactions.
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> Le parasite du genre Leishmania est, selon les
especes, responsable de différentes pathologies

MEDECINE/SCIENCES 2003 ; 19 : 900-9

Le parasite
Leishmania

a ’éere de la

et représente une cause importante de morbidité
et de mortalité en médecine humaine et vétéri-
naire. Ce parasite intracellulaire est transmis par
Iintermédiaire de la mouche des sables chez un
hote vertébré, ou, apres différentiation, il se
multiplie dans les macrophages. Le séquencage
du génome de I'espece Leishmania major est
quasiment terminé. Ces données de séquences
s’averent une source inestimable pour des études
transcriptomiques et protéomiques qui permet-
tent de mieux comprendre le processus de diffé-
rentiation du parasite, son interaction avec la
cellule hdte et sa capacité a résister aux traite-
ments conventionnels. <

Les progrés récents en génomique et en protéomique
ont revitalisé la recherche en microbiologie et parasito-
logie. Depuis la publication de la séquence du génome
de la bactérie Haemophilus influenzae en 1995 [1], de
nombreux génomes microbiens ont été séquencés. Fin
2002, on comptait déja plus de 100 génomes microbiens
completement séquencés et plusieurs centaines dont le
séquencage était en cours (http://wit.integratedgeno-

mics.com/GOLD). Les parasites ne sont pas en reste
comme en atteste le séquengage récemment publié du
génome de Plasmodium falciparum, agent du palu-
disme [2] et celui, en cours, de plusieurs autres para-
sites. Nous nous intéresserons ici au séquencage du
génome du parasite Leishmania. €n effet, depuis 1990
la Faculté de Médecine de I’Université Laval a développé
un pole de recherche en parasitologie ou s’effectue,
sous les auspices d’un groupe des Instituts de
Recherche en Santé du Canada (IRSC), une recherche
intégrée sur le parasite Leishmania portant sur les
interactions hotes-pathogénes (y compris la co-infec-
tion avec le VIH), sur le processus développemental et
sur la chimiorésistance du parasite au traitement.
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de I'ordre des kineto-

plastidae qui comprend entre autres Trypanosoma bru-
cei, agent de la maladie du sommeil, et Trypanosoma
cruzi, agent de la maladie de Chagas. Leishmania a un
cycle de vie dimorphique. Chez la mouche des sables
(Figure 1B), principalement les espéces Lutzomyia et
Phlebotomus pour I'immense majorité des cas de
transmission a I’homme [3], on retrouve ce parasite
sous une forme promastigote, d’abord procyclique non
infectieuse, puis, apres différenciation dans le tractus
digestif de I'insecte, sous forme métacyclique et infec-
tieuse. Le promastigote, de forme allongée et flagellée
(Figure 14), est d’une grande mobilité. La transmission
a I’homme est réalisée par piglre par un insecte
infecté. Une fois chez I’héte, le parasite pénétre dans
les macrophages (la transformation de promastigotes
en amastigotes n'a pas encore été démontrée dans les
cellules dendritiques) ol le promastigote se trans-



forme en amastigote. 'amastigote, de forme arrondie,
n’a pas de flagelle développé et est peu mobile (Figure
1D). Linfection se répand chez un individu par relar-
gage/internalisation de macrophage a macrophage.
Bien que I'infection par Leishmania soit de fait une
maladie transmise a partir des animaux (zoonose), ol
I’lhomme est souvent un hote facultatif, les preuves,
dans certaines régions particulieres, d’un cycle de
transmission d’une personne a I'autre (anthropono-
tique) s’accumulent. Plusieurs espéces de Leishmania
peuvent infecter ’lhomme et provoquer des manifesta-
tions cliniques différentes connues sous le nom de
leishmanioses [4]. Leishmania major par exemple pro-
voque des leishmanioses cutanées dont les [ésions sont
généralement, mais pas toujours, réversibles. D’autres
especes, comme le complexe Viannia, sont la cause de
leishmanioses mucocutanées qui touchent les
muqueuses et sont beaucoup plus débilitantes. Plus
graves, les Leishmania du complexe donovani provo-
quent des leishmanioses viscérales qui sont souvent
fatales en I'absence de traitement. Malgré une assez
bonne corrélation entre espéce et pathologie, il existe
des exceptions comme les cas de leishmanioses viscé-
rales observées chez des soldats ayant participé a
I’Opération Tempéte du Désert et qui sont dues a L. tro-
pica, normalement responsable de leishmanioses cuta-
nées [5].

Leishmania est un parasite de vaste distribution géogra-
phique retrouvé en Asie, Afrique, Amérique du Sud et Cen-
trale et en Europe, particulierement autour du bassin

méditerranéen. Les différentes espéces infectent plus de

15 millions de personnes et on dénombre deux millions de

nouveaux cas chaque année [4]. Il n’existe pas encore de

vaccins efficaces pour prévenir la maladie et les tenta-

tives de contrdle du vecteur sont pour I'instant restées

sans succes. Le traitement des infections dues a ce para-

site repose donc essentiellement sur la chimiothérapie.

La pharmacopée disponible contre le Leishmania est limi-

tée et le traitement prescrit en premiere intention est un

composé & base d’antimoine pentavalent (SbV), une

molécule utilisée depuis plus de 50 ans. Quelques traite-

ments alternatifs sont disponibles, comme I’amphothéri-

cine B et la pentamidine, cependant plus toxiques. De

plus, bien que "amphothéricine B sous forme liposomiale

ait un excellent index thérapeutique, elle est financiere-

ment hors de portée pour la majorité des pays ol la mala-

die est endémique [4]. La chimiorésistance a I'antimoine

pentavalent est en progression constante et dans cer-

taines régions de I'Inde, plus de la moitié des patients ne

répondent plus a cette molécule. Les mécanismes de

résistance sont en partie définis chez des souches ol la

résistance a été induite in vitro mais le mode de résis-

tance chez les souches du terrain reste encore a préciser.

Tous les aspects décrits précédemment, processus

développemental, tropisme et pathologie, interaction avec la cellule

hote et chimiorésistance devraient largement profiter des nouvelles

techniques de génomique, transcriptomique et protéomique qui se

développent. La corrélation entre tropisme et pathologie est encore

mal définie et doit naturellement faire intervenir des facteurs du

parasite et de I’hote. Une génomique comparative entre différentes
especes de Leishmania pourrait mettre

A Promastigote Vecteur insecte

,r‘j g

Hétes vertébrés Amastigote

A

en évidence la présence de génes

Milieu axénique espece-spécifiques impliqués dans ces
Promastigotes diverses pathologies. L’étude globale
pH 7.0; 25° C . ) . _

(transcnptome et proteome) des inter
AmﬂStiEOtes actions Leishmania-cellules hotes pour-
pH 4.8; 37° C

rait par ailleurs donner des informations
précieuses sur la réponse de I’hote a I'in-
fection et suggérer ainsi de nouvelles

An
....4—Amastlne stratégies d’immunomodulation.

Organisation et séquence
— ARNr génomique
chez Leishmania

Figure 1. Cycle de vie du parasite Leishmania. La forme promastigote (A) (parasite effilé et fla-  Le projet de séquengage de Leishmania a

gellé) est véhiculée par la mouche des sables (B). La transformation du promastigote en amas-  pris forme lors d’une réunion a Rio de

tigote (arrondie et non flagellée) peut s’effectuer in vivo chez I’hte (C) dans les macrophages ~ Janeiro en 1994. De cette réunion est né le

en culture (D) ou in vitro en milieu stérile (axénique) en diminuant le pH et en augmentant la  Leishmania Genome Network, un consor-

température (€). Cette transformation s’accompagne de I'expression de I’amastine qui peut  tium de laboratoires impliqués dans la
étre détectée par Northern blot (€) sur des ARN du stade promastigote (P), amastigote axé-  cartographie, le séquencgage et I’annota-

nique (Ax) ou extraits d’animaux infectés (An) [12].
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tionnels qui en découlent. Un projet de séquencage a
débuté avec la souche Leishmania major
MHOM/IL/81/Friedlin. Son génome d’environ 35 Mb est
distribué sur 36 chromosomes dont la taille varie de 0,3 a
2,8 Mb. Il faut noter que certaines especes de L. major
n'ont que 34 ou 35 chromosomes [6] mais la complexité
du génome est globalement conservée. Actuellement,
plus de 34 Mb de séquences ont été accumulées dans les
banques de données. La séquence des chromosomes 1, 3,
4,5, 15, 24, 25 et 31 est terminée et le génome de Leish-
mania est régulierement annoté (www.genedb.org).
U'analyse des données disponibles a révélé une densité
de 1 gene/3,5 kb avec trés peu de séquences répétées.
On s’attend a approximativement 8000 génes et un
nombre un peu plus élevé de protéines, ce qui ne peut
étre di a des phénomenes d’épissage alternatif, Leish-
mania étant dépourvu d’introns. Les premiéres analyses
suggerent que plus de la moitié des génes seront uniques
a Leishmania et qu’une proportion encore plus grande
n'auront pas de fonction identifiée. Les génes sont orga-
nisés de fagon particuliere puisqu'ils font partie de
larges unités polycistroniques. Ainsi sur le chromosome 1, il y a une unité
de 29 génes sur un brin ’ADN et de 50 génes sur I'autre brin [7]. Dans le
cas du chromosome 1, les unités polycistroniques sont convergentes
mais pour d’autres chromosomes elles peuvent étre divergentes ou
encore avoir une combinaison d’unités convergentes et divergentes
(Figure 2). Leishmania est un parasite qui a divergé tdt dans 'arbre phy-
logénétique des euka-

Différenciation du parasite
et survie intracellulaire

Chez P’insecte vecteur, Leishmania se différencie, dans le
tractus digestif, de la forme promastigote procyclique
flagellée en la forme métacyclique infectieuse, qui migre
ultimement dans la trompe (proboscide) de Iinsecte et
sera ainsi transmise & I’hdte lors d’un repas sanguin [3].
Le parasite pénetre dans les macrophages ou il se diffé-
rencie dans le phagolysosome (vacuole digestive) en la
forme amastigote. Il est possible de faire croitre en labo-
ratoire les divers stades de différentiation de plusieurs
especes de Leishmania. Dans différents milieux de cul-
ture relativement complexes, pendant la phase de crois-
sance logarithmique a 25°C, le parasite est sous la forme
promastigote. Quand la forme promastigote atteint la
phase stationnaire, il y a transformation en forme méta-
cyclique suivie de I'expression de marqueurs spécifiques
[9]. Traditionnellement, la forme amastigote des para-
sites était recueillie a partir de culture de macrophages
ou d’animaux infectés. Depuis quelques années, des
conditions de culture en milieu stérile (milieu axénique)
ont été réalisées qui permettent la multiplication de la
forme amastigote de certaines especes de Leishmania
caractérisée par I'expression de marqueurs amastigotes-
spécifiques (Figure1€). Les stimuli qui favorisent la
transformation in vitro de promastigotes en amastigotes

ryotes et son mode de
régulation de I"expression ADN GENOMIQUE

des génes présente des

ey Transcription
polycistronique

QINEN , EARCCNA 5

propriétés inédites. €n

T T

effet, il ne semble pas
exister de régulation au

niveau de I'initiation de la

ARN PRE-MESSAGER <<<

transcription mais essen-
tiellement une régulation
post-transcriptionelle. 39 nt
Ainsi, de longs messagers

contenant tous les genes

T8 N YT N V-3 P 1 R

mini-exon _/

épissuge en trans

->5>> polyadénylation

o <<<— /
organisés en tandem sont Copies de SL-ARN (chromosome I1)
modifiés par addition d’un
mini-exon en 5’ (par épis- ARNm MATURES .:lAAA

sage en trans), et par
polyadénylation en 3’
(Figure 2). Tous les messa- REGULATION POST-TRANSCRIPTIONNELLE
gers de Leishmania ont ce
mini-exon de 39 nucléo-
tides a leur extrémité 5’ et
son addition est étroite-
ment associée a la poly-  maturés par I'addition d’un mini-exon en 5’

adénylation [8].
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Figure 2. Organisation génique et maturation des messagers chez Leishmania. Les génes de Leishmania sont

organisés en unités polycistroniques. Ces unités sont co-transcrites en trées grands pré-messagers qui sont

(épissage en trans) et par polyadénylation en 3’. Les réactions

d’épissage en trans et de polyadenylation sont couplées. SL-ARN, spliced leader ARN; nt, nucléotide.



sont le pH acide et la température [10]. €n effet, les
promastigotes se trouvent naturellement chez la mouche
des sables dans un milieu neutre et a une température de
25°C, tandis qu’a Pintérieur du phagolysosome du
macrophage de I’hote, le parasite vit a 37°C et a pH
acide. Cette possibilité de contréler la multiplication des
parasites a différents stades de leur cycle de vie a faci-
lité les études qui visent a identifier des génes exprimés
différentiellement chez le parasite.

Analyse transcriptomique

Bien qu’il n’y ait pas, chez Leishmania, de régulation de
I’expression des génes au niveau transcriptionnel, plu-
sieurs messagers semblent s’accumuler a des stades de
développement spécifiques (Figure 1€). Les mécanismes
impliqués sont peu connus mais pourraient faire inter-
venir une modulation de la stabilité des ARNm, soit par
régulation de la polyadénylation soit par interaction
avec des facteurs spécifiques [8]. Des techniques de
criblage différentiel, ont permis d’isoler une vingtaine
de genes exprimés spécifiquement a I'un des stades de
différentiation du parasite. Nos analyses récentes de
criblage différentiel, réalisées sur des ADNc de promas-
tigotes et d’amastigotes hybridés sur des filtres a haute
densité, ont montré que quelques genes sont différen-
tiellement exprimés entre ces deux stades parmi les-
quels des genes codant pour une famille de protéines
membranaires appelée les amastines [11, 12]. D’autres

travaux utilisant des technologies apparentées ont

également révélé I’expression de genes spécifiques de

ces stades de différentiation [13, 14]. Une technique

qui gagne en popularité pour mesurer I’expression dif-

férentielle des genes est celle des puces a ADN. Cette

technique permet de déposer sur des lames de verre des

milliers de sondes qui peuvent ensuite étre hybridées

simultanément avec des ADNc marqués par des nucléo-

tides fluorescents provenant, par exemple, de deux

stades différents de différentiation (Figure3). Ce type

de technique a déja montré son efficacité pour de nom-

breux micro-organismes [15] et pour quelques para-

sites comme I'agent de la malaria [16] ou T. brucei

[17]. Bien que le génome de Leishmania ne soit pas

connu dans son intégralité, des puces ont été réalisées

soit avec des fragments d’ADNc, soit avec des frag-

ments aléatoires génomiques de 1 kb [18, 19] et

quelques legons peuvent d’ores et déja étre tirées de

leur utilisation. Tout d’abord, il a été possible de

confirmer 'expression différentielle qui avait été pré-

dite pour certains genes, ce qui a validé la technique.

Cependant, I’expression de seulement 1 a 2% des genes

s’est trouvée modulée par un facteur de 2 ou plus entre la forme pro-

mastigote et métacyclique [19]. Ce pourcentage est en deca des

changements observés entre la forme logarithmique et stationnaire

par exemple chez €. coli ou chez S. cerevisiae (environ 5%) [20, 21].

Ceci peut s’expliquer par le mode particulier de régulation génétique

de Leishmania (Figure 2) qui utiliserait préférentiellement une régula-
tion de type traduction-

L. major L. donovani L. donovani L. donovani L. donovani
amastigote résistant SbV

nel. Nous avons effective-
ment identifié dans la
région 3’ non traduite du

.o 3 o .
m °:go°o °:Zo°o ’\/Q @@ @ messager de I’amastine
o o

Cy3 Cy5 Cy3

Y Y Y

Puces a ADN de Leishmania

Cy5 Cy5

une séquence qui gou-

Cy3 Cy5 Cy3 Cy5 . o
verne I'efficacité de la
traduction et ce spécifi-

quement au stade amas-
tigote [22]. Une analyse
in silico des 34 Mb de

Puces a ADN de mammifére

séquences de Leishmania
a révélé que cette

Genes Geénes Geénes de I’hote B Co
espéces de répondant a I’infection sequence est tres repan-
spécifiques résistance a Leishmania due et dans chaque cas
étudié, controle la tra-
Figure 3. Etudes transcriptomiques chez le Leishmania. On peut utiliser des puces & ADN par exemple pour trou-  duction des genes spéci-

ver des genes propres a une espéce de Leishmania, en marquant les ADN de deux espéces différentes telles que fiquement au stade

L. major et L. donovani avec deux fluorophores différents comme Cy3 et Cy5 et en réalisant une hybridation com- amastigote [22]. Les

pétitive sur lame. De la méme facon, il est possible de détecter des génes exprimés spécifiquement a unstadede  mécanismes im pliqués

vie du parasite (promastigote ou amastigote), ou différentiellement exprimés chez les parasites sensibles ou  dans ce nouveau mode de

résistants. €n marquant avec des fluorophores différents des ARN provenant de macrophages naifs ou infectés régulation de I’expression

par le parasite, ou provenant d’animaux infectés ou non infectés, il sera possible d’observer la réponse de I’hdte  des geénes sont actuelle-

de fagon globale lorsqu’il interagit avec le parasite.
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Analyse protéomique
Cette propension de Leishmania a exercer une régula-
tion traductionnelle a motivé une analyse protéomique
comparative entre la forme promastigote et amasti-
gote. Dans une analyse initiale nous avons montré que
plus de 5% des protéines sont différentiellement expri-
mées entre les deux stades de différenciation. Parmi
celles-ci, nous avons identifié par spectrométrie de
masse deux enzymes du cycle glycolytique dont I’ex-
pression est augmentée chez I’amastigote [23], ce qui
est cohérent avec le mode de production de I’ATP qui,
contrairement aux promastigotes, dépend principale-
ment de la glycolyse chez les amastigotes. Par électro-
phorése bidimensionnelle et en utilisant de nouveaux
logiciels d’analyse, nous avons récemment réalisé une
analyse des protéines solubles exprimées chez L. infan-
tum (Figure 4). Plus de 6% des protéines exprimées le
sont soit exclusivement soit préférentiellement dans la
forme amastigote et un pourcentage similaire est spé-
cifique du promastigote. L'analyse protéomique semble
plus prometteuse que les puces a ADN pour identifier
des genes exprimés différentiellement. Les gels bidimensionnels pré-
sentent cependant plusieurs limitations, comme la sous-représenta-
tion des protéines membranaires ou des protéines faiblement expri-
mées. De nouvelles technologies isotopiques d’affinité [24] ou
d’électrophorése multidimensionnelle seront nécessaires [25] pour
une meilleure représentation des protéomes.

déja la comparaison entre P. falciparum et P. yoelli a
révélé une grande synthénie (conservation de 'organi-
sation des génes sur les chromosomes) pour les génes
métaboliques, mais au contraire d’importantes varia-
tions d’organisation pour les antigenes de surface et les
molécules permettant I’évasion de la réponse de I’hGte
[27]. Chez Leishmania, la comparaison du locus qui
porte le transporteur de la bioptérine sur le chromo-
some 35 chez L. major et L. donovani a d’ailleurs montré
une trés grande synthénie génique [28, 29]. U'hybrida-
tion compétitive des puces a ADN de L. major avec, par
exemple, de ’ADN marqué provenant de L. major et de
L. donovani devrait permettre la détection de genes
potentiellement spécifiques de L. major (Figure 3). Des
expériences similaires pourront étre réalisées sur des
puces portant le génome de L. donovani, afin d’identi-
fier des génes qui lui sont spécifiques. Il sera particulie-
rement intéressant de comparer les génes des especes
responsables de diverses pathologies entre eux mais
aussi avec les genes des especes de Leishmania non
pathogénes pour ’lhomme. Les molécules de surface du
parasite comme le lipophosphoglycane (LPG), un glyco-
lipide largement représenté a la surface du parasite,
sont sans doute déterminantes dans les interactions
avec la cellule hote. La séquence des sucres substitués
sur I"ossature du LPG est trés différente selon les
especes de Leishmania. Par exemple, L. major contient

Génomique comparative
et interactions hotes-pathogénes

Les différentes espéces de Leishmania provoquent dif-
férentes pathologies et ce tropisme spécifique est a la
fois di a des propriétés intrinseques aux différentes
souches de Leishmania et aux interactions entre des
facteurs du parasite et des facteurs de I’hdte. Par
exemple, I'un des genes phare amastigote spécifique
chez L. donovani est le géne A2 [13]. Ce géne est tron-
qué chez L. major et des parasites L. major recombi-
nants exprimant le géne A2 de L. donovani ont un pou-
voir de viscéralisation augmenté [26]. Une analyse de
génomique comparative entre différentes especes de
Leishmania devrait permettre d’identifier les génes
caractéristiques de chaque espeéce. Actuellement seul
le séquencage du génome de L. major est en cours.
Cependant, la technologie du séquengage s’améliorant,
il est possible que le génome de L. donovani infantum
dans un premier temps et de plusieurs autres especes
de Leishmania par la suite soient completement

Promastigote Amastigote
55  pl4,5 55

/' spécifique X niveau d’expression altéré

séquencés. Le cas de plasmodium est dans ce contexte  Figure 4. Expression différentielle des protéines de Leishmania donovani. Sépa-
tout a fait exemplaire. Six espéces de Plasmodium sont  ration par électrophorése bidimensionnelle des protéines des formes promasti-
en cours de séquencage (http://plasmodb.org/) et  gote et amastigote.
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du poly-B-galactose tandis qu’il n’y a pas de sucres
substitués chez L. donovani [30]. Ces molécules pour-
raient étre a 'origine des variations observées dans la
réponse de I’hGte vis a vis des différentes espéces. Nous
avons par exemple montré sur des modéles murins que
L. major induit un recrutement cellulaire massif de leu-
cocytes et la sécretion marquée de cytokines proin-
flammatoires, tandis que L. donovani ne provoque
qu’une trés légere réponse inflammatoire au site pri-
maire d’infection [31]. Cette réponse inflammatoire
tres forte pourrait expliquer le maintien du parasite et
le développement de Iésions cutanées aux sites d’ino-
culation spécifiques de L. major.

Les LPG qui sont spécifiques de chaque espéce sont
reconnus par des récepteurs de la cellule hote appelés
lectines. Nous avons récemment montré que la galec-
tine-3, une lectine sécrétée par les macrophages et les
cellules dendritiques activées par des molécules pro-

Couche de gulectlne 3

%i L ] ‘ o 'Y
La couche dynamique de
galectine réprime les
)e - réponses immunitaires
Leucocyte des leucocytes
’\_‘ Infection par
Leishmania major
Destruction de la

couche de galectine-3
g %
2 ot @

Stlmulus

La répression des
réponses immunitaires
est reldchée, car la
couche de galectine-3
est détruite

Stlmluhls
!
O

¢

Ligand de galectine-3
sur les cellules de I’héte

Galectine-3 ]Chu?ne d’oligosaccharides

®
]Protéine membranaire

Figure 5. Réle de la galectine 3 dans les interactions avec
Leishmania major. Les lipophosphoglycanes (LPG) a la surface
de L. major se fixent sur la galectine-3 a la surface des macro-
phages, dont la réponse immunitaire est réprimée. La couche
de galectine-3 est alors détruite et la réponse immunitaire des
macrophages peut étre activée sous I’effet d’une stimulation

externe.
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inflammatoires, se lie spécifiquement aux épitopes
polygalactose du LPG de L. major [32]. Cette interac-
tion spécifique pourrait s’avérer déterminante dans la
réponse inflammatoire massive locale provoquée par L.
major. €n effet, la galectine-3, qui forme une couche a
la surface du macrophage (Figure 5) pourrait étre
détruite par la protéase GP63 exprimée a la surface du
parasite. Le clivage de la galectine-3 par L. major pro-
voquerait une augmentation de la sensibilité des
macrophages a des stimuli immunologiques, ce qui
pourrait expliquer la réponse locale inflammatoire
induite par L. major [32, 33]. Les amastigotes de L.
major semblent également interagir avec des lectines
mais leur surface étant dépourvue de GP63, ils utilisent
sans doute d’autres stratégies d’interaction avec les
macrophages. D’autres récepteurs de I’interaction
Leishmania/cellule hote ont été identifiés. La lectine
DC-SIGN des cellules dendritiques semble agir comme
récepteur pour les amastigotes de L. pifanoi [34] et
I'interaction avec L. donovani fait intervenir plusieurs
types de récepteurs dont la lectine MR (mannose recep-
tor), Iintégrine CR3 et le récepteur des immunoglobu-
lines FCgR (Figure 6). Il sera intéressant de voir si
d'autres especes et stades du parasite sont reconnus
par ces récepteurs.

Uinteraction entre Leishmania et les macrophages ou les
cellules dendritiques induit une modulation importante
de 'expression génique autant chez le parasite que dans
la cellule cible. Nous avons récemment démontré que
I’activation de la phosphotyrosine phosphatase SHP-1
induite par 'infection par L. donovani est responsable de
I’inactivation de JAK2, une tyrosine kinase jouant un réle
clé dans I'activation de certaines fonctions du macro-
phage par interféron gamma [35] (Figure 6). Cette
inactivation altere les fonctions microbicides du macro-
phage, favorisant ainsi la survie et la division du para-
site. Des études in vivo nous ont permis de confirmer le
role pivot joué par SHP-1 dans le développement de la
leishmaniose cutanée et viscérale [36]. Des analyses
transcriptomiques de macrophages infectés par L. dono-
vani ont démontré que plusieurs genes du macrophage
sont régulés négativement, et plusieurs autres positive-
ment, lors de I'infection [37]. Nos résultats préliminaires
suggerent que SHP-1 serait largement impliqué dans la
régulation de I’expression d’un trés grand nombre de
génes murins, ainsi que dans I'atténuation de la trans-
cription de plus de 100 genes codant pour diverses fonc-
tions immunitaires, signalétiques et cellulaires au cours
de I'infection par L. donovani.

€n conclusion, la génomique comparative appliquée a
Leishmania a d’ores et déja contribué a élargir nos
connaissances concernant les interactions patho-
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gene/hote cellulaire et de nombreuses autres applica-
tions sont envisageables. Une approche protéomique
pourrait s’avérer fort intéressante pour identifier les
divers substrats avec lesquels SHP-1 interagit chez les
phagocytes et permettre de mieux comprendre les
mécanismes conduisant a son activation. Ceci pourrait
ainsi conduire au développement d’inhibiteurs beau-
coup plus sélectifs contre SHP-1. De fait, nous avons
démontré que des inhibiteurs modulant I'activité des
phosphotyrosine phosphatases sont un excellent moyen
de contrer les leishmanioses cutanées et viscérales par
potentialisation des événements microbicides protec-

teurs (monoxyde d’azote) et de la réponse inflammatoire [38]. Des

études transcriptomiques plus exhaustives des macrophages, mais
également de modeles animaux infectés avec plusieurs espéces de
Leishmania, permettront de mieux cerner la réponse de I’h6te au para-
site. Il devrait étre possible par exemple de mesurer les variations
d’expression des genes du parasite, de la cellule hdte ou de I’animal
qui sont induites lors de I’infection

(Figure 3).

Chimiorésistance

L'étude de la résistance a I'antimoine
chez Leishmania fait partie des priorités
de I’Organisation Mondiale de la Santé
(www.who.int/infections-disease report/

avérées infructueuses pour les caractériser [39]. Grdce
a des puces a ADN a faible densité portant une
cinquantaine de genes, nous avons pu identifier de
nouveaux genes différentiellement exprimés chez les
mutants résistants mais qui semblent toujours faire
partie de la voie métabolique du trypanothion (données
non publiées). Avec des puces portant le génome
complet du parasite, de nouveaux genes impliqués dans
la résistance seront peut-étre caractérisés, a condition
bien siir que le mécanisme de résistance fasse intervenir
des changements dans le niveau d’expression des
geénes. Chez Leishmania, le phénomeéne de résistance est
de fait fréquemment associé a des
d’amplification génique.

processus

Nous avons récemment réalisé I'analyse protéomique de
plusieurs parasites résistants ([42] et données non
publiées). Chez des mutants amastigotes de L.d. infan-
tum résistants a I"antimoine, 0,5% des protéines sont

L. donovani

2000). Les mécanismes de résistance a
Iantimoine ont été particulierement
bien étudiés in vitro et semblent faire

intervenir  plusieurs  geénes  [39].
L'antimoine pentavalent est probable- o
ment réduit in vivo et actif sous la forme C 8
trivalente quoique le site de réduction IFNY

(’hote ou le parasite) soit encore
indéterminé. Chez les parasites résis-

tants,

conjugué a une molécule appelée trypa-

I"antimoine pentavalent serait

Autres substrats

Yy
nothion, qui est un composé glutathion- ‘&?3” \R\"‘.\Q\% r_\JF
spermidine spécifique aux kinétoplastidae. ‘wg%ﬁ“*“‘ﬁ@% N < N IL-1t2,

SL48S mmunoprotéasome

La concentration de trypanothion est
effectivement augmentée chez les pa-

rasites résistants a I’antimoine [40].
Ce conjugué est par la suite soit
séquestré a I'intérieur d’une vacuole par
un transporteur de type ABC [41] soit
expulsé a I'extérieur de la cellule. Nous
avons montré que chez les parasites
résistants a ’antimoine, il existe des
mécanismes de résistance additionnels,

mais les

moléculaires

approches cellulaires et

traditionnelles se sont interleukine-12.
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Figure 6. Mécanismes de subversion de la signalisation du macrophage par Leishmania dono-
vani. Uinteraction du parasite avec la lectine MR (mannose receptor), I'intégrine CR3 et le
récepteur des immunoglobulines FCYR a la surface de la cellule hote active la phosphotyrosine
phosphatase SHP-1 ce qui a pour effet d’inhiber I"activité des kinases JAK2 et €rk1/2. Plusieurs
fonctions du macrophage (par exemple la voie de production de monoxyde d’azote [NO]) nor-
malement induites par Iinterféron y (IFNY) sont alors inhibées. De plus, "activation de la voie
SHP-1 altere directement I’activité de plusieurs facteurs de transcription (NF-KB, IRF-1, AP-
1). Enfin, un mécanisme SHP-1-indépendant, passant par la voie PKC, pourraitprovoquer la
dégradation du facteur de transcription STATL. iNOS: inducible nitric oxyde synthase; IL-12:



soit exclusivement exprimées soit totalement réprimées
chez les mutants et une proportion encore supérieure de
protéines sont sur ou sous-exprimées chez le mutant.
Ces approches permettront de mieux comprendre les
mécanismes de résistance, mais aussi d’étudier la
réponse aux drogues et de déterminer leurs cibles. Une
fois les bases moléculaires de la résistance a I'anti-
moine pentavalent connues, il sera possible de déve-
lopper des tests diagnostiques rapides qui pourront
prévenir I'utilisation de molécules toxiques devenues
inefficaces.

Conclusions

La mise au point de techniques de transfection chez
Leishmania au début des années 1990 a permis de pas-
ser d’une recherche descriptive a une recherche plus
expérimentale. La disponibilité de la séquence du
génome devrait étre un puissant stimulant pour une
recherche innovante chez ce parasite. €n effet, avec
plus de la moitié des genes en quéte d’une fonction, les
parasitologistes ne chémeront pas. LUinactivation d’un
géne par recombinaison homologue est possible chez
Leishmania mais reste laborieuse et limitée aux genes
non essentiels [43]. Chez T. brucei, cousin lointain du
Leishmania, la technologie des ARN inhibiteurs (ARNi) a
déja permis I’étude de plusieurs dizaines de genes [44].
Pour I"instant, malgré les nombreux efforts de la com-
munauté scientifique, cette technologie ne semble pas
fonctionner chez Leishmania. De nouvelles stratégies de
génomique fonctionnelle devront donc étre dévelop-
pées. La possibilité de cultiver le parasite sous diffé-
rentes formes au cours de son développement facilite
les études sur le parasite lui-méme mais également
I’étude des interactions hotes-pathogenes. Le séquen-
cage des génomes humain et murin permettra égale-
ment d’analyser de fagon globale les modifications de
I’hote induites par le parasite. Les nombreuses lignées
cellulaires déficientes pour des molécules clés de la
réponse inflammatoire, immunitaire ou signalétique
constituent de puissants outils pour une meilleure com-
préhension des interactions Leishmania/macrophages.
On peut espérer qu’un projet génome de Lutzomyia ou
Phlebotomus voit le jour, qui permettra alors I’étude au
niveau global des interactions hotes-parasites lors du
cycle de vie complet de Leishmania. Une meilleure com-
préhension de la biologie du parasite et de son interac-
tion avec I’hGte est essentielle pour développer de nou-
veaux médicaments dont ['action facilitera
I’élimination et/ou le contrdle de ce pathogene soit par
action directe sur le parasite, soit par modulation de la
réponse de I’hote. ¢
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SUMMARY

Studies on the parasite Leishmania

in the post-genomic era

Leishmania is a protozoan parasite responsible for
considerable morbidity worldwide. The pathologies cau-
sed by Leishmania infections are varying with the spe-
cies. The ongoing determination of the Leishmania
major genome sequence represents a milestone for
Leishmania research. We discuss here the use of trans-
criptomics and proteomics to accelerate our understan-
ding of key processes related to Leishmania biology.
These two techniques should be useful to find genes and
proteins that are expressed in a stage-specific manner
and examples of the use of such techniques are provi-
ded. Both approaches will complement each others.
Indeed, while a number of stage-specific genes have
increased stable RNA levels, an even larger subset of the
Leishmania amastigote genes are regulated at the level
of translation. The availability of the Leishmania
genome should also permit important advances in fin-
ding species-specific genes that could explain different
pathologies. Functional genomic and proteomic
approaches should also be useful for understanding the
mechanisms of drug resistance in the parasite. The avai-
lability of both the Leishmania genome and of its human
host or of the mouse animal model will facilitate large
scale studies and increase our understanding of host-
pathogen interactions. ¢
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