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La protéine majeure de la membrane externe
de Chlamydia: structure et fonctions

C De Sa

Pathologie infectieuse et immunologie, Centre Inra de Tours, 37380 Nouzilly, France

(Recu le 20 octobre 1995; accepté le 23 février 1996)

Summary — The major outer-membrane protein of Chlamydia: structure and functions. This
review presents the structure of the major outer-membrane protein of Chlamydia and its functions at
different levels of the developmental cycle of Chlamydia. The antigenicity and the immunogenicity of
the protein, which made this antigen essential for the establishment of a protective immunity, are also
presented.
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Résumé — Cette revue présente la structure de la protéine majeure de la membrane externe de
Chlamydia ainsi que ses fonctions a différents niveaux du cycle de développement de la bactérie.
L’antigénicité et I'immunogénicité de la protéine, qui rendent cet antigéne essentiel dans I'établissement

d’'une immunité protectrice, sont également traitées.
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INTRODUCTION dia située dans la membrane externe et

Les Chlamydia sont des bactéries a carac-
tére ubiquitaire capables de provoquer des
infections chez 'lhomme et Fanimal (Brun-
ham et Peeling, 1994 ; Raulston, 1995 ;
Vanrompay et al, 1995). Le cycle de déve-
loppement de Chlamydia est de type intra-
cellulaire obligatoire. Le corps élémentaire
constitue la forme extracellulaire et infec-
tieuse de la bactérie, tandis que le corps
réticulé constitue la forme intraceliulaire,
métaboliquement active, et capable de se
diviser.

Le genre Chlamydia comprend quatre
especes. C trachomatis et C pneumoniae
sont essentiellement responsables d'infec-
tions oculaires, urogénitales et pulmonaires
chez ’homme. C psittaci et C pecorum infec-
tent principalement I'animal et sont respon-
sables entre autres, dans le cas de C psit-
taci, d’avortements chez les ruminants ainsi
que de zoonoses.

Depuis sa mise en évidence un grand
intérét est porté a une protéine de Chlamy-

majoritaire du point de vue quantitatif. Dif-
férents travaux ont en effet mis en évidence
un rdle de cette protéine au niveau de la
structure de la bactérie, du cycle de déve-
loppement, de la physiologie et également
de I'attachement Chlamydia—cellule héte.
De plus, cet antigéne présente, du fait de
sa variabilité, un grand intérét pour des
études de typage aussi bien au niveau
immunologique que génétique. Enfin, du
fait de la présence d’épitopes neutralisants
sur cette protéine majeure, celle-ci constitue
'un des principaux candidats pour la mise
au point d’un vaccin.

Ces différents aspects de la protéine
majeure de la membrane externe de Chla-
mydia sont développés dans cet article.

CARACTERISATION BIOCHIMIQUE

Toutes les bactéries du genre Chlamydia
possédent une protéine communément
appelée MOMP, cette abréviation est obte-
nue a partir du terme anglais «major outer



La MOMP de Chilamydia 319

membrane protein». La protéine est pré-
sente tout le long du cycle de développe-
ment et sa masse moléculaire varie entre
38 et 43 kDa suivant les souches (Caldwell
et al, 1981 ; Hatch et al, 1981). La MOMP
est caractérisée par son insolubilité dans
un détergent non ionique, le sarkosyl, qui
posséde la propriété de solubiliser le cyto-
plasme et la membrane cytoplasmique des
bactéries Gram-négatives tout en conser-
vant intacte la membrane externe. Le trai-
tement dans ce détergent préserve la mor-
phologie caractéristique ronde et rigide des
corps élémentaires. La MOMP est retrou-
vée presque intégralement dans cette frac-
tion sarkosyl-insoluble dont elle représente
60 % des protéines (Caldwell et al, 1981).
Sa localisation au niveau de la membrane
externe a été confirmée par des résultats
de microscopie électronique utilisant des
anticorps dirigés contre la MOMP (Kuo et
Chi, 1987).

Cette protéine est bien solubilisée sous
sa forme d’environ 40 kDa aprés un traite-
ment dans un détergent, de préférence
ionique tel que le sodium dodécyl sulfate
(SDS), associé a un agent réducteur des
ponts disulfure, le B-mercaptoéthanol.
L'importance des ponts disulfure dans la
structure de cette protéine a été confirmée
par Newhall et Jones (1983) qui ont mis en
évidence I'existence de polymeéres naturels
de la MOMP stabilisés par de tels ponts.

Swanson et Kuo (1991) ont montré que
la protéine est glycosylée ; en effet, la
MOMP peut étre révélée aprés transfert
avec une technique de coloration spécifique
des sucres. De plus, une modification de la
migration lors d’'une électrophorése sur gel
de polyacrylamide (EGPA) est observée
apres traitement de la protéine avec une
enzyme spécifique des N-glycanes, ou de
'acide periodique. Ces résultats ont été
confirmés par des expériences étudiant
incorporation au sein de la protéine de
sucres marqués par une technique radio-
active, et 'observation d’une interaction spé-

cifique de la protéine isolée avec certaines
lectines.

STRUCTURE DE LA PROTEINE

Les travaux de Birkelund et al (1988) ont
permis d’étudier les relations entre la MOMP
et son voisinage immédiat au niveau de la
membrane externe. Ces auteurs ont utilisé
un agent pontant, c’'est-a-dire une molécule
possédant a chacune de ses deux extrémi-
tés une fonction chimique activée, capable
de créer des liaisons covalentes intra- ou
intermoléculaires. Cette étude a permis de
mettre en évidence une relation de forte
proximité entre le lipopolysaccharide (LPS)
de Chlamydia et la MOMP. Ce pontage se
traduit par une augmentation de la masse
moléculaire de la protéine en EGPA, asso-
ciée a une réaction de la protéine avec des
anticorps monoclonaux anti-LPS. Ces
études de pontage ont permis également
de mettre en évidence des polymeres de la
MOMP, vraisemblablement des triméres,
associés eux aussi avec du LPS comme
lindiquent les résultats d'immunoempreinte.
Les connaissances sur la topologie de la
MOMP ont considérablement progressé
avec le séquencgage et la comparaison de
différents génes de la MOMP de C tracho-
matis (Stephens et al, 1987 ; Yuan et al,
1989). Cette étude a permis de mettre en
évidence que le géne de la MOMP contient
cinq domaines hautement conservés entre
lesquels sont intercalés quatre domaines
hautement variables identifiés respective-
ment [, II, lil et IV en allant de I'extrémité N
terminale vers 'extrémité C terminale de la
protéine. Ces résultats ont été confirmés
sur les séquences d’autres espéces de
Chlamydia (Herring et al, 1989 ; Zhang et al,
1989 ; Carter et al, 1991).

Baehr et al (1988) ont proposé un
schéma précisant 'arrangement de la
MOMP du sérovar B de C trachomatis au
niveau de la membrane externe. Ce modéle
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repose sur une étude protéolytique et une
cartographie épitopique de la protéine. Ces
auteurs ont ainsi démontré que les extré-
mités N et C terminales de la protéine
étaient protégées vis-a-vis d'une dégrada-
tion enzymatique, et ce seulement lorsque
la bactérie était entiere, ce qui suggére une
localisation périplasmique des deux extré-
mités. En revanche, seuls les domaines Il et
IV de la protéine sont sensibles a la tryp-
sine maigré la présence de plus de trente
sites susceptibles d’étre clivés.

De plus, il a été montré que des anti-
corps monoclonaux capables de réagir avec
les Chlamydia entiéres reconnaissaient des
peptides correspondant aux domaines |, Il et
IV, ce qui démontre leur exposition a la sur-
face de la bactérie. L’absence de détermi-
nants antigéniques au niveau des domaines
constants de la protéine a été confirmée
par des études ultérieures et suggere une
localisation transmembranaire de ces der-
niers. Bien que I'exposition en surface du
domaine Ill n'ait pas été démontrée, une
localisation semblable aux trois autres est
cependant probable.

Une étude récente d’Everett et Hatch
(1995) sur une souche de C psittaci aviaire
propose un modele d'organisation de I'enve-
loppe de Chlamydia en précisant des inter-
actions possibles entre la MOMP et deux
protéines riches en cystéine, omp 2 (env B)
et omp 3 (env A).

UN ROLE DANS LA STRUCTURE
DE LA BACTERIE

Les résultats de Hatch et al (1981) mon-
trant la nécessité de la présence d’'un agent
réducteur pour solubiliser la MOMP, ainsi
que les travaux de Newhall et Jones (1983)
mettant en évidence des polymeres de la
MOMP liés de fagon covalente par des
ponts disulfure, révelent I'existence d’un
réseau membranaire de MOMP consolidé
par des liaisons entre cystéines.

Tamura et Manire avaient déja en 1967
observé parmi les acides aminés des pro-
téines de Chlamydia une étonnante richesse
en cystéine. lls avaient de ce fait proposé
que des liaisons de type disulfure pourraient
étre responsables de la structure et de la
rigidité des corps élementaires.

Ce réseau de liaisons covalentes rem-
placerait le peptidoglycanne qui n'a jamais
été mis en évidence chez les Chlamydia
(Fox et al, 1990). D’autres protéines riches
en cystéine sont également impliquées dans
ce réseau (Hatch et al, 1984 ; Hatch, 1996).

LA MOMP INTERVIENT DANS LA
DIFFERENCIATION DES CORPS
ELEMENTAIRES EN CORPS
RETICULES

Contrairement aux corps élémentaires, les
corps réticulés sont beaucoup plus fragiles
et sensibles a des agents tels que les ultra-
sons (Tamura et Manire, 1967). Hatch et al
(1984), ainsi que Hackstadt et al (1985), ont
montré, respectivement pour C psittaci et
C trachomatis, que la MOMP était présente
majoritairement sous forme réduite, et donc
monomérique, au niveau des corps réticu-
lés. Cette constatation se base sur le fait
que la solubilité de la MOMP des corps réti-
culés ne dépend pas de la présence d'un
agent réducteur contrairement a la MOMP
des corps élémentaires.

Ces résultats sont confirmés par Hatch et
al (1986) pour les deux espéces C psittaci et
C trachomatis en utilisant un marquage
métabolique avec de la cystéine marquée
au 35S, Les corps élémentaires ainsi mar-
qués sont utilisés pour infecter des cellules
puis les Chlamydia sont récupérées a dif-
férents temps postinfection. L'analyse en
EGPA en I'absence d’agent réducteur per-
met de voir apparaitre de la MOMP mono-
mérique a un temps postinfection qui cor-
respond au début de la différenciation des
corps élémentaires en corps réticulés.
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Ces données suggérent un rble des
ponts disulfure, et par conséquent un réle
important de la MOMP, dans la différencia-
tion du corps élémentaire vers le corps réti-
culé. Hackstadt et al (1985) ont étudié I'effet
d’'un agent réducteur sur des corps élé-
mentaires vivants et observé suite a ce trai-
tement une augmentation de I'oxydation du
glutamate par la bactérie, une chute du pou-
voir infectieux et une sensibilité a la colo-
ration de Machiavello spécifique des corps
réticulés. De plus les corps élémentaires
perdent leur résistance caractéristique et
deviennent sensibles a des variations de
pression osmotique. Le traitement avec
Fagent réducteur fait apparaitre en fait chez
les corps élémentaires des caractéres spé-
cifiques des corps réticulés. Cependant, ces
auteurs n’ont observé aucun changement
de morphologie en microscopie électro-
nigque, ce qui montre que, si la réduction
des ponts disulfure est un événement
essentiel dans la différenciation, elle n'est
cependant pas suffisante.

LA MOMP EST UNE PROTEINE DE TYPE
PORINE

Les observations de Hackstadt et al (1985)
indiquent une augmentation de la perméa-
bilité membranaire suite a I'action d’'un agent
réducteur. Cet effet avait déja été montré
par Bavoil et al (1984) qui ont mis en évi-
dence une activité de type porine pour la
MOMP. Cette activité a été démontrée en
incorporant la protéine isolée dans la mem-
brane de liposomes. La perméabilité de ces
liposomes est étudiée en les diluant dans
des solutions concentrées en sucres. La
variation de volume pour atteindre I'équi-
libre osmotique se traduit par une variation
de I'absorbance.

Ces auteurs ont également montré que
cette activité porine est considérablement
augmentée lorsque la MOMP est réduite,
et que les fonctions thiol libérées sont alky-

Iées afin d’éviter la réoxydation des ponts
disulfure. Une permeéabilité membranaire
équivalente a celle du méme liposome avec
dix fois plus de MOMP est ainsi obtenue.

Cette classification de la MOMP dans la
famille des porines repose également sur
lexistence d’homologies entre la MOMP et
d’'autres porines bien connues. Ces homolo-
gies se situent au niveau du poids molécu-
laire, du point isoélectrique acide ainsi qu'au
niveau de la composition en acides aminés et
de la séquence (Gerbl-Rieger et al, 1991).

Par ailleurs, nous avons récemment mis
en évidence, pour la MOMP d’une souche
de C psittaci, une structure native de type
oligomérique reconnue par des anticorps
protecteurs, et donc caractéristique des
porines (De Sa et al, 1995).

En résumé, la MOMP, et d'une fagon
plus générale les ponts disulfure de la mem-
brane externe, jouent un réle primordial dans
le cycle de Chlamydia. Les corps élémen-
taires, infectieux et métaboliquement inac-
tifs, possedent un réseau de ponts disul-
fure qui les rend rigides et résistants aux
agressions extérieures. Aprés internalisa-
tion, la réduction de ces ponts est corrélée
avec la différenciation en corps réticulés et
entrainerait une augmentation de la per-
méabilité membranaire, notamment grace
a la formation de pores. Cela permettrait
aux corps réticulés de récupérer des méta-
bolites pour croitre et se diviser.

LA MOMP INTERVIENT DANS
L’ADHESION CHLAMYDIA-
CELLULE HOTE

Le caractere intracellulaire obligatoire des
Chlamydia met en avant I'aspect essentiel
que représente I'attachement entre la bac-
térie et la cellule héte. Etant donné 'impor-
tance de la MOMP dans la membrane
externe, la protéine a également été étu-
diée sous cet aspect.
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Su et al (1988) ont constaté une baisse
de I'attachement et une perte du pouvoir
infectieux des corps élémentaires du séro-
var B de C trachomatis lorsque ceux-ci sont
traités par la trypsine. L’analyse des pro-
téines en EGPA montre que la MOMP est la
premiére protéine a étre clivee par fenzyme.
Les seuls sites touchés se situent au niveau
des domaines 1l et IV (Baehr et al, 1988),
d’ol une possible implication de ces deux
régions dans l'attachement qui sont en outre
reconnues par des anticorps neutralisants in
Vivo.

La méme équipe (Su et al, 1990a) a
poursuivi ses investigations en étudiant de
facon plus approfondie ces deux domaines.
Ces auteurs avancent 'hypothése que la
MOMP fonctionne comme une adhésine en
promouvant des interactions a la fois de
type électrostatiques et hydrophobes. Les
domaines variables permettent de conférer
une charge négative a la bactérie et inter-
viendraient au niveau électrostatique.

Un autre élément important pourrait étre
un peptide hydrophobe de neuf acides ami-
nés situé au sein du domaine variable IV,
conservé chez toutes les C trachomatlis, et
également retrouvé avec peu de divergence
chez d'autres especes de Chlamydia (Su
et al, 1990a). Ce peptide n’est pas exposé
chez la plupart des souches et devient seu-
lement immunoréactif lorsque les bactéries
sont chauffées a 56 °C, une température
qui inhibe de facon significative I'attache-
ment des Chlamydia aux cellules. La
conservation d'un tel peptide au sein des
souches ainsi que sa présence a la surface,
mais dans une conformation particuliere,
font penser a ces auteurs que ce peptide
pourrait jouer un réle clé dans l'attachement
des Chlamydia. Ces facteurs possibles
d’adhésion non spécifiques ne sont cepen-
dant pas les seuls, en effet d’autres molé-
cules ont été identifiées (Ting et al, 1995).
Une des fonctions des glycanes associés
aux protéines chez les organismes euca-
ryotes est de participer & I'attachement. La

MOMP étant une protéine glycosylée, cette
voie a été explorée par Swanson et Kuo
(1994) qui ont montré que le glycane de la
MOMP, isolé de cette derniere par clivage
enzymatique, se fixait a des cellules de type
Hel a. Des expériences de compétition ont
montré que ce glycane pouvait inhiber la
fixation des corps élémentaires sur les cel-
lules et réciproguement. Cependant la fixa-
tion des corps élémentaires sur les cellules
peut également étre inhibée par de la
MOMP dont la partie glycosidigue a été cli-
vée par voie enzymatique, ce qui montre
que la partie protéique de la MOMP inter-
vient également.

VARIABI,LITE ANTIGENIQUE
ET GENETIQUE

La MOMP tient une place prépondérante
au niveau de la structure mais est égale-
ment trés importante du point de vue anti-
génique. La protéine est immunogéne chez
'homme et lanimal et possede des épitopes
spécifiques de genre, d’espece, de sous-
espéce et de sérotype (Batteiger et al,
1986 ; Stephens et al, 1988 ; Mondesire et
al, 1989 ; Baghian et al, 1990). Cette varia-
bilité antigénique permet a la MOMP d’étre
un antigéne important pour Pimmunotypage
des Chlamydia (Batteiger et al, 1986 ; Fuku-
shi et Hirai, 1988). Les épitopes de sous-
espéce et de sérotype sont exposés en sur-
face (Kuo et Chi, 1987). La MOMP de
C pneumoniae semble cependant consti-
tuer une exception puisqu’elle est moins
immunogéne et moins complexe du point
de vue antigénique (Campbell et al, 1990).
La variabilité antigénique de la MOMP est
corrélée avec un polymorphisme génétique.
Ce dernier résulte de mutations ponctuelles
au niveau des domaines variables (Hayes et
al, 1995), qui, sous la pression de sélec-
tion, aboutissent & 'émergence de nou-
veaux types de MOMP. D’autre part, des
mécanismes de recombinaison entre
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souches, intervenant aussi bien au niveau
des domaines variables (Hayes et al, 1994)
que des domaines constants (Sayada et al,
1995b), sont également responsables de
cette variabilité génétique.

L’étude du géne de la MOMP permet
d’obtenir des renseignements sur la phylo-
génie des Chlamydia (Kaltenboeck et al,
1993). L'utilisation de ce géne pour le typage
des Chlamydia posséde également un
grand intérét. En effet, le typage au niveau
moléculaire permet une discrimination des
souches supérieure a celle obtenue par des
techniques immunologiques. Le génotypage
de la MOMP permet de différencier les
espéces de Chlamydia, les sérovars
(Sayada et al, 1991), ainsi que des variants
a l'intérieur de ces derniers (Dean et Ste-
phens, 1994).

Le typage des Chlamydia par l'intermé-
diaire du gene de la MOMP trouve une
application directe au niveau des études
épidémiologiques d’affections telles que le
trachome (Dean et Stephens, 1994) ou bien
encore des affections urogénitales (Frost
et al, 1993). Le génotypage de la MOMP
est de plus utilisé pour le diagnostic des
infections humaines a Chlamydia.

Ces études du géne de la MOMP font
appel a des techniques d’amplification de
I’ADN (PCR) suivies d'une analyse des sites
de coupure de différentes enzymes de res-
triction (Denamur et al, 1991). Le séquen-
¢age direct d’'une partie du géne (Lampe et
al, 1993), ou bien encore des techniques
de séparation électrophorétiques (Sayada et
al, 1995a), peuvent aussi étre utilisées pour
détecter des variations génétiques.

LA MOMP EST UN ANTIGENE
PROTECTEUR

Chez C trachomatis, la vaccination avec
des bactéries entiéres a souvent donné lieu
a des réactions d’hypersensibilité lors de la

réinfection. De ce fait, la recherche d’un
vaccin constitué d’'une fraction antigénique,
qui éviterait ces inconvénients, est 'un des
principaux objectifs de la recherche en chia-
mydiose humaine. La MOMP r’induit pas
de réactions d’hypersensibilité et remplit
donc cette condition.

Le pouvoir neutralisant des anticorps diri-
gés contre la MOMP a été démontré in vitro
pour la premiere fois par Caldwell et Perry
(1982) avec un sérum polyclonal de lapin
produit & partir de protéine purifiée. Dans
ce cas le mécanisme de neutralisation
n’inhibait pas l'internalisation des corps élé-
mentaires mais intervenait plus tard aprées
'entrée de la bactérie dans la cellule.

Peeling et al (1984) ont montré sur deux
sérovars le pouvoir neutralisant d’'un anti-
corps monoclonal spécifique de 'espéce
C trachomatis. Ce résultat est retrouvé par
Peterson et al (1988) qui montrent que, mal-
gré la spécificité d’espece, de tels anticorps
ne neutralisent cependant que quelques
serotypes parmi les 15 connus.

Ces résultats mis a part, la plupart des
anticorps neutralisants anti-MOMP ont une
spécificité de sous-espece et de sérotype
(Lucero et Kuo, 1985), ces résultats sont
retrouvés pour C psittaci (Ando et al, 1993 ;
De Sa et al, 1995).

Zhang et al (1987) ont décrit également
de tels anticorps chez C trachomatis et ont
montré qu'ils pouvaient neutraliser le pouvoir
infectieux des corps élémentaires pour I'ani-
mal. En effet des corps élémentaires trai-
tés avec ces anticorps ne provoquent plus
de choc toxique chez la souris et sont inca-
pables d’infecter I'ceil chez le primate.

Ces auteurs ont établi par ailleurs une
corrélation entre le pouvoir neutralisant et
'immunoaccessibilité de I'épitope a la sur-
face des Chlamydia. Tous les anticorps neu-
tralisants dirigés contre la MOMP sont en
effet capables de reconnaitre les corps élé-
mentaires entiers et viables.
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Ce travail a de plus permis de distinguer
deux catégories d’épitopes neutralisants,
certains d’entre eux sont facilement déna-
turés par la chaleur tandis que d’autres sont
totalement résistants. Cette sensibilité a la
chaleur est par ailleurs corrélée avec une
sensibilité a 'acide périodique. La premiere
catégorie d'épitopes fait sans doute inter-
venir une conformation précise de la MOMP
qui peut étre détruite par la dénaturation. |l
s’agit sans doute d’épitopes discontinus
nécessitant une conformation stricte de la
protéine, tandis que la deuxiéme catégorie
est constituée d’épitopes résistants, donc
probablement de type continus et ayant
moins de contraintes conformationnelles.

L’importance des épitopes discontinus de
la MOMP a été soulignée par d’autres
auteurs. Ainsi, Batteiger et al (1993) mon-
trent que 'obtention d’une protection partielle
chez le cobaye, vis-a-vis de la souche GPIC
de C psittaci, est liée a la conservation d'une
structure native de la protéine. La MOMP
séparée en EGPA sous sa forme de 40 kDa
et électroéluée ne protége pas du tout.
Cependant, une protection partielle est obte-
nue avec de la MOMP simplement solubilisee
dans un détergent doux, 'octyl glucoside.

Nous avons confirmé I'importance de ces
épitopes par de récents travaux (De Sa et al,
1995) sur une souche de C psittaci issue
d’avortement ovin. Des anticorps monoclo-
naux protecteurs ont été séiectionnés in
vivo grace un modele de souris gestante.
Ces anticorps sont tous spécifiques de séro-
type et reconnaissent tous un épitope immu-
noaccessible a la surface des Chlamydia.
L’analyse en EGPA a montré que ces anti-
corps reconnaissent un épitope sensible a la
chaleur situé sur un oligomeére qui corres-
pond a une structure native de la MOMP.

CARTOGRAPHIE DES EPITOPES
PRESENTS SUR LA MOMP

Du fait d’'une plus grande facilité d'étude, la
plupart des travaux réalises sur les épitopes

protecteurs de la MOMP ont été realisés a
ce jour sur des épitopes considérés comme
continus, et chez C trachomatis, Fespéce
la plus importante pour Ffhomme.

L’objectif a été de localiser les parties de
la protéine reconnues par les anticorps neu-
tralisants dans le but de produire un vaccin
synthétique. Cela a nécessité dans un pre-
mier temps le séquencgage des génes de la
MOMP des différents sérovars (Carter et
al, 1991 a titre de revue), afin de pouvoir
localiser sur la protéine les séquences iden-
tifiées.

La cartographie épitopique de la protéine
a été réalisée tout d'abord grace a des tech-
niques de biologie moléculaire permettant le
clonage de petits fragments de la MOMP
qui se recouvrent (Baehr et al, 1988).
L’essor des techniques de synthése pepti-
dique a, par la suite, permis de synthétiser
de fagon simple des petits peptides, géné-
ralement de six acides aminés, recouvrant
totalement, ou partiellement, la séquence
de la protéine (Conlan et al, 1988 ; Zhong et
al, 1990). Le support solide sur lequel sont
synthétisés les peptides est concu de telle
fagon que 'immunoréactivité de ces der-
niers peut étre testée directement in situ.
Les peptides, ou les fragments de protéine
clonée, réagissant avec les anticorps tes-
tés, sont recherchés. La séquence recon-
nue en acides aminés est identifiée direc-
tement, ou indirectement par l'intermédiaire
de la séquence en acides nucléiques. Les
sites réactifs avec les anticorps peuvent
ainsi étre identifiés sur la MOMP & un acide
aminé prés.

C’est en utilisant ces différentes tech-
niques que des épitopes spécifiques de
sérotype ont été identifiés dans les
domaines variables I, Il et IV (Baehr et al,
1988 ; Conlan et al, 1988 ; Stephens et al,
1988 ; Zhong et al, 1990). Les épitopes spé-
cifiques de sous-espéce et d’'espece ont été
localisés majoritairement dans le domaine
variable IV par ces mémes auteurs, toutefois
un épitope de sous-espéce a aussi été iden-
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tifié sur le domaine |. Tous ces épitopes ont
en commun le fait d’étre situés sur les
domaines variables de la protéine. L’épi-
tope d'espéce, qui est donc retrouvé chez
les 15 sérovars de C trachomatis, a ainsi
été identifié au niveau d’'une séquence de
neuf acides aminés située vers le milieu du
domaine variable IV.

Malgré sa spécificité, cet épitope n’est
pas exposé de la méme maniére chez
toutes les souches et n'est que partielle-
ment reconnu sur les corps élémentaires
natifs. L’analyse des bactéries dénaturées
en immunoempreinte apres une EGPA
réveéle cependant la présence de I'épitope
chez toutes les souches de C trachomatis.
Ce résultat souligne 'importance de la tech-
nigue utilisée lorsque 'on évalue I'antigé-
nicité d’'une molécule. De plus, ce phéno-
mene explique pourquoi les anticorps dirigés
contre cet épitope ne permettent pas de
neutraliser toutes les souches de Chlamy-
dia.

LA MOMP STIMULE LES CELLULES
IMMUNITAIRES DE TYPE T

Tous les épitopes décrits précédemment
sont reconnus par des anticorps et sont
donc de type B, cependant la présence
d’épitopes capables de stimuler les cellules
T a également été recherchée.

La premiére étude de ce type a été réa-
lisée par Su et al (1990b). Des souris ont
été immunisées avec de la MOMP purifiée
puis les cellules T de la rate ont été récu-
pérées. Des tests de prolifération de ces
cellules apres stimulation avec des peptides
représentant l'intégralité de la séquence de
la MOMP du sérovar A de C trachomatis
ont permis la sélection de huit peptides. ils
se situent pour la plupart dans les domaines
constants de la protéine. La capacité de ces
peptides a stimuler les cellules T a été véri-
fiée en injectant ces derniers a des souris
qui sont immunisées ultérieurement avec

de la MOMP purifiée. Les sérums obtenus
montrent une augmentation significative de
la réponse immunitaire humorale dirigée
contre les domaines variables de la MOMP
par rapport a des souris témoins non sti-
mulées préalablement. L'immunisation de
souris avec des peptides chimériques conte-
nant des épitopes T et B permet également
d’augmenter de fagon significative la
réponse contre les domaines variables.

Allen et al (1991) ont recherché des épi-
topes T sur la MOMP du sérovar B de C tra-
chomatis en utilisant des techniques sem-
blables et ont mis en évidence la présence
probable de plusieurs épitopes T au niveau
du domaine variable Ill. lis ont établi par
ailleurs une corrélation entre la variabilité
de ce domaine, dans lequel aucun épitope
de type B n'a jamais été identifié, et la pré-
sence des épitopes de type T. La localisa-
tion de ces épitopes dans le domaine
variable Il avait déja été montrée par des
technigues de prédiction basées sur la
séquence de la protéine.

Ces auteurs expliquent les différences
de résultats, par rapport a I'étude précé-
dente de Su et al (1990b), par le fait notam-
ment que les souris sont immunisées dans
leur étude avec des corps élémentaires
viables, et non avec de la MOMP purifiée,
qui pourrait sans doute étre dénaturée et
entrainer une réponse différente au niveau
des cellules T. La présence d’épitopes T
dans le domaine variable Il a de plus été
confirmée ultérieurement par d’autres
études (Ishizaki et al, 1992 ; Stagg et al,
1993).

LA PRODUCTION DE LA MOMP
PAR VOIE RECOMBINANTE

La maniere qui semble la plus simple, afin
d’obtenir la MOMP pour en étudier 'immu-
nogenicité, est de la purifier a partir des
Chlamydia elles-mémes. La protéine repré-
sente en effet 60 % des protéines mem-



326 C De Sa

branaires. Cependant, du fait du dévelop-
pement intracellulaire obligatoire et du faible
rendement de multiplication de la bactérie,
ce mode de production n’est pas envisa-
geable. Les quelques études d'immunisa-
tion réalisées avec de la MOMP ont eu pour
but de montrer simplement l'intérét de cette
derniére pour la protection (Tan et al, 1990 ;
Batteiger et al, 1993).

Dés lors, les efforts se sont reportés sur
la production de I'antigéne par voie recom-
binante dans une bactérie facile a cultiver
telle qu’Escherichia coli. Cependant le clo-
nage et 'expression de protéines entiéres de
type porine, telles que la MOMP, ne sont
pas simples a réaliser. De ce fait, les pre-
miers clonages ont été réalisés pour des
fragments de la protéine (Pickett et al, 1988).
La MOMP ainsi produite a permis d'obtenir
une faible protection dans un modéle souris
(Tuffrey et al, 1992). Toye et al (1990) ont
cloné et réussi a faire exprimer un fragment
correspondant au domaine variable IV et
contenant donc I'épitope d'espéce tracho-
matis. L'immunisation de lapins avec ce
fragment permet d’'obtenir des sérums neu-
tralisants contre quelques sérotypes.

Dans une autre étude (Hayes et al,
1991), des épitopes B neutralisants ont été
fusionnés avec une porine d’E coli, ce qui a
permis de montrer que des fragments de
MOMP de Chlamydia pouvaient ainsi étre
exprimés a la surface d’'une bactérie non
pathogene, pouvant donc éventuellement
servir de vaccin vivant. Cependant, cette
expérience a montré qu’une faible immu-
nogeénicité est obtenue dans ce systeme.

Le premier clonage permettant I'expres-
sion du géne de fa MOMP dans son inté-
gralité a été réalisé pour la premiére fois
par Koehler et al (1992) dans des E coli per-
mettant 'expression de génes toxiques.
Cependant, 'expression de la protéine s'est
rapidement avérée létale pour la bactérie
recombinante.

Deux études menées postérieurement
(Dascher et al, 1993 ; Manning et Stewart,

1993) concluent que I'expression de la
MOMP entiere est effectivement possible
et que des modifications post-transcription-
nelles ont bien lieu puisque le peptide signal
de la bactérie est clivé. Cependant, la pro-
téine ne rejoint pas la surface de la bactérie
mais reste localisée dans I'espace péri-
plasmique, I'effet létal est également
retrouvé. De plus, cette MOMP recombi-
nante n’est pas reconnue par un anticorps
dirigé contre un épitope conformationnel
(Manning et Stewart, 1993), ce qui montre
que la structure de la protéine n’est pas cor-
recte. La MOMP recombinante dans E coli
ne semble donc pas permettre d’évaluer la
part que peuvent jouer les épitopes confor-
mationnels au niveau de la protection.

Les tentatives d’expression de la MOMP
de C psittacidans E coli, destinées a obte-
nir un vaccin contre la chlamydiose abor-
tive ovine, ont de la méme fagon été un
échec jusqu’a présent.

Les poliovirus sont également étudiés
en tant que vecteurs vivants de fragments
de la MOMP du fait de leur capacité a
induire une immunité des muqueuses,
essentielle aussi bien dans le cas du tra-
chome que des maladies sexueliement
transmissibles a C trachomatis. Ces voies
s’averent relativement efficaces comme le
montre un travail récent de Murdin et al
(1995).

LA RECHERCHE D’UN VACCIN
SYNTHETIQUE

L’identification de peptides reconnus par
des anticorps neutralisants a permis d’envi-
sager une stratégie de vaccination basée
sur des peptides synthétiques ou des molé-
cules dérivées de ces derniers. Cette
approche se base sur I'utilisation d’'épitopes
de type continu.

De nombreux épitopes reconnus par des
anticorps neutralisants sont spécifiques de
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sérotype, mais du fait de la multiplicité des
sérovars de C trachomatis, un vaccin effi-
cace impliquerait d’avoir au moins un épi-
tope neutralisant pour chaque sérovar. Ce
défi est d’autant plus difficile a relever que la
stratégie de cartographie épitopique, utili-
sée pour l'identification de ces peptides, ne
reflete pas vraiment la réalité de la relation
antigéne—anticorps et en représente plutdt
un modele simplifié. En effet, un épitope,
méme s'il est de type continu, possede tout
de méme une conformation au sein de la
protéine qui n'est pas forcément reproduite
par le peptide isolé. De ce fait, certains épi-
topes ne seront jamais identifiés par cette
technique. Le peptide peut également étre
reconnu partiellement et ne representer en
fait qu’une partie d’'un épitope discontinu
(Conlan et al, 1989).

Pour toutes ces raisons, les peptides
sélectionnés comme vaccins potentiels,
méme s’ils sont immunogénes sous cer-
taines conditions, ne sont pas toujours
capables d'induire des anticorps neutrali-
sants. La faible réactivité des sérums anti-
peptides vis-a-vis de la bactérie entiere
illustre bien ce probléme. De plus, les pep-
tides seuls ne sont pas forcément suffisants
pour étre bien immunogénes, d’autres élé-
ments de la protéine ou situés ailleurs sur la
bactérie pourraient aussi intervenir conjoin-
tement

Malgré ces obstacles, des essais de vac-
cination ont été réalisés et la plupart du
temps avec des peptides portant des épi-
topes de sous-espece ou d’espece, de spe-
cificité plus large que les sérotypes, et donc
plus intéressants. Ces peptides sont sou-
vent couplés a 'hémocyanine de Patelle
(KLH) qui est une protéine immunogéne uti-
lisée comme transporteuse d’haptenes. Le
but de ce couplage est d’accroitre I'immu-
nogénicité des peptides lorsqu’ils sont
ensuite injectés a des lapins ou des souris
(Cheng et al, 1992 ; Villeneuve et al, 1994).
La réponse immune obtenue est fonction

de I'haplotype H2 (Qu et al, 1994), ce qui
complique I'étude de l'immunogénicité.

Ces peptides contenant des épitopes B
peuvent également étre coupiés a des pep-
tides contenant des épitopes T pour former
ainsi des peptides chimeéres (Su et Cald-
well, 1993). Ces chiméres ont eux-mémes
été utilisés pour construire des molécules
plus complexes dans le but d’augmenter
leur immunogénicité (Zhong et al, 1993).
Cette derniére étude conclut cependant que
les anticorps produits reconnaissent beau-
coup plus fortement la molécule synthetique
que les corps élémentaires de Chlamydia.
La molécule utitisée pour immuniser n’a
donc pas permis de présenter les épitopes
sous leur conformation native.

LES NOUVELLES APPROCHES

Pour pallier ce probléme de présentation
des épitopes, une nouvelle approche a été
décrite (Zhong et al, 1994). Un peptide cor-
respondant au domaine variable | a été
exprimé, a la surface d’un phage filamen-
teux, en lui imposant des contraintes confor-
mationnelles obtenues par des variations
de la séquence adjacente au peptide. Les
phages réactifs ont été purifiés par affinité
avec des anticorps reconnaissant des épi-
topes conformationnels de la MOMP puis
ont été utilisés pour immuniser des souris.
Les sérums obtenus montrent que les pep-
tides ainsi sélectionnés présentent une
bonne corrélation entre leur capacité a étre
reconnus par des anticorps spécifiques de
I'épitope natif, c’est-a-dire leur antigénicite,
et leur capacité a induire ces mémes anti-
corps, c'est-a-dire leur immunogénicité. Ce
type d'approche pourrait permettre de mieux
valoriser tout le travail de cartographie réa-
lisé préalablement sur les épitopes de la
MOMP.

Des tentatives de production des épi-
topes neutralisants sont également réali-
sées en utilisant la technique des anticorps
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anti-idiotype. Cette fois-ci, on ne cherche
plus a reproduire la ségquence reconnue de
maniére idéale mais a la mimer en utilisant
lanticorps neutralisant comme une sorte de
moule. L'immunisation d’un animal avec cet
anticorps permet theéoriquement d’induire
la synthése d’anticorps dirigés contre la par-
tie variable de f'anticorps neutralisant. Les
anticorps anti-idiotypes ainsi produits peu-
vent mimer I'épitope de départ et servir donc
a leur tour d’antigéne protecteur. Des résul-
tats avec des sérums polyclonaux anti-idio-
type ont été obtenus récemment pour C psit-
taci (Ts’ao et Magee, 1994) et C trachomatis
(Brossay et al, 1994).

CONCLUSION

La protéine majeure de la membrane
externe de Chlamydia est un antigene pri-
mordial sous différents aspects. Sa princi-
pale caractéristique est de représenter un
élément majoritaire de la membrane externe
de Chlamydia. De ce fait, la protéine est
amenée a jouer des rbles multiples a linter-
face bactérie—milieu extérieur.

L’un de ces rdles est d’intervenir dans la
structure et dans la différenciation de la bac-
térie au cours de son cycle. Cette fonction
est étroitement liée a la possibilité de la pro-
téine a former des ponts disulfure.

Toujours en tant que protéine de surface,
la MOMP participe au niveau des interac-
tions Chlamydia—cellule hote et joue un réle
physiologigue essentiel du fait de son acti-
vité porine.

La variabilité génétique de la MOMP,
caractéristique des protéines de surface de
ce type, lui permet d’étre un antigéne impor-
tant pour le typage et le diagnostic, tant du
point de vue immunologique que du point
de vue génétique. L’analyse de la variabilité
de la protéine majeure est utilisée pour des
études épidémiologiques et est également

importante pour la mise au point d’un vaccin
efficace contre les infections a Chlamydia.
En effet, du fait de la présence d’épitopes
neutralisants sur la MOMP, cette derniére
constitue I'un des principaux candidats pour
un vaccin. Cependant, les résultats obte-
nus jusqu'a aujourd’hui n’ont pas été
concluants, et ce souvent du fait d’'une
approche des épitopes neutralisants sous
une forme linéaire. La mise au point d’un
vaccin semble donc tourné vers une nou-
velle approche des épitopes prenant en
compte leur conformation ainsi que leur
caractere discontinu. De plus, la présence
d’épitopes T sur la MOMP, qui permettent
d’obtenir une immunité de type cellulaire,
devra également étre prise en compte pour
la mise au point d’'un vaccin efficace.
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