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Contexte général 

 

 

Les leishmanioses sont des maladies tropicales négligées, allant de lésions cutanées bénignes à 

des atteintes viscérales mortelles en absence de traitement. Elles sont dues à des protozoaires 

flagellés du genre Leishmania qui infectent l’Homme, ainsi que de nombreuses espèces de 

mammifères domestiques et sauvages, après leur transmission par un insecte hématophage, le 

phlébotome. 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime le nombre de personnes exposées à 350 

millions dans 98 pays de par le monde (Alvar et al., 2012), avec 14 millions de personnes infectées 

et près de 2 millions de nouveaux cas par an, tous tableaux cliniques confondus. Des flambées 

épidémiques apparaissent également de façon cyclique, en association avec les épisodes de famines 

ou de guerres civiles dans les principaux foyers endémiques, comme observé notamment en Inde 

entre 1977 et 1980 et au Soudan en 1989 (Dye et Wolpert, 1988; Thakur et Kumar, 1992; Zijlstra et 

al., 1995; Seaman et al., 1996). En outre, l’immunosuppression constitue un terrain particulièrement 

favorable au développement des leishmanioses qui sont considérées comme des maladies 

opportunistes des patients immunodéprimés, très sujets aux rechutes. Depuis les années 1970, 

l’épidémie sidéenne a donc contribué à leur propagation, tant dans les Pays du Sud tels que le 

Soudan et l’Ethiopie, que dans le Bassin Méditerranéen (Alvar et al., 1997; Alvar et al., 2008). 

Les leishmanioses sont donc un important problème de santé publique et sont inclues depuis 

1976 parmi les maladies prioritaires prises en compte dans le Programme Spécial de Formation et 

Recherche dans les Maladies Tropicales, développé par le Programme des Nations Unies pour le 

Développement, la Banque Mondiale et l’OMS. Il n’existe à ce jour aucun vaccin chez l’Homme, 

de sorte que la prophylaxie repose principalement sur des actions ciblant les phlébotomes, et une 

surveillance des réservoirs via des approches interdisciplinaires, médicales, vétérinaires et 

environnementales (Palatnik-de-Sousa et Day, 2011). La stratégie thérapeutique repose quant à elle 

sur l’emploi de médicaments de maniement difficile, présentant des effets indésirables importants, 

des traitements contraignants de longue durée et un coût élevé difficilement accessible pour les 

patients les plus démunis. Par ailleurs, l’apparition de résistances des leishmanies à ces 

médicaments complique davantage leur emploi. Il n’existe donc aucun schéma thérapeutique 

optimal et il convient d’adapter le traitement à chaque patient (Gangneux, 1999; Singh et al., 2012). 

La recherche scientifique est actuellement activement orientée vers la recherche de nouvelles 

molécules thérapeutiques et d’un vaccin efficace (Singh et Sundar, 2012; Singh et al., 2012), ce qui 

implique une meilleure compréhension de l’immunologie des leishmanioses. 
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Sur le plan immunologique, les leishmanioses sont le modèle ayant permis de démontrer pour la 

première fois le contrôle génétique des susceptibilités et résistance à l’infection chez la souris 

(Blackwell et al., 1994). C’est également sur un modèle de leishmaniose cutanée murine que 

l’importance de la dichotomie Th1/Th2 et le rôle des sous-populations de lymphocytes T CD4+ ont 

été illustrés d’une façon particulièrement manifeste (Locksley et al., 1987; Reiner et Locksley, 

1995). Ainsi, au cours de la leishmaniose cutanée, il est clairement établi que la réponse 

immunitaire Th1 permet le contrôle de l’infection, tandis qu’une réponse Th2 est responsable d’une 

ulcération chronique défavorable pour l'hôte (Kemp et al., 1994b). En revanche, s’il existe au cours 

de la leishmaniose viscérale, le rôle de cette balance immunitaire est moins franc. En effet, parmi 

les organes ciblés par les leishmanies viscérotropes, le foie présente un micro-environnement 

tolérogène particulier, du fait de son exposition permanente à des antigènes et toxiques provenant 

principalement de l’alimentation (Sheth et Bankey, 2001). Or, il est établi que le contexte Th2 

spécifique du foie contribue positivement à la mise en place d’une réponse granulomateuse, 

caractérisée par le recrutement séquentiel de différentes populations de cellules immunitaires autour 

des macrophages infectés, aboutissant à l’activation macrophagique garante de la clairance 

parasitaire hépatique, ce qui n'est pas observée dans la rate, les ganglions et la moelle osseuse (Kaye 

et al., 2004; Gangneux et al., 2006; Stanley et Engwerda, 2007). La leishmaniose viscérale 

constitue donc un modèle particulièrement pertinent pour l’étude de la réponse immunitaire anti-

infectieuse et l’étude de l’importance du micro-environnement cellulaire et tissulaire dans la 

résolution des infections. 

Ainsi, les leishmanioses demeurent aujourd’hui un important problème de santé publique dans de 

nombreux pays du monde, et constituent également un sujet de recherche biomédicale de grand 

intérêt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Les leishmanioses, des maladies tropicales négligées. Source : Wellcometrust. 
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Partie 1 : Leishmanioses 

 

 

I. Historique des découvertes  

 

Si les leishmanioses tégumentaires caractérisées par des lésions manifestes sont connues depuis 

le VIIème siècle avant notre ère, ce n'est qu'en 1885 que le Colonel D.D. Cunningham les associe à la 

présence d'un parasite (Cunningham, 1885) qui ne fut décrit qu'au début du XXème siècle. 

Contrairement aux leishmanioses tégumentaires, la leishmaniose viscérale est absente de toute 

source historique jusqu'au XIXème siècle. Elle était pourtant répandue dans l'Antiquité et fut 

récemment identifiée chez des momies de l'Egypte ancienne et de la Haute-Nubie (Zink et al., 

2006), mais aussi durant la Renaissance où elle atteignit notamment la duchesse de Florence, 

Eleonora di Toledo (1522-1562), épouse de Cosimo I de Medici (Nerlich et al., 2012). En dépit des 

nombreux cas apparus à travers les âges, la première description de leishmaniose viscérale remonte 

à Roser qui attira l’attention en 1835 sur une affection principalement caractérisée par une 

splénomégalie douloureuse chez neuf enfants au Péloponnèse. Vinrent ensuite les observations de 

Cigliano en Italie (1867), de Pallas à Hydra (1880), de Karamitsa et Stephanos en Grèce (1881). En 

Inde, après que le Gouvernement Britannique prit le pouvoir sur toute l'Inde Britannique, le 

gouvernement du Bengale s’inquiéta de rapports de la Commission Sanitaire du Bengale (1864-

1866, 1873) sur une épidémie de fièvres résistantes à la quinine dans le district de Burdwan, 

responsable d'une morbidité et mortalité importantes ayant des conséquences sévères sur la 

productivité locale. Par la suite, un rapport de l'Inspecteur général des Hôpitaux civils, Dr. J. Elliot, 

mentionne en 1872 une « fièvre malarique intermittente » survenue par cycles épidémiques dans 

différents districts entre 1824 et 1862, avec notamment une première épidémie ayant fait 75 000 

victimes dans le district de Jessore en 1824-1825. De telles épidémies ont été relatées tout au long 

du XIXème siècle sous les vocables de kala azar (signifiant fièvre noire, fièvre fatale ou misère noire 

en sanscrit) ou fièvre dum-dum. Dr. J.J. Clarke, membre de la Commission sanitaire de l'Inde, 

publia notamment en 1882 une centaine d'observations établies entre 1869 et 1870 durant l'épidémie 

de « cachexie malarique » apparue dans le district de Garo. Des cas de fièvres similaires associés à 

une splénomégalie et une inflammation hépatique furent en fait sporadiquement décrits dés le 

XVIIIème siècle. Malgré ces descriptions cliniques détaillées, aucune étiologie n'était alors connue. 

Bien que l'absence de périodicité des fièvres, l'absence d'hématozoaires et l'inefficacité de la quinine 

infirmaient cette hypothèse, des auteurs tels que Sir Léonard Rogers évoquaient généralement une 

forme de paludisme, voire un paludisme associé à une autre infection comme suggéré par Sir 

Ronald Ross en 1899. D'autres auteurs évoquèrent une ankylostomose (Giles, 1897) ou une forme 
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maligne de mélitococcie (Bentley, 1902). En 1886, Marchand observa quant à lui, lors de la 

nécropsie d'un patient chinois, des pathogènes semblables à ceux décrits par le Colonel 

Cunningham dans la leishmaniose cutanée (Gibson, 1983; England, 1986). 

Les préparations de rates d'un soldat ayant contracté la fièvre dum-dum près de Calcutta et 

décédé à l’Hôpital Militaire de Londres en 1900 circulèrent chez différents biologistes. Les petits 

corps ovales qu'elles contenaient furent étudiés et décrits comme de nouveaux parasites apparentés 

à des trypanosomes par Sir Leishman du Corps de Santé Britannique en 1901 (Leishman, 1903). La 

même année, le Capitaine Charles Donovan observait à l'Hôpital de Madras des éléments 

semblables dans les ponctions spléniques de trois patients (Donovan, 1903). Par recoupement des 

observations de Leishman et Donovan, Sir Ronald Ross conclut en novembre 1903 à un nouveau 

protozoaire d'origine controversée auquel le taxon Leishmania donovani fut attribué. En 1904, Sir 

Rogers obtint la forme flagellée de L. donovani et démontra la relation entre leishmanies et 

trypanosomes, ce qui fut controversé jusqu'à ce que Leishman confirme ces découvertes à Netley en 

1904, sur un nouveau patient atteint de fièvre dum-dum (Gibson, 1983; England, 1986). Dés lors, 

les deux états des leishmanies étaient connus. L. donovani fut par la suite identifié par le Dr. 

Sheffield Neave au Soudan puis en Egypte. En 1904, Cathoire et Laveran étudièrent l'anémie 

splénique infantile en Tunisie, dont l'étiologie fut attribuée par Charles Nicolle en 1908 à un 

nouveau taxon du genre Leishmania, L. infantum. La première culture de leishmanies fut obtenue en 

1908 par Nicolle et Sicre qui découvrirent dans l'ulcère cutané d'un chamelier de Tozeur, des 

protozoaires morphologiquement identiques à ceux découverts en 1903 dans la rate. Dés lors, 

l'histoire des leishmanioses tégumentaires et viscérale se joignirent. En 1911, Vianna appela L. 

braziliensis un parasite préalablement observé dans des lésions oro-nasales au Brésil. Par la suite, 

une grande diversité d'espèces leishmaniennes fut décrite selon la diversité des présentations 

cliniques tégumentaires dans le Nouveau Monde et dans l'Ancien Monde. La leishmaniose viscérale 

du Nouveau-Monde a quant à elle été décrite pour la première fois par le brésilien Carlos Chagas en 

1911. Dans les années suivantes, l'affection fut formellement identifiée par son analogie clinique et 

épidémiologique avec les leishmanioses de l'Ancien Monde en Argentine (1926), au Brésil (1934), 

au Venezuela (1941), au Guatemala (1949) et au Mexique (1951). Chagas crut à une nouvelle 

espèce que Da Cunha appela L. chagasi en 1937. Finalement, les techniques de biologie 

moléculaire, et particulièrement l’électrophorèse des iso-enzymes mise au point par Chance dans les 

années 1970, ont permis d'établir une approche cladistique du genre et d'attester notamment la 

synonymie de L. infantum et L. chagasi (Mauricio et al., 2000). 

Une fois les maladies décrites et les pathogènes identifiés, se posait la question de la 

transmission. Si Avicenne attribuait la lésion cutanée à la piqûre d'un moustique, c’est au début du 

XIXème siècle que les frères Sergent à l'Institut Pasteur d'Alger soupçonnèrent le phlébotome d'être 
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le vecteur du Bouton de Biskra. Cette hypothèse fut confirmée en 1911 lorsque Wenyon mit en 

évidence des promastigotes dans l'insecte à Alep et Bagdad, puis en 1921 lorsque les frères Sergent 

contaminèrent un sujet sain à Alger à l'aide de phlébotomes capturés à Biskra. L'intervention des 

phlébotomes dans les complexes pathogènes sud-américains fut démontrée ensuite en 1922 

lorsqu'Aragao infecta un chien avec L. braziliensis par inoculation d'un broyat de phlébotomes 

préalablement nourri sur une lésion. L'hypothèse de la transmission du kala azar par le phlébotome 

fut également émise au début du XIXème siècle par Patton qui démontra la présence d'amastigotes 

dans le sang périphérique des patients et de promastigotes dans l'intestin moyen des insectes gorgés 

avec ce sang. L'hypothèse fut confirmée en 1924 par Knowles, Napier et Smith. La transmission de 

L. infantum par les phlébotomes dans le Bassin Méditerranéen fut confirmée en 1926 par Parrot et 

Donatien. L'élevage des phlébotomes en laboratoire dés 1925 permit l'initation d'importantes études 

épidémiologiques émanant de la Commission du kala azar, qui évalua la dynamique de 

transmission des leishmanies par les phlébotomes à Bassam entre 1926 et 1930 (Jarry, 1999). 

Enfin, l'histoire des leishmanioses prit un nouveau tournant à partir de 1985 avec la description 

des premiers cas de co-infection VIH-leishmanies (de la Loma et al., 1985; Clauvel et al., 1986). 

Depuis lors, l'histoire des leishmanioses est étroitement liée à celle du SIDA et de l'immuno-

dépression. 

  

 

II. Cycle des leishmanioses 

 

1. Généralités 

 

Les leishmanies sont injectées à leur hôte mammifère sous une forme flagellée (dite 

promastigote) au cours d'une piqûre par une femelle phlébotome. Dans le derme du mammifère, 

elles sont phagocytées par les macrophages résidents au sein desquels elles se différencient en 

amastigotes dépourvus de flagelle et se multiplient. Elles peuvent ensuite migrer vers la rate, la 

moelle osseuse et le foie, où elles induisent les symptômes classiquement associés à la pathologie 

viscérale. Au cours d’un repas sanguin ultérieur, la femelle phlébotome prélève le sang du 

mammifère infecté, contenant des leishmanies amastigotes au sein des phagocytes. Celles-ci 

arrivent dans le tube digestif de l’insecte, où elles sont libérées, se différencient en promastigotes et 

se multiplient. Certaines d’entre elles s’accumulent ensuite dans le tube digestif de l’insecte, tandis 

que d’autres migrent vers les trompes de l’appareil salivaire et seront injectées dans la peau d'un 

prochain hôte mammifère (Figure 2). 
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Figure 2 : Cycle biologique des parasites du genre Leishmania. D’après le cycle proposé par le Centre 
National de Référence des Leishmania (http://www.parasitologie.univ-montp1.fr/images/cycle.jpg). 
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2. Parasite 

 

 Les leishmanies sont des protozoaires appartenant au genre Leishmania Ross, 1903 ; la place de 

ce genre dans la classification de Levine (1980) est la suivante : 

 

  REGNE : Protista 

  SOUS-REGNE : Protozoa 

  EMBRANCHEMENT : Sarcomastigophora  

  SOUS-EMBRANCHEMENT : Mastigophora 

  CLASSE : Zoomastigophorea 

  ORDRE : Kinetoplastida 

  SOUS-ORDRE : Trypanosomatina  

  FAMILLE : Trypanosomatidae 

  GENRE : Leishmania 

 

Il est difficile de distinguer les différentes espèces de leishmanies d'un point de vue 

morphologique, tant au stade promastigote qu'au stade amastigote. Outre les légères variations 

morphologiques, les premiers critères d'identification reposent donc sur les aspects cliniques et 

épidémiologiques des leishmanioses, qui ont été complétés ultérieurement de critères culturaux et 

expérimentaux chez l'animal de laboratoire ou chez le vecteur. Ce sont les techniques de biologie et 

immunologie telles que le test de Noguchi-Adler, le sérotypage du facteur excrété et l’utilisation 

d'anticorps monoclonaux, ainsi que les techniques biochimiques telles que radiorespirométrie, 

l’agglutination par les lectines et l'électrophorèse des iso-enzymes qui ont permis d'affiner et de 

standardiser l'identification des espèces. Depuis les années 1980, les nouveaux outils de biologie 

moléculaire ont enrichi les techniques d'identification, avec notamment l'analyse des fragments de 

restriction et l'analyse des microsatellites en PCR. Le séquençage récemment entrepris de 

nombreuses souches issues de différentes espèces de leishmanies devraient également dans les 

années à venir apporter de puissants outils phylogénétiques (Ivens et al., 2005; Downing et al., 

2011; Downing et al., 2012). Cependant, la technique de choix pour l'identification des espèces 

leishmaniennes reste l'électrophorèse des iso-enzymes, permettant de regrouper les souches de 

leishmanies en zymodèmes selon leur profil enzymatique, permettant une identification de ces 

souches au niveau spécifique et infraspécifique. L'évolution des techniques d'identification a permis 

d'aboutir aujourd'hui à une taxonomie cladistique complexe intégrant les différents critères 

d'identification avec une place importante des analyses biochimiques. Bien qu'il n'existe qu'un genre 

Leishmania, deux sous-genres ont été différenciés, Leishmania et Viannia, sur la base du cycle 
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intravectoriel impliquant respectivement le développement des leishmanies dans la partie antérieure 

ou postérieure de l'intestin du phlébotome. Ces sous-genres sont divisés en complexes 

phylogénétiques correspondant dans la plupart des cas à des situations épidémiologiques 

particulières et comprenant les espèces identifiées sur la base des seuls critères enzymatiques 

(Pratlong et Lanotte, 1999) (Tableau 1). 

 
Tableau 1 : Tableau de classification des complexes pathogènes de Leishmania. Classification de Lainson et 
Shaw (1987). D'après Pratlong et Lanotte (Dedet, 1999). 
 

Sous-genre Leishmania Sous genre Viannia 

Caractéristique : parasites limités à l'intestin moyen et 
antérieur du phlébotome 
Distribution : Ancien et Nouveau Monde 

Caractéristique : développement dans l'intestion 
postérieur du phlébotome 
Distribution : Nouveau-Monde 

Complexe Leishmania (L.) donovani 
L. (L.) donovani 
L. (L.) infantum 
L. (L.) chagasi 
L. (L.) archibaldi 

Espèces hors complexe L. (L.) donovani 
L. (L.) tropica 
L. (L.) aethiopica 
L. (L.) gerbilli 
L. (L.) major  

Complexe Leishmania (L.) mexicana 
L. (L.) mexicana 
L. (L.) enriettii 
L. (L.) amazonensis 
L. (L.) venezuelensis 

Espèces possibles du complexe L. (L.) mexicana 
L. (L.) pifanoi 
L. (L.) garnhami 

Complexe L.eishmania (L.) hertigi 
L. (L.) hertigi 
L. (L.) deanei 

Complexe Leishmania (V.) braziliensis 
L. (L.) braziliensis 
L. (L.) guyanensis 
L. (L.) panamensis 
L. (L.) peruviana 
 

 

  

Les leishmanies sont des protozoaires relativement évolués chez lesquels sont observés la plupart 

des organites spécifiques des eucaryotes supérieurs. Elles sont entourées par une membrane 

plasmique qui présente sur sa face externe une enveloppe cellulaire d'épaisseur variable, le 

glycocalyx, composée principalement de glucides liés à des lipides et à des protéines membranaire. 

Cette membrane protège les leishmanies contre les agents agressifs, assure le transfert de 

métabolites et permet les interactions avec les hôtes qu'il habite successivement, et notamment les 

interactions avec les cellules intestinales du phlébotome et les cellules phagocytaires 

mammaliennes. Elle joue donc un rôle primordial dans l'établissement et le maintien du parasitisme. 

Comme toutes les cellules eucaryotes complexes, les leishmanies contiennent un noyau contenant le 

matériel génétique organisé en 36 chromosomes, ainsi que de nombreux organites bordés par une 

membrane et participant à la biosynthèse des constituants parasitaires comme le réticulum 
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endoplasmique et l'appareil de Golgi, ou à la dégradation des composants parasitaires ou exogènes 

tels que des endosomes et lysosomes. Un réseau de microtubules assure le maintien de l'architecture 

cellulaire sous la membrane plasmique et permet la mobilité flagellaire grâce à l'hydrolyse de l'ATP. 

Outre la singularité de leur flagelle antérieur, les leishmanies sont caractérisées par la présence d'un 

organite typique des kinétoplastidés, le kinétoplaste, généralement en position juxtanucléaire, 

correspondant à une portion particulière de l'unique mitochondrie, qui contient l'ADN 

mitochondrial.  

Les leishmanies se présentent à leurs hôtes successifs sous deux formes morphologiques 

distinctes, promastigote et amastigote (Figure 3). Les promastigotes sont une forme extracellulaire 

mobile vivant dans le tube digestif du phlébotome. Ils présentent un corps plus ou moins fuselé de 5 

à 20 µm de long et 1 à 4 µm de large, prolongé par un flagelle émergeant de leur pôle antérieur 

pouvant atteindre une longueur de 20 µm. Sous cette forme, le kinétoplaste est situé entre le noyau 

et la base du flagelle. Les amastigotes nichent au sein de vacuoles parasitophores, à l'intérieur des 

cellules phagocytaires mononucléées et plus particulièrement des macrophages. A ce stade, ils 

présentent un corps ovoïde d'environ 4 µm de long et 2 µm de large. Cette forme intracellulaire non 

mobile est également munie d'un flagelle, mais celui-ci est très court et ne dépasse pas le corps 

cellulaire (Antoine et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 3 : Formes promastigote et amastigote des protozoaires du genre Leishmania. Représentation 
schématique des organelles principales d’un promastigote à gauche et d’un amastigote à droite (A). Images de 
microscopie électronique à balayage d’un promastigote procyclique en culture (B) et d’un amastigote isolé à 
partir d’un macrophage infecté isolé à partir d’une souris (C). D’après Besteiro et al., 2007. 
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La propagation des leishmanies se fait principalement par reproduction asexuée (Rougeron et al., 

2010; Rougeron et al., 2011). Après l'apparition d'un flagelle-fils de petite taille, la division 

nucléaire s'effectue sans disparition préalable de l'enveloppe nucléaire et les chromosomes non 

condensés se répartissent dans les noyaux fils par migration le long d'un fuseau mitotique intra-

nucléaire bipolaire composé de microtubules. Enfin, le kinétoplaste se divise à son tour. La 

cytodiérèse s'effectue ensuite selon l'axe longitudinal des parasites commençant généralement au 

pôle antérieur. 

 

3. Vecteur 

 

Le vecteur des leishmanioses, le phlébotome, est un diptère hématophage de la famille des 

Psychodidae et de la sous-famille des Phlebotominae, qui comprend environ 700 espèces dont la 

systématique est controversée dans la communauté scientifique. Seuls les genres Phlebotomus et 

Lutzomyia sont impliqués dans l’épidémiologie des leishmanioses, dans l’Ancien Monde et le 

Nouveau Monde, respectivement. Les phlébotomes sont largement répandus dans le monde, partout 

où règne une température assez élevée (20-26°) pour leur permettre d’entrer en activité, au moins 

une partie de l’année. Ils sont donc répartis en zones tropicales où ils sont actifs toute l’année, et 

sub-tropicales où ils présentent une phase de repos hivernal, la diapause. Chaque espèce est 

inféodée à une aire géographique donnée, ainsi qu’à un paysage particulier au sein de cette aire. Le 

réchauffement climatique amorcé au début du XXème siècle tend à étendre l’aire de répartition 

géographique des phlébotomes et pourrait ainsi causer une recrudescence de cas de leishmanioses 

dans des régions géographiques aujourd’hui préservées (Dujardin et al., 2008; Shaw et al., 2009; 

Ready, 2010; Fischer et al., 2011). 

Les phlébotomes sont des diptères de petite taille (2 à 5 mm) au corps grêle et allongé, recouvert 

d’une fine pilosité (Figure 4). La durée de vie des femelles phlébotomes est de deux semaines à 

trois mois, selon la température et l’hygrométrie. La durée de vie des mâles est moindre. Durant la 

journée, les phlébotomes se cachent dans des endroits retirés, sombres et relativement humides. De 

mœurs nocturnes, ils sortent à la tombée du jour si la température est assez élevée (19-20°) et s’il y 

a peu de vent. La femelle phlébotome pique alors les mammifères pour se nourrir du sang qui est 

essentiel au développement de ses larves. Elle est donc alors potentiellement contaminée par un 

repas sanguin sur un hôte infecté, mais cela n’aboutit pas nécessairement à la formation de 

promastigotes infectieux. En effet, il existe des interactions très spécifiques entre le parasite et son 

vecteur se traduisant pas un spectre d’hôtes relativement étroit (Tableau 2) (Léger et Depaquit, 

1999). 
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Figure 4 : Phlébotomes. Photographie d’une femelle phlébotome comparée à une tête d’allumette (A) Femelle 
Phlebotomus argentipes se gorgeant de sang humain (B-C). Crédits photos : Jean-Pierre Dedet et Ray Wilson. 
 
 

Tableau 2 : Principales espèces de phlébotomes impliquées dans la transmission des leishmanies. D’après 
Dedet, 2002. 
 

Genres Sous-genres Espèces incriminées Espèces de Leishmania 
transmises 

Ancien Monde 
Phlebotomus 
 

 
Phlebotomus 
 

Paraphlebotomus 
 
 
 

Synphlebotomus 
 
 

Larroussius 
 

 
Alderius 
 

Euphlebotomus 

 
patasi,duboscqi 
 

sergenti 
alexandri 
alexandri 
 

martini 
ansarii 
 

perniciosus, ariasi, perfiliewi, 
neglectus, langeroni 
longipes, pedifer 
 

chinensis 
 

argentipes 

 
major 
 

tropica 
donovani 
(major) 
 

donovani 
(major) 

 
infantum 
aethiopica 
 

infantum 
 

donovani 

Nouveau Monde 
Lutzomyia 

 
Lutzomyia 
 
 

Nyssomyia 
 
 
 
 
 
 

Psychodopygus 
 
 

Helcocyrtomyia 
 

Pintomyia 

 
longipalpis 
diabolica 
 

olmeca olmeca 
flaviscutellata 
olmeca bicolor 
intermedia 
umbratilis, anduzei, whitmani 
trapidoi 
 

wellcomei 
panamensis 
 

peruensis 
 

pessoai 

 
chagasi 
mexicana 
 

mexicana 
amazonensis 
venezuelensis 
braziliensis 
guyanensis 
panamenis 
 

braziliensis 
(panamenis) 
 

peruviana 
 

braziliensis 
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Pour pouvoir se développer au sein du phlébotome, les leishmanies doivent franchir de 

nombreux obstacles tels que les enzymes digestives, la membrane péritrophique entourant le repas 

sanguin ou encore l’excrétion du contenu de l’intestin médian suite à la digestion, ce qui implique le 

passage par différents stades caractérisés par un remodelage cellulaire et biochimique significatif. 

Les amastigotes ingérés sont libérés par la rupture de leurs cellules hôtes lors de l’ingestion, et se 

transforment en promastigotes procycliques capables de proliférer. Puis ils se différencient en 

promastigotes nectomonades correspondant à un stade migratoire non-proliférant, allant du tube 

digestif postérieur au tube digestif antérieur grâce à leur flagelle facilitant l’adhérence aux 

microvillosités intestinales et évitant ainsi leur élimination par le transit intestinal. Ils se 

différencient en promastigotes leptomonades capables de se multiplier. Ils sont les précurseurs du 

processus final de différenciation des promastigotes au sein du phlébotome, la métacyclogenèse, 

aboutissant à l’accumulation de promastigotes métacycliques à la limite entre le tube digestif 

médian et le tube digestif antérieur. Ces promastigotes métacycliques correspondent au stade 

infectieux pour les mammifères. Incapables d’adhérer significativement aux cellules intestinales du 

phlébotome, ils peuvent être régurgités durant un repas sanguin ultérieur. Ce mécanisme de 

transmission des promastigotes métacycliques à un nouvel hôte est facilité par la production par les 

promastigotes leptomonades d’un gel de protéophosphoglycanes filamenteux obstruant 

physiquement l’intestin de façon concomitante avec la métacyclogenèse, ce qui permet 

l’accumulation des promastigotes métacycliques plutôt que leur élimination via le transit digestif 

(Sacks, 2001; Bates et Rogers, 2004; Rogers et al., 2004; Bates, 2008; Wilson et al., 2010) (Figure 

5). 

Dans la nature, la prévalence d’infection des populations de phlébotomes par Leishmania 

n’excède pas 0,1%, y compris dans les zones endémiques. Les leishmanies sont donc capables 

d’influencer le comportement de la femelle phlébotome afin de favoriser leur transmission. En effet, 

l’infection accroît l’occurrence de piqûres après une interruption du repas sanguin et favorise les 

repas sanguins sur plusieurs hôtes successifs. Ces deux aspects du comportement du vecteur sont 

finement réglés sur la différenciation du parasite dans l’intestin, de sorte qu’ils ne sont observés que 

lorsque les promastigotes infectieux sont présents. Ces mécanismes procurent un avantage sélectif 

aux leishmanies qui sont ainsi plus facilement transmises aux mammifères (Rogers et Bates, 2007). 
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Figure 5 : Séquence de développement des cinq formes promastigotes majeures. D’après Bates et al., 2007. 

 

 

4. Hôtes et réservoirs 

  

Les leishmanies, qu'elles soient pathogènes ou non pour l'Homme, infectent les mammifères. 

Ceux-ci peuvent être des hôtes réservoirs ou accidentels selon le complexe pathogène incriminé. 

Les hôtes réservoirs permettent la survie du parasite jusqu'à la prochaine saison de transmission, et 

doivent être infestants pour le vecteur, avec des parasites présents au niveau de lésions 

tégumentaires chroniques, voire dans la peau saine ou dans le sang. Ceci implique une pathogénicité 

modérée du parasite à l'égard de son hôte réservoir, permettant un équilibre entre le maintien du 

parasitisme et les défenses immunitaires de l'hôte. Les parasites ne peuvent être transmis à l'Homme 

que si la niche écologique du vecteur intègre simultanément celle de l'Homme et celle du réservoir, 

ou si les migrations humaines placent l'Homme au croisement des niches du vecteur et du réservoir. 

Dans l'Ancien Monde, 37 espèces de mammifères appartenant à 25 genres ont été trouvées 

infestées par des leishmanies appartenant à 8 complexes. Dans le Nouveau Monde, 25 espèces de 

mammifères appartenant à 21 genres sont porteurs de leishmanies appartenant à 7 complexes du 

sous-genre Leishmania, et 26 espèces appartenant à 18 genres sont porteurs de 7 complexes du 

genre Viannia. L'Homme est en général un hôte accidentel pour les leishmanies, à l'exception des 

complexes L. tropica et L. donovani, considérés comme strictement anthroponotiques, avec 

l'Homme comme unique réservoir. A l'inverse, les Canidae, en particulier les chiens domestiques, 

occupent une place prépondérante dans les foyers de leishmaniose viscérale à L. infantum de 

l'Ancien et du Nouveau Monde, tandis que l'Homme est un hôte accidentel. 
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Au cours de son repas sanguin sur l'un de ses hôtes réservoir ou accidentel, le phlébotome infesté 

injecte 10 à 100 promastigotes métacycliques dans le derme, conjointement avec de la salive 

contribuant à l'établissement de l'infection, notamment via des effets immunomodulateurs et 

vasodilatateurs (Andrade et al., 2007). Les promastigotes se lient alors aux macrophages dermiques 

résidents et monocytes fraîchement recrutés au niveau du site infectieux qui les phagocytent 

rapidement. Les phagosomes ainsi produits peuvent aboutir à la destruction des promastigotes ou 

être convertis en un nouvel organite, la vacuole parasitophore, au sein de laquelle les promastigotes 

se différencient en amastigotes, mieux adaptés à la vie intracellulaire, et capables de proliférer par 

scissiparité. Il est généralement admis que la rupture des macrophages très infectés aboutit à la 

libération d'amastigotes rapidement phagocytés par d'autres macrophages. En effet, les amastigotes 

sont plus facilement phagocytés que les promastigotes et moins prompts à déclencher une flambée 

oxydative destructrice, ce qui favorise leur établissement et leur propagation au sein des cellules 

hôtes. Selon l'espèce leishmanienne incriminée et le statut immunologique de l'hôte, l'infection est 

contenue au niveau de la peau ou disséminée dans les muqueuses faciales, les ganglions 

lymphatiques ou les organes profonds tels que le foie, la rate et la moelle osseuse par des 

mécanismes encore relativement incompris. 

 

 

III. Variabilité des présentations cliniques chez l'Homme 

 

Il existe plusieurs espèces de leishmanies pathogènes pour l’Homme conduisant, selon les 

espèces, à trois formes cliniques principales : la leishmaniose cutanée bénigne, la leishmaniose 

cutanéo-muqueuse délabrante pour les tissus et la leishmaniose viscérale potentiellement mortelle. 

Cependant, cette variabilité de présentations cliniques n'est pas entièrement expliquée par la seule 

biodiversité parasitaire, une même espèce pouvant être responsable de plusieurs formes de 

leishmanioses. Le statut immunitaire de l'hôte joue également un rôle important dans l'expression 

phénotypique de ces infections, comme en témoigne le nombre relativement important de formes 

asymptomatiques ou l'apparition de formes patentes chez les patients immunodéprimés. La 

susceptibilité génétique ainsi que le micro-environnement cellulaire sont également potentiellement 

impliqués dans le déterminisme des différentes manifestations cliniques. 
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1. Leishmanioses tégumentaires 

 

La leishmaniose cutanée est la forme la plus commune de leishmanioses, avec 0,7 à 1,2 millions 

de nouveaux cas par an. Principalement observée au Maghreb, en Afrique de l’Ouest et de l’Est, 

avec 90% des cas mondiaux concentrés en Afghanistan, Brésil, Iran, Pérou, Arabie Saoudite et Syrie 

(Alvar et al., 2012) (figure 6). 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Figure 6 : Distribution des leishmanioses tégumentaires. Répartition géographique des leishmanioses 
cutanées à L. tropica et L. aethiopica (A) et des leishmanioses cutanées à L. major (B) dans l’Ancien Monde. 
Répartition des leishmanioses cutanéo-muqueuses dans le Nouveau Monde (C). D’après l’OMS. 
 

 

Les formes de leishmaniose cutanée de l’Ancien Monde, également connues sous les noms de 

bouton d'Orient, bouton d'Alep ou encore clou de Biskra, sont en général « sèches », indolores, 

strictement cutanées et localisées (si l’on excepte les formes disséminées à L. aethiopica) (Figure 

7A-B). Elles régressent généralement spontanément en quelques semaines à quelques mois. A 

l’inverse, les leishmanioses tégumentaires du Nouveau Monde sont plus sévères, du fait de leur 

caractère ulcérant et « humide », récidivant, diffus et mutilant, avec une atteinte cutanéo-muqueuse 

très destructrice en l’absence de traitement, en particulier au niveau de la face. Après guérison, les 

cicatrices rétractiles indélébiles peuvent être la cause d’une exclusion sociale et de sérieux 

problèmes sociologiques (Figure 7C) (Weiss, 2008). La leishmaniose cutanéo-muqueuse est 

observée exclusivement au Nouveau-Monde, où 90% des cas sont réunis en Bolivie, au Brésil et au 

Pérou.  

Le diagnostic des leishmanioses tégumentaires repose dans un premier temps sur des critères 

cliniques. Ensuite, ce diagnostic est confirmé par le frottis d’un prélèvement par raclage du fond de 

l’ulcération qui, après coloration au May-Grunwald Giemsa, met en évidence la présence de 

leishmanies. La mise en culture du prélèvement en milieu NNN confirme également ce diagnostic 

par l’obtention d’une culture de promastigotes mobiles, qui peuvent ensuite être identifiés par 

biologie moléculaire pour un diagnostic spécifique. Selon le complexe pathogène incriminé, la 
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stratégie thérapeutique repose sur l’emploi de dérivés pentavalents de l’antimoine, qui restent le 

traitement de choix des leishmanioses tégumentaires, ainsi que sur l’emploi d’Amphotéricine B, de 

sels de pentamidine ou de miltefosine, en particulier dans le cas de leishmanioses tégumentaires du 

Nouveau-Monde résistantes aux antimoniés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Lésions observées au cours des leishmanioses tégumentaires. Leishmaniose cutanée de l’Ancien 
Monde en Afghanistan (A). Leishmaniose cutanée du Nouveau Monde au Nicaragua (B). Lésion active de la 
muqueuse nasale au cours de la leishmaniose cutanéo-muqueuse du Nouveau-Monde dans les basses terres 
amazonniennes (C). Crédits photos : Paula Bronstein, Action Damien / Jean Platteau et Calvopina et al., 2006. 

 

 

2. Leishmaniose viscérale 

 

La leishmaniose viscérale, principalement due à L. infantum et L. donovani, correspond à un 

tableau clinique plus sévère, puisqu'elle est mortelle en absence de traitement. Elle est observée 

dans 62 pays de l’Ancien et du Nouveau Monde et concerne 200 millions d'individus (Guerin et al., 

2002) avec environ 200 000 à 400 000 nouveaux cas par an, dont 90% sont regroupés dans 

seulement 6 pays : l'Inde, le Bangladesh, le Soudan, le Soudan du Sud, l’Ethiopie et le Brésil (Alvar 

et al., 2012). Il est convenu de distinguer la leishmaniose viscérale indienne, appelée kala azar, de 

la leishmaniose viscérale zoonotique à L. infantum. Les cas de kala azar sont principalement 

observés en Afrique et en Asie mineure, et plus particulièrement en Inde, avec 50% des cas de 

leishmaniose viscérale mondiaux rassemblés dans l’état du Bihar, au nord-est du pays. La 

leishmaniose viscérale à L. infantum (L. chagasi) est observée en Amérique Latine, en Asie 

Centrale, en Afrique de l’Est et dans le bassin méditerranéen. Ce dernier représente un foyer 

historique de leishmaniose viscérale à L. infantum, en particulier en France, Espagne, Italie, 

Portugal et Croatie. En France, les régions concernées sont la Corse, la Côte d'Azur, la Provence, le 

Languedoc-Roussillon et les Cévennes (Figure 8). 
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Figure 8 : Distribution géographique de la leishmaniose viscérale dans l’Ancien Monde et le Nouveau 
Monde. D’après l’OMS. 
 

 

La leishmaniose viscérale zoonotique classique touche principalement le jeune enfant ; d’où le 

nom de L. infantum. Après une phase d’invasion insidieuse liée à une altération de l’état général de 

l’enfant, une triade symptomatique caractéristique se met en place en plusieurs semaines : fièvre, 

anémie et splénomégalie. La fièvre est irrégulière, capricieuse et résistante aux antibiotiques et aux 

anti-palludéens ; elle persiste durant plusieurs semaines. L'anémie se manifeste par une intense 

pâleur cireuse, éventuellement modulée par un ictère donnant un teint verdâtre. La splénomégalie 

est homogène avec une rate dure, lisse et indolore à la palpation pouvant dépasser l’ombilic. 

L’abdomen ainsi distendu contraste souvent avec la cachexie du patient (Figure 9A). Une 

hépatomégalie plus modérée, ferme et indolore, sans ascite ni ictère peut être associée à ces 

symptômes, ainsi que des adénopathies. Un syndrome hémorragique ou un épisode diarrhéique 

peuvent compléter le tableau, notamment en phase finale de la maladie. Il existe également chez 

l’enfant des formes atypiques, avec une splénomégalie isolée, une fièvre isolée au long cours, une 

atteinte rénale ou un syndrome d’activation macrophagique. 

Outre cette forme classique de leishmaniose viscérale à L. infantum observée chez l’enfant, il 

existe des formes souvent moins caractéristiques chez l’adulte, avec des tableaux incomplets 

présentant une fièvre sans splénomégalie, une splénomégalie fébrile sans anémie ou une 

splénomégalie non fébrile. L’apparition de la maladie dans ce cas est en général associée à une 

immunosupression sous-jacente, telle que l'immunosuppression induite par le VIH. L'apparition de 

la maladie résulte donc dans ce cas d'une infection primaire du sujet immunodéprimé ou de la 

réactivation d'une infection latente. Si dans la majorité des cas, le tableau clinique présente des 
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signes typiques, le diagnostic clinique de la leishmaniose viscérale peut être particulièrement 

difficile chez l’immunodéprimé. Les patients co-infectés par le VIH développent par exemple 

volontiers des manifestations inhabituelles et trompeuses compliquant le diagnostic, en particulier 

une viscéralisation pouvant s'étendre à des organes habituellement peu envahis, tels que les 

poumons, le larynx, le tube digestif et la peau. La leishmaniose viscérale de l'immunodéprimé 

s'accompagne de sérieuses difficultés thérapeutiques et d'une importante tendance à la rechute 

(Peters et al., 1990; Kubar et al., 1998; Desjeux et Alvar, 2003; Mary et al., 2004; Bourgeois et al., 

2008; Colomba et al., 2009; Bourgeois et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 9 : Leishmaniose viscérale. Photographies d’un cas de leishmaniose viscérale chez l’enfant (A). 
Photographie d’un cas de kala azar chez l’adulte (B). Photographie d’un enfant présentant une dermatite post-
kala azar au Soudan (C). Crédits photos : Philippe Desjeux et www.sudanmedicalrelief.org. 
 

 

La leishmaniose viscérale anthroponotique, ou kala azar, atteint toutes les tranches d’âge de vie. 

La triade symptomatique est quasiment systématique, comme décrit par Thomas Briscoe dés 1869 : 

« The disease is brought on by repeated attacks of intermittent or remittent fever ; the spleen 

becomes enormeously enlarged ; appetite very great : the sufferer loses flesh, and becomes a perfect 

skeleton, and, in general dies within a year ». En 1932, Twinning écrivit : « We sometimes see a 

chronic enlargement of the spleen, in adults of pale, sallow and unhealthy aspect ; who eat and 

drink as they did in health, and seem to endure the disease for many months without much 

suffering: exept the inconvenience of a tumid belly, attended with shortness of breath ». En effet, 

après une phase d'incubation généralement silencieuse de 10 jours à un an, la maladie se déclare 

brutalement, avec des accès fébriles pseudo-palustres, l'apparition d'une anémie et d'un syndrome 

hépato-splénique, éventuellement associé à des adénopathies, et la mise en place d'une sévère 

cachexie (Figure 9B). Le kala azar se caractérise aussi par de multiples atteintes cutanées : des 
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teintes bistres du tégument, des macules érythémateux, des tâches dépigmentées et une fréquente 

hyperpigmentation du visage, des mains et des pieds (à l’origine du terme kala azar). Il existe une 

autre manifestation cutanée, le PKDL (Post Kala azar Dermal Leishmaniasis), se présentant sous la 

forme de nodules, indolores, siégeant sur le visage ou sur le reste du corps (Figure 9C). Elle peut 

survenir au cours du développement de la maladie avec, dans ce cas, des nodules où abondent les 

leishmanies, soit après la mise en place du traitement. Ils apparaissent quelquefois après des années, 

parfois jusqu’à vingt ans après une guérison clinique dans les foyers indiens (Deniau et Houin, 

1999). 

Si l'observation d'une splénomégalie et/ou d'une hépatomégalie associées à des fièvres 

anarchiques orientent le diagnostic chez un patient résidant ou ayant voyagé en zone endémique, de 

nombreux arguments biologiques non spécifiques sont également évocateurs de leishmaniose 

viscérale : une anémie normochrome normocytaire peu régénérative (par hémolyse, hyper-

splénisme, inflammation et atteinte médullaire), une leuconeutropénie souvent profonde, une 

thrombopénie modérée et tardive, un syndrome inflammatoire avec hypoalbuminémie et 

hypergammaglobulinémie à IgG. De telles observations incitent le praticien à poursuivre les 

investigations avec des examens complémentaires de certitude, tels que l'examen direct après 

coloration, la mise en culture sur milieu spécifique ou encore de la biologie moléculaire sur une 

ponction de moelle osseuse ou sur le sang périphérique. La sérologie est également un argument 

d'orientation majeur pour l'hôte immunocompétent. L'isolement du parasite en culture permet un 

diagnostic spécifique et la caractérisation du zymodème incriminé. 

Le traitement de la leishmaniose viscérale constitue de réelles difficultés thérapeutiques, du fait 

des coûts et de la toxicité des molécules classiquement utilisées, de l'apparition de résistances des 

parasites à ces molécules, ainsi que de l'état des patients souvent immunodéprimés. Parmi les 

molécules de première intention, deux sels d'antimoine chimiquement voisins sont employés, 

l'antimoniate de méglumine (Glucantime®, Aventis) et le stibogluconate de sodium (Pentostam®, 

GlaxoSmithKline) d'efficacité similaire. Le Glucantime® est prescrit quotidiennement pendant 28 

jours par voie intra-musculaire profonde. Ces molécules peuvent être mal tolérées dés le début du 

traitement avec des effets secondaires modérés, tels que céphalées, vomissements ou myalgies ne 

conduisant pas à l'arrêt du traitement. En revanche, une intoxication survient parfois en fin de 

traitement, ce qui impose une surveillance rapprochée des patients en milieu hospitalier. Une 

mauvaise tolérance cardiaque, hématologique ou hépatique impose une diminution des doses voire 

un arrêt du traitement (Gangneux, 1999). L'apparition d'isolats parasitaires résistants aux antimoniés 

en Inde ne permet plus l'emploi de ces molécules en première intention. L'amphotéricine B (AmB) 

désoxycholate (Fungizone®, Boyer Pharma) est donc l'alternative thérapeutique de choix dans le cas 

de leishmaniose viscérale résistante aux antimoniés en Inde (Gangneux, 1999). Administré par voir 
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intraveineuse durant 30 jours sous surveillance rapprochée, sa toxicité néphrologique et 

hématologique élevée compliquent son emploi. Depuis le développement de formulations lipidiques 

mieux tolérées, l'AmB liposomale (Ambisome®, Gilead Sciences) est utilisé dans le traitement des 

leishmanioses viscérales en particulier chez les enfants et patients immunodéprimés, ainsi qu'en cas 

de résistance aux antimoniés ou stibio-intolérance (Gangneux et al., 1996a). L'Ambisome® 

s'administre classiquement en 6 injections intra-veineuses lentes les 5 premiers jours puis le 

dixième, mais des schémas d'administration différents sont parfois employés chez l'immunodéprimé 

(Gangneux et al., 1996b). Outre ces molécules, l'administration quotidienne de Miltefosine par voie 

orale durant 28 jours est une alternative efficace en Inde, notamment chez l'enfant. Néanmoins, il 

est nécessaire de contrôler les fonctions hépatiques et néphrologiques au cours du traitement, et de 

possibles effets tératogènes contre-indiquent son emploi chez les femmes en âge de procréer 

(Sundar et al., 1998). Différentes molécules ont été proposées pour le traitement des leishmanioses 

viscérales, mais la diversité des résultats cliniques limite leur emploi aux traitements de seconde 

intention, en mono voire en bithérapie (Desjeux et Alvar, 2003). Il s'agit de l'aminosidine sulfate 

(Gabbriomycin®) et la pentamidine (Pentacarinat®). L'allopurinol, le métronidazole ou encore les 

dérivés azolés antifongiques (kétoconazole, itraconazole) inhibant la synthèse d'ergostérol chez les 

leishmanies ont également été employés avec un succès variable (Gangneux, 1999). Face aux 

contraintes et difficultés thérapeutiques de la leishmaniose viscérale, la recherche scientifique 

s'attache encore aujourd'hui à développer de nouvelles molécules anti-leishmaniennes (Dureau et 

al., 2010; Eltayeb et Ibrahim, 2012; Singh et al., 2012). Des immunothérapies visant à optimiser les 

défenses de l'hôte contre les leishmanies sont enfin envisagées. Des essais ont notamment indiqué 

que l'IFN-Ȗ majore l'efficacité du Glucantime® et pourrait être intéressant en bi-hérapie (Gangneux, 

1999). Le ciblage du système immunitaire de l'hôte semble donc pertinent et fait l'objet de 

nombreuses recherches (Dalton et Kaye, 2010; Karmakar et al., 2012; Mukhopadhyay et al., 2012). 

 

3. Portage asymptomatique, persistance parasitaire et risques de réactivation 

 

Si l'infection par L. infantum ou L. donovani évolue volontiers vers une leishmaniose viscérale 

potentiellement mortelle en absence de traitement, elle peut également évoluer vers des formes sub-

cliniques caractérisées par des symptômes modérés et transitoires, voire demeurer silencieuse et 

exempte de symptômes. De nombreux travaux publiés depuis les années 1970 indiquent que les 

formes patentes correspondent finalement à la face émergée de l’iceberg et que les formes sub-

cliniques et asymptomatiques sont plus fréquentes qu'on ne le supposait, chez l’Homme et le chien 

(Pampiglione et al., 1975; Badaro et al., 1986; Meller-Melloul et al., 1991; Michel et al., 2011). 

Suite à la primo-infection, la majorité des sujets reste donc asymptomatique ou développe une 
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forme bénigne spontanément résolutive de la maladie. En outre, après une leishmaniose viscérale 

patente ou bénigne guérie, les parasites persistent durablement dans l'organisme contribuant alors au 

portage asymptomatique des leishmanies (Bogdan, 2008). Chez l’Homme, dans le cas de L. 

infantum/chagasi, le portage asymptomatique représente selon les études de 0,5 à 58 % des 

individus contrôlés dans le Bassin Méditerranéen (Papadopoulou et al., 2005; Mary et al., 2006), et 

de 0,05 à 73,4 % en Amérique du Sud (Passos et al., 2005; Silveira et al., 2010). Dans le cas de L. 

donovani, différentes études récentes ont démontré l'existence d'un portage asymptomatique d’une 

fréquence allant de 6,2 à 20,8 % selon les régions étudiées et les outils employés (Bhattarai et al., 

2009; Das et al., 2011; Hasker et al., 2013). La proportion de porteurs asymptomatiques dépend 

donc des zones géographiques considérées, mais aussi des tests de détection employés. En général, 

l'amplification de l'ADN kinétoplastique et la détection d'anticorps spécifiques par Western Blot 

sont plus sensibles que les autres méthodes de détection, telles que l'intradermo-réaction à la 

leishmanine ou les tests d'immuno-fluorescence des anticorps (Michel et al., 2011). Ainsi, de 

nombreux progrès ont été faits dans l’évaluation de la fréquence du portage asymptomatique grâce à 

l'emploi de techniques fines de biologie moléculaire. Toutefois, il est possible que l’importance du 

portage asymptomatique soit sous-estimée aujourd’hui encore dans de nombreuses aires 

endémiques. 

La persistance des leishmanies à l'abri des défenses de l'hôte après une primo-infection 

asymptomatique ou une leishmaniose viscérale guérie pourrait contribuer à expliquer la résistance à 

la ré-infection chez les sujets asymptomatiques. En effet, la présence de leishmanies vivantes à bas 

bruit conduirait à une stimulation continue du système immunitaire inné et adaptatif, et pourrait 

contribuer au maintien de cellules T CD4+ et CD8+ mémoires protectrices (Bogdan, 2008). 

Toutefois, la persistance parasitaire et le portage asymptomatique peuvent également s’avérer 

fortement délétères. En effet, si la souche de leishmanies incriminée ainsi que les prédispositions 

génétiques des sujets conditionnent partiellement l’expression de la maladie, leur âge et leur statut 

immunologique jouent également un rôle important. Ainsi, lorsque le statut immunologique des 

porteurs asymptomatiques évolue, ceux-ci peuvent développer une forme patente ultérieure parfois 

jusqu’à 5 ans après un séjour en zone endémique (Rosenthal et al., 1988), ou une rechute après une 

leishmaniose viscérale guérie (Mary et al., 2004; Bourgeois et al., 2008). L’immunodéficience 

induite par le VIH constitue l’un des facteurs de risque de réactivation parasitaire les plus fréquents, 

et occasionne l’apparition de formes patentes ou de formes chroniques actives, parfois associée à 

une localisation inhabituelle des leishmanies (Peters et al., 1990; Kubar et al., 1998; Desjeux et 

Alvar, 2003; Colomba et al., 2009; Bourgeois et al., 2010). Les traitements immunosuppresseurs 

administrés dans le cas de maladies inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoïdes (Pittalis et 

al., 2006; Molto et al., 2010) ou une immunosuppression iatrogène dans le cadre d’une greffe 
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d’organe (Basset et al., 2005; Xynos et al., 2009) sont également un facteur de risque de 

réactivation leishmanienne. En conséquence, il est recommandé dans ce dernier cas, de rechercher 

un portage asymptomatique possible des leishmanies, à la fois chez le donneur et le receveur 

d’organe, afin d’éviter le risque de réactivation chez le receveur, ainsi que le risque d’une primo-

infection chez le receveur par le greffon infecté du donneur (Basset et al., 2005; Bautista et al., 

2012). La pauvreté et la malnutrition sont également des facteurs de risque de réactivation des 

leishmanies (Alvar et al., 2006; Boelaert et al., 2009), ce qui pourrait expliquer en partie les 

flambées épidémiques de kala azar durant les épisodes de famine et de guerre civile. Enfin, il arrive 

occasionnellement que des réactivations parasitaires surviennent chez des sujets apparemment 

immunocompétents (Colomba et al., 2004; Lagadinou et al., 2013). Sur une cohorte de sujets 

asymptomatiques suivis en Inde, 69 % ont présenté un kala azar dans l’année suivant leur 

recrutement. Une prophylaxie des leishmanioses latentes a donc été proposée comme une piste pour 

l’éradication de la leishmaniose viscérale (Singh et al., 2002). 

Le portage asymptomatique des leishmanies n’est donc pas l’épiphénomène autrefois soupçonné, 

et il semble aujourd’hui important de contrôler la fréquence des porteurs asymptomatiques, qui 

constituent des sujets à hauts risques pour l’apparition d’une leishmaniose viscérale patente, mais 

également un réservoir potentiel de leishmanies (Michel et al., 2011). 
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Partie 2 : Physiopathologie et immunologie de la leishmaniose viscérale 

 

 

Au cours de la leishmaniose viscérale, les parasites du genre Leishmania sont capables de 

détourner les défenses de l'hôte afin de coloniser la moelle osseuse et les viscères, tels que le foie et 

la rate, qui mettent en jeu des réponses immunes tissulaires distinctes. 

 

 

I. Réponse cutanée initiale et dissémination viscérale 

 

La première défense de l’organisme contre les agents infectieux est la barrière constituée par 

l'épiderme et les muqueuses, ainsi que les vaisseaux sanguins dont la régulation permet l’infiltrat de 

cellules immunocompétentes. Au niveau de la peau, les leishmanies interagissent en premier lieu 

avec les cellules résidentes, c’est-à-dire les kératinocytes, les macrophages dermiques et les cellules 

dendritiques, ainsi qu'avec de nombreux facteurs solubles. 

Outre leur fonction de barrière mécanique entre l’hôte et l’environnement, les kératinocytes sont 

capables de sécréter des molécules participant à la régulation de la réponse immunitaire. En réponse 

à L. major, ils ont notamment été associés à la production de médiateurs immuno-modulateurs 

comme l’IL-12, l’IL-1ȕ, l’ostéopontine, l’IL-4 et l’IL-6, participant ainsi à l’initiation d’une 

immunité protectrice contre les leishmanies (Ehrchen et al., 2010). 

Les protéines du complément constituent également l’une des premières lignes de défense de 

l’organisme contre les micro-organismes qui parviennent à passer outre la protection des barrières 

épithéliales et muqueuses. L’activation de ces protéines par la voie classique entraîne la fixation de 

C3 sur la membrane plasmique des parasites et son clivage en C3b, capable de se fixer au LPG ou à 

la protéine gp63 et de déclencher la formation du complexe lytique C5b-9 aboutissant à la lyse 

parasitaire (Pearson et Steigbigel, 1980). Les promastigotes qui échappent à l’action délétère du 

complément infectent leurs cellules cibles capables de phagocytose. 

Les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques dermiques jouent le rôle de sentinelles 

contre les micro-organismes au niveau de l’épiderme et du derme, respectivement. Dans des 

conditions homéostatiques, les cellules de Langerhans sont immobiles et caractérisées par des 

mouvements de leurs dendrites, tandis que les cellules dendritiques dermiques sont hautement 

motiles et évoluent continuellement dans l’espace interstitiel (Ng et al., 2008). Après infection par 

L. major, elles s’immobilisent en réponse aux PAMP et phagocytent rapidement un grand nombre 

de leishmanies. Des travaux récents ont démontré que ce sont ces cellules dendritiques dermiques 

Langerin- qui migrent vers les ganglions lymphatiques et participent à la mise en place d’une 
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immunité protectrice contre L. major (Ritter et al., 2004; Brewig et al., 2009). L’implication des 

cellules de Langerhans et des cellules dendritiques dermiques dans l’initiation d’une réponse 

immune spécifique contre les leishmanies viscérotropes n’est pas documentée. 

Les macrophages dermiques phagocytent également les promastigotes par un mécanisme 

dépendant du CR3 (Locksley et al., 1988). Néanmoins, les cibles principales des leishmanies ne 

sont pas les macrophages résidents, mais les macrophages migrants en provenance de la circulation 

sanguine. Les promastigotes de L. major sont notamment capables d’induire la production de 

CXCL1 agissant comme un chimio-attractant pour les monocytes et neutrophiles (Racoosin et 

Beverley, 1997) 

Les polynucléaires neutrophiles, l’un des premiers types cellulaires à migrer vers le site de 

l’infection sont capables de phagocyter les leishmanies (Chang, 1981; Pearson et Steigbigel, 1981). 

Une fois ingérées, les leishmanies peuvent être détruites par des enzymes protéolytiques ainsi que 

par la production d’espèces réactives de l’oxygène. Les neutrophiles ayant phagocyté des 

leishmanies sécrètent de l’IL-8, dans le but d’attirer d’autres neutrophiles au site de l’infection 

(Laufs et al., 2002). Les neutrophiles sont des cellules à demi-vie courte, du fait d’un mécanisme 

apoptotique déclenché après 6 à 10 heures (Squier et al., 1995). Cependant, les leishmanies peuvent 

prolonger la vie des neutrophiles de 2 à 3 jours (Aga et al., 2002). L’intérêt pour les leishmanies est 

de laisser le temps aux neutrophiles notamment, de recruter des monocytes/macrophages par la 

sécrétion de chimiokines (Scapini et al., 2000). Une fois les macrophages au contact des 

neutrophiles infectés, ceux-ci entrent en apoptose et sont alors phagocytés (Fadok et al., 1992). 

L’ingestion de cellules apoptotiques n’active pas la machinerie microbicide des macrophages 

(Meagher et al., 1992) et serait donc pour les leishmanies une manière idéale d’entrer 

silencieusement dans leurs cellules hôtes préférentielles (Laskay et al., 2003; Gueirard et al., 2008). 

Les neutrophiles infectés phagocytés par les cellules dendritiques seraient également capables de 

réprimer les propriétés fonctionnelles de ces dernières (Ribeiro-Gomes et al., 2012) (Figure 10). En 

outre, les promastigotes de L. donovani sont capables d'induire la sécrétion par les neutrophiles d'un 

piège extracellulaire, constitué de structures filamenteuses, capables de les piéger et les tuer 

(Guimaraes-Costa et al., 2009). Ce mécanisme permettrait de contenir l'infection au niveau du site 

de l'inoculation, mais pourrait également être un moyen d'immobiliser les promastigotes afin de 

faciliter leur phagocytose par les phagocytes mononucléés recrutés au niveau du site infectieux 

(Gabriel et al., 2010). 
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Figure 10 : Rôle des neutrophiles au niveau du site de transmission des Leishmania. D’après Ribeiro-Gomes 
et al., 2012. 
 

 

Lors de son repas sanguin, la femelle phlébotome inocule avec les promastigotes certains 

éléments salivaires capables d’influencer les défenses innées de l’hôte au niveau de la peau. Des 

extraits de glande salivaire de Lutzomyia longipalpis ont été notamment démontrés comme 

inducteurs de la sécrétion de CCL2, attirant ainsi les monocytes au niveau du site de la piqûre 

(Teixeira et al., 2005). Le maxadilan produit par Lutzomyia longipalpis présente quant à lui un effet 

vasodilatateur (Lerner et Shoemaker, 1992), et pourrait donc favoriser l’infiltrat des neutrophiles et 

monocytes, cellules cibles des leishmanies assurant leur colonisation des viscères. 

Ainsi, ces différents acteurs moléculaires et cellulaires permettent l’organisation d’une réponse 

locale, avec le recrutement en premier lieu des polynucléaires neutrophiles entre 1 et 24 heures 

après infection. L’infiltrat devient ensuite principalement mononucléaire avec l'afflux majoritaire 

après 48 heures de monocytes, qui s’organisent en nodules afin de circonscrire les parasites. Des 

granulomes bien organisés sont observés et corrèlent avec la disparition des leishmanies, comme 

observé après 45 jours chez le hamster syrien infecté par L. donovani (Laurenti et al., 1990). 

Cependant, cette réponse spécifique et efficace s’organise en un temps relativement long permettant 
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la dissémination des leishmanies viscérotropes avant la clairance parasitaire cutanée. L. donovani 

est notamment détecté au niveau du foie et des organes lymphoïdes, à partir de 45 jours après 

infection chez le hamster syrien (Laurenti et al., 1990). Chez l’immunodéprimé, les leishmanies 

sont aussi disséminées via la circulation sanguine dans des tissus moins typiques (Rosenthal et al., 

2000), tels que la peau (Perrin et al., 1995; Colebunders et al., 1999), l’estomac et les intestins  

(Laguna et al., 1994; Balkhair et Ben Abid, 2008), les poumons (Heudier et al., 1993) ou les cavités 

pleurale (Munoz-Rodriguez et al., 1997) ou péritonéale (Munoz-Rodriguez et al., 1997; Oregioni et 

al., 2003). 

 

 

II. Réponse immune au cours de la leishmaniose viscérale 

 

1. Immunité innée 

 

Les cellules endothéliales constituent l'une des premières lignes de défense contre les infections 

dans les tissus. Dans le foie, la clairance des antigènes provenant de la circulation sanguine se 

produit en premier lieu au niveau des cellules endothéliales sinusoïdales. Elles sont en effet 

capables de phagocytose et d’endocytose, elles expriment constitutivement à leur membrane les 

molécules nécessaires à la présentation antigénique et l'induction de la lympho-prolifération (CD54, 

CD80, CD86, CD40 et CMH de classe I et II) et peuvent fonctionner comme des cellules 

présentatrices d'antigènes pour les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Knolle et Gerken, 2000; Limmer 

et al., 2000). Au cours de la leishmaniose viscérale, les cellules endothéliales sinusoïdales sont 

permissives à L. donovani. En réponse au céramide produit par les cellules de Kupffer, elles 

modifient la balance entre la NO synthase endothéliale et la NAD(P)H oxydase, aboutissant à la 

répression du taux de dérivés réactifs de l'azote circulants, contribuant ainsi à la progression de la 

leishmaniose viscérale au niveau systémique (Chowdhury et al., 2011). Des propriétés immuno-

modulatrices, telles que la répression de l'IFN-Ȗ au niveau des cellules T CD4+, sont observées chez 

la souris (Carambia et al., 2013), et mériteraient d'être explorées au cours de la leishmaniose 

viscérale humaine. Enfin, l'expression de VCAM-1 accrue au niveau des cellules endothéliales au 

cours de la leishmaniose cutanée favorise l'infiltrat de monocytes et lymphocytes (Henseleit et al., 

1995). Une fonction similaire au cours de la leishmaniose viscérale n'est pas exclue. 

Les polynucléaires neutrophiles jouent un rôle décisif au cours de la réponse contre les 

leishmanies viscérotropes. Le niveau plasmatique de la myéloperoxydase (MPO), enzyme 

majoritairement exprimée par les neutrophiles, est significativement accru chez les patients atteints 

de leishmaniose viscérale comparés à des sujets sains, et corrèle avec le niveau d'IL-8 (Elshafie et 
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al., 2011). La moitié des neutrophiles circulant expriment la molécule CD28 qui intervient dans 

l’induction de la sécrétion d’IFN-Ȗ par les macrophages et l’activation des lymphocytes T 

(Venuprasad et al., 2002; Venuprasad et al., 2003). Au cours de la leishmaniose expérimentale, les 

neutrophiles jouent un rôle protecteur important lors des stades précoces suivant l'infection par L. 

infantum ou L. donovani (Rousseau et al., 2001; McFarlane et al., 2008). Après infection de souris 

BALB/c par L. infantum, les neutrophiles phagocytent et détruisent rapidement les leishmanies. La 

suppression des neutrophiles induit une augmentation de la charge parasitaire splénique, mais 

n'influence pas la charge parasitaire hépatique. Au cours de l'infection tardive, la suppression des 

neutrophiles n'influence pas les charges parasitaires hépatiques et spléniques, suggérant un rôle 

précoce de ces cellules n'influençant pas la mise en place d'une réponse chronique dans ce modèle 

(Rousseau et al., 2001). Cependant, chez des souris BALB/c infectées par L. donovani, la 

suppression des neutrophiles induit des charges parasitaires accrues dans la rate, la moelle osseuse, 

et dans une moindre mesure dans le foie. Cette susceptibilité accrue est associée à une 

splénomégalie accrue, un délai de maturation des granulomes hépatiques et une répression de 

l'expression de la NO synthase inductible (iNOS). La suppression des neutrophiles induit également 

des niveaux accrus d'IL-4 et d'IL-10 dans le sérum et dans la rate, ainsi qu'une répression de la 

sécrétion d'IFN-Ȗ par les cellules spléniques T CD4+ et CD8+. Outre leur fonction leishmanicide 

effectrice, les neutrophiles semblent être des acteurs influençant les défenses de l'hôte en faveur 

d'une immunité protectrice de type Th1 (McFarlane et al., 2008). Par ailleurs, l'élastase des 

neutrophiles est capable d'induire l'activation des macrophages et leur activité leishmanicide 

dépendante du TNF-Į au cours de la leishmaniose cutanée à L. major (Ribeiro-Gomes et al., 2007), 

et pourrait jouer un rôle protecteur similaire au cours de la leishmaniose viscérale (Figure 11). 

Comme les neutrophiles, les macrophages peuvent capturer des micro-organismes par 

phagocytose. Dans le cas des leishmanies, la phagocytose des promastigotes est induite par 

l’engagement des récepteurs du complément CR1 et CR3 avec les protéines C3b et C3bi 

respectivement, fixées à la surface des promastigotes (Rosenthal et al., 1996). Une fois phagocytés, 

les promastigotes se différencient en amastigotes au sein de vacuoles parasitophores. Comme les 

vésicules des compartiments pré-lysosomaux ou lysosomaux, les vacuoles parasitophores se 

caractérisent par un pH acide inférieur à 5. Elles contiennent des quantités importantes de protéines 

lysosomales et leur membrane est associée à plusieurs protéines impliquées dans les processus de 

dégradation et d'apprêtement des antigènes. Les leishmanies amastigotes sont des organismes 

acidophiles dont le métabolisme est optimal à pH 4 à 5,5, de sorte qu'elles résistent relativement 

bien à l’environnement inhospitalier des vacuoles parasitophores (Zilberstein et Shapira, 1994). 

Elles sont résistantes aux hydrolases et aux protéases lysosomales, vraisemblablement parce que les 

protéines qu’elles expriment à leur surface sont masquées par des glyco-inositol-phospholipides 
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(McConville et al., 2007). L’infection des macrophages par des pathogènes intracellulaires induit 

généralement la production rapide de facteurs chimiotactiques tels que CCL2 et CCL20 et de 

cytokines telles que le TNF-Į, l'IL-1, l'IL-6 et l'IL-12, qui provoquent et amplifient la réaction 

inflammatoire en attirant et activant d’autres cellules immunitaires (Basu et Ray, 2005). La 

résolution de l'infection repose sur l'activation des macrophages et la production de dérivés réactifs 

de l'azote (Bogdan et al., 2000b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 11 : Représentation schématique des rôles des polynucléaires neutrophiles dans l’activation 
macrophagique, l’activation lymphocytaire et la leishmanicidie. Sécrétion par les macrophages infectés des 
chimiokines assurant le recrutement des polynucléaires neutrophiles (1). Interaction CD28/B7 des macrophages 
avec les neutrophiles recrutés et l’élastase neutrophilique (2). Recrutement des lymphocytes T et activation 
lymphocytaire Th1 via l’interaction CD28/B7 avec les polynucléaires neutrophiles, et activation macrophagique 
dépendante de l’interaction avec les polynucléaires neutrophiles et du TNF-Į et l’IFN-Ȗ produits (3). Induction 
par l’élastase des neutrophiles de la leishmanicidie dépendante du TNF-Į via le NO produit par la NO synthase 
inductible (iNOS) (4). Schéma proposé à partir des données de Venuprasad et al., 2002 et 2003, Ribeiro-Gomes 
et al., 2007 et McFarlane et al., 2008. 
 

 

Les cellules dendritiques sont recrutées notamment par le CCL20 exprimé par les macrophages 

infectés. Elles sont capables de phagocyter les leishmanies notamment via les CR1 et CR3, la 

lectine de type C DC-SIGN et les récepteurs aux IgG FcȖRI et FcȖRIII (Woelbing et al., 2006). Des 

cellules dendritiques contenant des leishmanies sont donc observées au cours des leishmanioses 



39 
 

expérimentales cutanées (Blank et al., 1993; Moll et al., 1995a; Moll et al., 1995b; Woelbing et al., 

2006) et viscérales (Gorak et al., 1998). Plus que des cellules hôtes, en raison de leur forte densité 

en molécules du CMH de classe I et II, elles constituent des cellules présentatrices d’antigènes 

particulièrement performantes, capables d'induire efficacement l'activation des cellules T (Marovich 

et al., 2000; Guermonprez et al., 2002). De plus, les cellules dendritiques sont la source de 

différentes cytokines telles que l’IL-12 (Cella et al., 1996), l’IL-10 (Qi et al., 2003) et l’IFN-Ȗ 

(Stober et al., 2001). Au début de l’infection par Leishmania, les cellules dendritiques sont 

notamment une source majeure d’IL-12, cytokine favorisant la différenciation des cellules T naïves 

en lymphocytes Th1 protecteurs (Reis e Sousa et al., 1997). 

Les lymphocytes NK sont l'un des premiers types cellulaires recrutés au niveau du site 

infectieux. Plusieurs études ont montré que des promastigotes vivants de Leishmania sont capables 

de stimuler les cellules NK humaines qui sécrètent précocement des niveaux importants d’IFN-Ȗ 

influençant positivement les défenses de l'hôte (Akuffo et al., 1993; Nylen et al., 2003). 

 

2. Rôle des lymphocytes B et réponse humorale 

 

L’infection par les parasites du genre Leishmania est caractérisée chez l’Homme par l’activation 

des lymphocytes B et l’apparition d’anticorps spécifiques anti-leishmaniens. Dans la leishmaniose 

cutanée, ils sont généralement détectés durant la phase active de la maladie. Ils constituent un 

marqueur prédictif d’une évolution défavorable et s’amenuisent après un traitement efficace (Miles 

et al., 2005). Des études réalisées chez la souris BALB/c infectée par L. major suggèrent que la 

réponse spécifique des lymphocytes B par la production d’anticorps contribue à la progression de la 

maladie, via l’activation des lymphocytes T régulateurs, l’induction d’IL-10 et la promotion d’une 

réponse Th2 au niveau des lésions cutanées (Sacks, 1988; Miles et al., 2005; Ronet et al., 2010). En 

revanche, chez des souris C3H/HeN résistantes à l’infection, les lymphocytes B semblent contribuer 

à la mise en place d’une réponse T favorable au contrôle de l’infection au niveau des lésions 

cutanées dues à L. major (Scott et al., 1986). Au cours de la leishmaniose viscérale, des taux élevés 

d’anticorps spécifiques sont détectés chez l’Homme (Ravindran et al., 2004), mais le rôle de ces 

anticorps est encore relativement confus. Au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale, des 

études ont identifié des lymphocytes B220+ dans les granulomes hépatiques de souris BALB/c 

infectées par L. donovani (McElrath et al., 1988). Ces cellules B seraient associées à un retard de 

formation des granulomes et de clairance parasitaire chez des souris C57BL/6 (Smelt et al., 2000). 

Toutefois, le recrutement exacerbé des neutrophiles et les dommages hépatiques observés chez les 

souris déficientes en lymphocytes B suggèrent un rôle pour les lymphocytes B dans la régulation 

nécessaire de l’immuno-pathologie au cours de la leishmaniose viscérale (Smelt et al., 2000). Chez 
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les souris BALB/c, l’activation précoce des lymphocytes B en réponse à l’infection par L. infantum 

et la production d’IgM en conséquence a été associée à l’exacerbation de la leishmaniose viscérale 

(Deak et al., 2010). 

 

3. Rôle des lymphocytes T et balance Th1/Th2 

 

Le contrôle de l’infection par les parasites du genre Leishmania est toujours associé à une 

réponse immunitaire de type Th1 dominante, caractérisée par la sécrétion d’IFN-Ȗ et d’IL-2. Les 

formes sévères de leishmaniose cutanée à L. major sont associées à une forte réponse de type Th2 

caractérisée par la sécrétion d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-10, alors qu’une réponse Th1 caractérisée par la 

production d’IFN-Ȗ et d’IL-2 prédomine dans les formes modérées de la maladie (Heinzel et al., 

1989; Gaafar et al., 1995). Au cours de la leishmaniose viscérale, le contrôle de l’infection dépend 

des réponses immunes cellulaires innée et adaptative induites par l’IFN-Ȗ, conduisant à la 

destruction intracellulaire des parasites par les macrophages activés (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998). 

Cependant, la dichotomie Th1/Th2 n’est pas aussi claire qu’au cours de la leishmaniose cutanée, et 

le contrôle de l’infection repose sur une délicate balance entre les réponses Th1 et Th2. Différentes 

études suggèrent que des réponses mixtes Th1/Th2 sont induites au cours de la leishmaniose 

viscérale expérimentale (Rolao et al., 2007), au cours des leishmanioses viscérales humaines 

(Zwingenberger et al., 1990; Kemp et al., 1993b; Kemp et al., 1993c; Kurtzhals et al., 1994; 

Bahrenscheer et al., 1995; D'Oliveira Junior et al., 1997; Sundar et al., 1997a). En effet, des 

dosages cytokiniques plasmatiques réalisés chez des patients présentant une leishmaniose viscérale 

active à L. infantum/chagasi révèlent un profil mixte inflammatoire et régulateur, caractérisé par 

une augmentation simultanée d’IL-8, d’IFN-Ȗ, de TNF-Į, d’IL-6 et d’IL-10 (Peruhype-Magalhaes et 

al., 2006). Au sein de ce milieu mixte Th1/Th2, la phase active de la maladie est caractérisée par 

une réponse Th1 réprimée avec de faibles niveaux d'IFN-Ȗ, associée à une réponse Th2 élevée avec 

de hauts niveaux d'IL-4 (Carvalho et al., 1985; Zwingenberger et al., 1990; Holaday et al., 1993; 

Hailu et al., 2001). Plus que le développement d’une réponse Th2, c’est la suppression antigène-

spécifique de la réponse immunitaire cellulaire qui entraîne la progression de la maladie (Haldar et 

al., 1983; Sacks et al., 1987; Carvalho et al., 1988; Carvalho et al., 1989). La polarisation Th1 et 

l'immunité cellulaire anti-leishmanienne protectrices sont restaurées par une chimiothérapie efficace 

(Koech, 1987; Hailu et al., 2001). 

Les acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans le maintien de l’environnement mixte 

Th1/Th2 et dans l’immunosuppression de la réponse cellulaire ont été étudiés au cours de la 

leishmaniose viscérale. Chez les sujets asymptomatiques, l'IFN-Ȗ est produit par une sous-

population particulière de lymphocytes T CD4+ sécrétant conjointement de l'IL-5 susceptible de 
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contribuer à la résistance à l'infection chez l'Homme (Mary et al., 1999). Les lymphocytes T CD8+ 

sont également une source importante d'IFN-Ȗ chez les sujets résistants (Mary et al., 1999). 

Cependant, des clones de lymphocytes T CD8+ isolés à partir de patients en phase aiguë de 

leishmaniose viscérale induisent la production d'IL-10 et pourraient participer à la progression de la 

maladie (Gasim et al., 1998). En effet, il a été décrit chez certains patients une proportion plus 

importante de cellules CD8+ que de lymphocytes CD4+ (Gasim et al., 1998; Holaday, 2000). Ainsi, 

la population de lymphocytes CD8+ suppresseurs et les populations CD4+ Th1 pourraient avoir des 

effets régulateurs opposés contribuant respectivement aux mécanismes de sensibilité et résistance 

(Holaday, 1999). Des études réalisées sur le sang périphérique de sujets guéris ont démontré que les 

cellules T productrices d'IL-4 et d'IFN-Ȗ sont principalement des clones CD4+ tandis que les cellules 

T CD8+ seraient faiblement impliquées dans ces productions cytokiniques (Kemp et al., 1999). 

Cette étude a permis de démontrer l'existence de trois types de cellules T CD4+ : des cellules Th1 

productrices d’IFN-Ȗ, des cellules Th2 productrices d’IL-4, et une population non conventionnelle 

produisant simultanément de l’IFN-Ȗ et de l’IL-10 et susceptible de jouer un rôle régulateur 

important de la balance Th1/Th2 (Kemp et al., 1999) (Figure 12). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Balance Th/Th2 et immunosuppression au cours de la leishmaniose viscérale. Le contrôle de 
l’infection par Leishmania repose sur la mise en place d’une réponse Th1 solide, induisant l’activation 
macrophagique et la leishmanicidie dépendante du monoxyde d’azote (NO), dans un environnement Th2 limitant 
l’immuno-pathologie. Dans un environnement immunosuppresseur, la présence d’IL-10 dans un environnement 
Th2 réprime les fonctions macrophagiques et la leishmanicidie conduisant à une leishmaniose viscérale active. 
D’après Nylén et Sacks, 2007. 
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4. Fonctions cytokiniques au cours de la leishmaniose viscérale 

 

L'IFN-Ȗ principalement produit par les lymphocytes T CD4+ possède de nombreuses propriétés 

immuno-modulatrices. Il joue notamment un rôle essentiel dans l'activation macrophagique et la 

leishmanicidie par les voies dépendantes du peroxyde d'hydrogène et de l'oxyde nitrique (NO) 

induites par le TNF-Į (Murray et al., 1984; Hoover et al., 1985; Reiner et al., 1990). Outre cette 

induction de l'activation macrophagique, l'IFN-Ȗ dispose d'autres propriétés immuno-modulatrices, 

telles que l'augmentation de l'expression du CMH de classe II à la surface des macrophages et 

l'augmentation de la présentation antigénique aux lymphocytes T, une action sur la différenciation 

des lymphocytes Th0 en Th1 et la prolifération des Th1, ainsi que la stimulation des cellules 

cytotoxiques NK et T CD8+ (Murray, 1990). Le défaut d'IFN-Ȗ observé chez les patients est donc 

considéré comme l'un des éléments fondamentaux du développement des infections leishmaniennes 

(Zwingenberger et al., 1990; Caldas et al., 2005). Cependant, aux stades très précoces de la 

maladie, une grande quantité d’IFN-Ȗ est sécrétée, comme observé chez des individus présentant 

une séro-conversion ou une infection sub-clinique en zone d’endémie (Bacellar et al., 1991). Bien 

que les causes de cette sécrétion initiale d’IFN-Ȗ et de son déclin de production lors la phase active 

de la maladie ne soient pas clairs, l'IFN-Ȗ alors principalement sécrété par les cellules NK pourrait 

jouer un rôle primordial dans les mécanismes d’activation macrophagique de l’immunité innée 

(Nylen et al., 2003). Divers essais d'administrations d’IFN-Ȗ, de façon expérimentale chez la souris 

ou à des fins thérapeutiques chez les patients atteints de leishmaniose viscérale, démontrent le rôle 

majeur de cette cytokine dans l'établissement d'un environnement immun propice à la clairance 

parasitaire et l'optimisation de l'efficacité des chimiothérapies (Badaro et al., 1990; Murray, 1990; 

Harms et al., 1993; Squires et al., 1993; van Lunzen et al., 1993; Sundar et al., 1994; Sundar et 

Murray, 1995; Sundar et al., 1997b; Wadhone et al., 2009). 

L’IL-12 joue un rôle pivot au cours de la réponse immune anti-leishmanienne. C'est un facteur de 

stimulation des cellules NK, un facteur de maturation des lymphocytes cytotoxiques et un immuno-

régulateur majeur de l’initiation et du maintien de la réponse Th1. L’IL-12 joue également un rôle 

important dans l’induction de la production d’IFN-Ȗ par les lymphocytes T et les cellules NK (Chan 

et al., 1992; Trinchieri et al., 1992; Scott, 1993). Dans l’infection murine à L. major, l’IL-12 est un 

puissant inducteur de la réponse Th1 et de l’immunité protectrice (Heinzel et al., 1993). Suite à la 

stimulation par des lysats de leishmanies, l’IL-12 est produite par les cellules mononucléées 

circulantes de patients guéris de leur leishmaniose viscérale, mais pas par celles de patients en phase 

active de la maladie. Ce défaut d'IL-12 semble être l'une des caractéristiques de la progression de la 

leishmaniose viscérale, indiquant le rôle majeur de l'IL-12 au cours de la maladie (Bacellar et al., 

2000). L’IL-12 joue en effet un rôle régulateur inverse de la fonction immunosuppressive de l’IL-
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10. L’addition d’IL-12 recombinante ou d’un anticorps neutralisant l'IL-10 restaure la production 

d’IFN-Ȗ, ainsi que la réponse lympho-proliférative des cellules mononucléées du sang périphérique 

provenant de patients en phase active de leishmaniose viscérale et stimulées par un lysat de 

leishmanies viscérotropes (Ghalib et al., 1995; Bacellar et al., 1996; Bacellar et al., 2000). 

Inversement, un anticorps neutralisant l'IL-12 ou une IL-10 recombinante inhibe la production de 

l'IFN-Ȗ essentielle au contrôle efficace de l'infection (Ghalib et al., 1995). 

La capacité suppressive de l’IL-10 sur l’activité microbicide des macrophages induite par l’IFN-

Ȗ est bien établie dans différentes maladies (de Waal Malefyt et al., 1991; Oswald et al., 1992). 

Dans des macrophages humains dérivés de monocytes d’individus sains, l’IL-10 recombinante 

inhibe la voie leishmanicide dépendante du monoxyde d'azote dirigée contre L. infantum, L. major 

et L. braziliensis (Vouldoukis et al., 1997). Des études brésiliennes montrent que des cultures de 

cellules mononucléées sanguines provenant de patients atteints de leishmaniose viscérale aiguë et 

stimulées par des antigènes de L. infantum/chagasi produisent significativement plus d’IL-10 que 

des cellules provenant de patients guéris, alors qu’il n’y a aucune libération d’IL-10 chez les 

personnes asymptomatiques (Holaday et al., 1993). In vivo, des patients développant une 

leishmaniose viscérale à L. infantum/chagasi présentent un nombre réduit de monocytes exprimant 

le TNF-Į et une absence d’augmentation des taux de nitrites et de nitrates. Cette inhibition de la 

réponse macrophagique semble corrélée à la présence d’IL-10 dans leur plasma (Peruhype-

Magalhaes et al., 2006). Chez des patients en phase active de leishmaniose viscérale au Soudan et 

en Inde, le niveau d'expression des ARNm d’IL-10 est élevé dans des échantillons de moelle 

osseuse, de ganglions lymphatiques et de rate, ainsi que dans les cellules mononucléées du sang 

périphérique, et diminue après une thérapie efficace (Ghalib et al., 1993; Karp et al., 1993). Une 

combinaison d’anticorps bloquants l'IL-4 et l'IL-10 restaure simultanément la réponse lympho-

proliférative et la production d’IFN-Ȗ dans les cultures de cellules mononucléées du sang 

périphérique de patients atteints de leishmaniose viscérale stimulées par des antigènes leishmaniens 

(Carvalho et al., 1994). L'IL-10 notamment sécrétée par les macrophages (de Waal Malefyt et al., 

1991) inhibe donc la production d’IFN-Ȗ, notamment par la répression de la synthèse de l'IL-12 par 

les macrophages, les lymphocytes B ou les cellules dendritiques (D'Andrea et al., 1993), aboutissant 

ainsi à un défaut d'activation macrophagique et de leishmanicidie. L'inhibition de l'activation et de 

la prolifération des lymphocytes T CD4+ CD25- producteurs d’IL-10 par l'IL-6 semble intervenir 

dans la protection contre les infections à L. donovani chez la souris (Stager et al., 2006). Ces 

observations indiquent clairement que la suppression de la réponse Th1 induite par l'IL-10 

massivement produite est la principale cause de la susceptibilité à la maladie (Carvalho et al., 1994; 

Murphy et al., 2001). Dans une récente étude de patients atteints de leishmaniose viscérale et PKDL 

en Inde, le niveau circulant d’IL-10 a été corrélé avec les charges parasitaires qui diminuent après 
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traitement. Les auteurs proposent donc l’IL-10 comme un marqueur permettant d’évaluer 

simplement l’efficacité des traitements (Verma et al., 2010). En outre, le blocage de l'IL-10 et de 

son récepteur pourraient donc constituer d'intéressantes perspectives thérapeutiques (Murray et al., 

2002).  

L’IL-4 est considérée comme la signature cytokinique de la réponse immunitaire Th2. Elle est 

souvent rapportée sécrétée dans le sérum et le surnageant de culture de cellules mononucléées du 

sang périphérique (Zwingenberger et al., 1990; Sundar et al., 1997a) et l'expression de son ARNm 

est couramment observée au cours de la leishmaniose viscérale humaine (Ghalib et al., 1993; 

Carvalho et al., 1994). L'IL-4 a été décrite comme capable de réprimer l'activation macrophagique 

induite par l'IFN-Ȗ en réponse à L. donovani in vitro (Lehn et al., 1989) ; elle pourrait donc 

contribuer à la progression de la maladie. Cependant, certaines études montrent que l’IL-4 n’est pas 

toujours produite chez les patients présentant une leishmaniose viscérale (Cillari et al., 1988; 

Carvalho et al., 1994; Kemp et al., 1994a). Certaines études suggèrent que son rôle serait mineur et 

que la répression de l'IFN-Ȗ et de la réponse Th1 au cours de la maladie serait plus volontiers due à 

l'action de l'IL-10 qu'à la présence d'IL-4 (Carvalho et al., 1994; Bacellar et al., 2000; Lehmann et 

al., 2000). En outre, d'autres études démontrent un rôle protecteur de l'IL-4 dans le développement 

d'une réponse hépatique efficace (Stager et al., 2003), ainsi que dans l'efficacité des chimiothérapies 

(Alexander et al., 2000), suggérant un rôle ambivalent de cette cytokine dépendant notamment du 

micro-environnement tissulaire. 

L'IL-13 est une autre cytokine classiquement associée à la réponse Th2 (Oliphant et al., 2011). 

Elle est impliquée dans la progression de la leishmaniose cutanée et est décrite comme un facteur de 

susceptibilité à l’infection (Mohrs et al., 1999; Matthews et al., 2000; Sosa et al., 2001; Alexander 

et al., 2002; Castilho et al., 2010). Elle est également produite au cours de la leishmaniose viscérale 

(Babaloo et al., 2001), bien que son rôle semble dans ce cas plutôt protecteur. En effet, des souris 

BALB/c déficientes en IL-4RĮ, récepteur commun à l’IL-4 et l’IL-13, présentent une moindre 

capacité à contrôler les charges parasitaires hépatiques et spléniques que les souris sauvages, et dans 

une moindre mesure les souris IL-4-/-. Ceci peut s’expliquer par des niveaux sériques d’IFN-Ȗ plus 

faibles et par un défaut de maturation des granulomes hépatiques (Stager et al., 2003). Chez des 

souris BALB/c IL-13-/-, la sécrétion initiale d'IFN-Ȗ et l’assemblage des granulomes hépatiques sont 

altérés, bien que cela n’affecte ni le contrôle de la réplication parasitaire précoce, ni la résolution de 

l'infection hépatique, ni la réponse aux chimiothérapies dans ce modèle (Murray et al., 2006b). Ce 

résultat suggère un rôle transitoire mineur de l’IL-13 dans la mise en place d’une réponse efficace. 

Enfin, dans une autre étude, des souris BALB/c IL-13-/- présentent des charges parasitaires 

significativement accrues dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Elles présentent également un 

niveau accru d’IL-4 et d’IL-10 et un défaut d’IFN-Ȗ dans le sérum, associés à un retard significatif 



45 
 

de maturation des granulomes hépatiques (McFarlane et al., 2011). Ainsi, l’IL-13 pourrait jouer un 

rôle protecteur dans le foie, en favorisant l’assemblage des granulomes hépatiques au cours de la 

leishmaniose viscérale. 

Le TGF-ȕ est une cytokine participant à la susceptibilité vis-à-vis de la leishmaniose cutanée 

(Barral-Netto et Barral, 1994). Il est également produit au cours de la leishmaniose viscérale 

humaine (Gantt et al., 2003) et expérimentale chez la souris et le hamster (Rodrigues et al., 1998; 

Wilson et al., 1998; Melby et al., 2001), bien que son rôle biologique soit encore mal défini. 

L'activation du TGF-ȕ par des facteurs parasitaires permet la création d’un micro-environnement 

immédiat favorisant localement la survie de L. infantum/chagasi (Gantt et al., 2003). Le blocage du 

TGF-ȕ à l'aide d'un antagoniste de son récepteur induit chez la souris BALB/c une inhibition de la 

réplication de L. donovani, mais des effets limités sur l'activité leishmanicide des granulomes. 

L'injection de TGF-ȕ exacerbe l'infection hépatique précoce, mais n'empêche pas la résolution de 

l'infection (Murray et al., 2005). Le rôle du TGF-ȕ dans la réponse hépatique contre Leishmania 

semble donc transitoire. Toutefois, le TGF-ȕ produit au niveau du foie semble influencer la 

physiopathologie de l'infection, notamment par l'induction d'une fibrose hépatique (Duarte et al., 

2009).  

 

5. Activation macrophagique et leishmanicidie 

 

La mobilisation des lymphocytes T antigènes-spécifiques conduit à une élimination des parasites 

par les macrophages infectés par deux mécanismes complémentaires. Le premier mécanisme est 

l'induction de l'apoptose des macrophages infectés après engagement de CD95L, une molécule de la 

famille du TNF-Į exprimée à la surface des lymphocytes Th1, et de son récepteur CD95 dont 

l’expression à la surface des macrophages infectés est augmentée par l’IFN-Ȗ (Conceicao-Silva et 

al., 1998). Le deuxième mécanisme par lequel les lymphocytes T participent à l’élimination des 

leishmanies est l’activation des propriétés leishmanicides des macrophages. Cette activation repose 

principalement sur l’induction par l’IFN-Ȗ de l’expression d’iNOS. Cette enzyme catalyse la 

synthèse du monoxyde d'azote à partir de L-arginine, aboutissant à la production d’intermédiaires 

réactifs de l’azote toxiques pour les amastigotes (Bogdan et al., 2000b, 2000c; Horta et al., 2012). 

La conversion de son substrat en L-ornithine par l’arginase limite l’action d’iNOS (Mills, 2012), et 

s’oppose en conséquence à la leishmanicidie. Ainsi, la protéine iNOS a pu être détectée en quantité 

importante dans les sites inflammatoires et dans les ganglions lymphatiques de souris infectées par 

L. major (Stenger et al., 1994), et les souris déficientes en iNOS succombent à l’infection (Wei et 

al., 1995). L’induction de la synthèse de iNOS par les macrophages dépend à la fois de la sécrétion 

d’IFN-Ȗ par les lymphocytes T et les cellules NK, et de la sécrétion autocrine de TNF-Į par les 
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macrophages. L’effet du TNF-Į sur la synthèse de iNOS est toutefois relativement modeste puisque 

des souris n'exprimant pas le TNF-Į ou son récepteur p55 sont capables de limiter la multiplication 

de L. major (Nashleanas et al., 1998). Outre le rôle majeur du monoxyde d’azote dans le contrôle 

précoce et tardif de l’infection, les radicaux réactifs de l’oxygène produits par la NADPH oxydase 

sont également impliqués dans la leishmanicidie, et sont en particulier nécessaires au contrôle de la 

charge parasitaire splénique (Blos et al., 2003; Antoine et al., 2004) (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13 : Activation macrophagique et leishmanicidie. La lyse des amastigotes est liée à la production 
d’intermédiaires réactifs de l’oxygène par la NADPH oxydase aboutissant à la production d’eau oxygénée (H202) 
toxique, ainsi qu’à la production de monoxyde d’azote (NO) par la NO synthase inductible (iNOS), aboutissant à 
la production d’intermédiaires réactifs de l’azote (IRN). Ces mécanisme sont activés ou inhibés par les 
principales cytokines produites par les lymphocytes, ainsi que par l’arginase qui partage le substrat de l’iNOS et 
inhibe ainsi son action. D’après Antoine et al., 2004. 

 
 

III. Physiopathologie organe-dépendante et spécificités du foie 

 

1. Immunité tissulaire différentielle au cours de la leishmaniose viscérale 

 

L’infection expérimentale avec L. donovani est caractérisée par des réponses immunes 

différentes selon les organes. Le foie est le site d’une infection aiguë résolutive avec des dommages 

tissulaires minimes et une résistance à la ré-infection, tandis que la rate devient le site d’une 

persistance parasitaire (Smelt et al., 1997; Engwerda et Kaye, 2000). Une charge parasitaire élevée 

est ainsi observée précocement dans le foie, mais est finalement contrôlée, tandis que la charge 
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parasitaire splénique croit lentement mais persiste à des niveaux élevés, comme observé au cours de 

la leishmaniose expérimentale chez la souris (Engwerda et Kaye, 2000; Lang et al., 2009) (Figure 

14). 

 

 

 
Figure 14 : Suivi de souris infectées avec L. infantum par imagerie bioluminescente. Suivi de souris BALB/c 
infectées par voie intrapéritonéale avec 4 × 108 promastigotes bioluminescents de L. donovani (LD1S-luci). La 
bioluminescence est contrôlée durant 6 mois dans le foie (en rouge) et la rate (en bleu). Alors qu'à 40 jours post-
infection, la bioluminsecence est détectée dans le foie et la rate (A1, B), après 190 jours, elle n'est plus détectable 
que dans la rate (A2, B). D’après Lang et al., 2009. 

 
 
 

Le contrôle de l’infection hépatique chez la souris requiert une réponse de l’hôte coordonnée 

impliquant le développement d’infiltrats cellulaires, s'organisant en granulomes inflammatoires 

autour des macrophages infectés (Murray et al., 1992; Engwerda et al., 1998; Engwerda et Kaye, 

2000; Stanley et Engwerda, 2007). Cette réponse granulomateuse correspond, chez l’Homme, à la 

réponse protectrice observée chez la majorité des individus infectés par L. donovani (Moreno et al., 

1988; el Hag et al., 1994). Chez l’animal, la persistance parasitaire au niveau de la rate est 

accompagnée d’un échec de la formation granulomateuse, d’une splénomégalie, d’une perturbation 

de la micro-architecture tissulaire incluant une atteinte des follicules B et de la zone marginale, 

aboutissant à une activité hématopoïétique perturbée (Gutierrez et al., 1984; Smelt et al., 1997; 

Engwerda et al., 2002). De la même manière chez l'Homme, l’examen de nécropsies spléniques de 

patients atteints de leishmaniose viscérale montre une diminution des petits lymphocytes, une 

désintégration de la pulpe blanche et l’absence de centres germinatifs (Veress et al., 1977; Zijlstra et 

al., 1995). 
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2. Acteurs cellulaires de la réponse granulomateuse hépatique 

 

Le foie est un organe riche en cellules immunitaires qui représentent près de 40 % des cellules 

non parenchymateuses. Les cellules de Kupffer, localisées le long des sinusoïdes hépatiques, sont 

les macrophages majoritaires du foie (Figure 15). Ce sont des cibles importantes des leishmanies 

viscérotropes (Crocker et al., 1984; Beattie et al., 2010a). D'autres types cellulaires sont représentés 

et localisés principalement au niveau des sinusoïdes, tels que les cellules dendritiques interstitielles, 

de nombreux types lymphocytaires (cellules B, cellules T Įȕ CD4+ et CD8+, cellules T Ȗį, cellules 

NKT) et différentes classes de NK (Mehal et al., 2001) (Figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 15 : Cellules immunitaires hépatiques. Les cellules immunes du foie incluant les cellules de Kupffer, 
les lymphocytes B et T, les cellules NK et NKT ainsi que les cellules dendritiques, sont localisées dans les 
sinusoïdes hépatiques caractérisés par un endothélium discontinu et hautement fenêtré, entouré par l’espace de 
Disse contenant les cellules étoilées du foie. Une photographie de sinusoïdes hépatiques en microscopie 
électronique, présentant notamment une cellule de Kupffer, est exposée en figure A, et une représentation 
schématique est proposée en figure B. D'après Shoelson et al., 2007 et Ross et Pawlina, 2006. 
 

 

Au cours d’une réponse efficace de l’hôte, les cellules de Kupffer ainsi que les cellules 

dendritiques interstitielles phagocytent les leishmanies. Une fois infectées, les cellules de Kupffer 

fusionnent entre elles afin de former des cellules multinucléées autour desquelles s'organisent les 

granulomes (Murray, 2001). Les premières cellules recrutées sont les lymphocytes NKT 

interagissant avec les cellules de Kupffer, afin d'induire la production de CCL2, CCL3, CXCL2, 

CXCL5 et CXCL10 (Cotterell et al., 1999; Svensson et al., 2005; Beattie et al., 2010b; Robert-

Gangneux et al., 2012). Ces chimiokines permettent alors le recrutement initial de monocytes et de 

A B 
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neutrophiles essentiels au contrôle efficace de la croissance parasitaire (Cervia et al., 1993; Smelt et 

al., 2000; McFarlane et al., 2008). Les cellules NKT, ainsi que les NK sont aussi importantes dans 

les stades précoces de la formation granulomateuse grâce à leur capacité à produire rapidement de 

grandes quantités de cytokines inflammatoires telles que l’IFN-Ȗ (Amprey et al., 2004; Svensson et 

al., 2005; Robert-Gangneux et al., 2012). Enfin, les cellules T CD4+ et CD8+ sont recrutées en 

réponse à diverses chimiokines et cytokines suite au recrutement de monocytes et neutrophiles, et 

assurent alors la promotion d'un environnent cytokinique et chimiokinique propice à la résolution de 

l’infection par Leishmania dans le foie (Cotterell et al., 1999; Mary et al., 1999). Les granulomes 

inflammatoires ainsi formés constituent une réponse immunitaire antigène-spécifique orchestrée par 

les cellules mononucléées, d’apparition retardée, persistante (Murray, 2001). Dans des conditions 

optimales, les granulomes inflammatoires constituent un micro-environnement permettant de limiter 

l’extension de l’infection, de concentrer les cellules effectrices (macrophages, lymphocytes T) et les 

médiateurs solubles (cytokines, facteurs de croissance), de détruire la cible microbienne puis de 

réparer les lésions tissulaires. Dans la leishmaniose viscérale humaine, la présence de granulomes 

hépatiques épithélioïdes giganto-cellulaires apparaît habituellement corrélée au contrôle de 

l’infection et à la latence clinique (Murray, 2000).  
 

 
3. Fonctions cytokiniques au cours de la réponse granulomateuse hépatique 

 

Outre sa richesse cellulaire, le système immunitaire hépatique présente un environnement 

cytokinique particulier. En effet, le TGF-ȕ et l’IL-10 y sont sécrétées en grande quantité, créant un 

contexte favorable à une réponse immune de type Th2 plutôt tolérogène (Rialland et al., 2000; 

Goddard et al., 2004; Cabillic et al., 2006). La réponse immune efficace Th1 systémique requise 

pour le contrôle de l'infection par Leishmania se met donc en place dans un environnement 

hépatique Th2, expliquant la mixité de la réponse observée chez les patients guéris d'une 

leishmaniose viscérale (Kemp et al., 1993a). 

Il existe un certain nombre de cytokines Th1 nécessaire à la formation granulomateuse efficace, 

incluant l'IL-12, l’IFN-Ȗ, la lymphotoxine, le GM-CSF, l’IL-2 et le TNF-Į (Murray et al., 1993; 

Tumang et al., 1994; Ghalib et al., 1995; Murray et al., 1995; Murray et al., 1997; Engwerda et al., 

2004a; Engwerda et al., 2004b; Murray et al., 2006a). Ces cytokines sont nécessaires à la 

stimulation de production de chimiokines et à la production de molécules leishmanicides par les 

cellules de Kupffer infectées (Kaye et al., 2004). L'IL-12 et l'IFN-Ȗ jouent un rôle pivot dans le foie 

au cours de la leishmaniose viscérale. En effet, le développement des granulomes hépatiques 

requiert la production d’IFN-Ȗ dépendante de l’IL-12 par les cellules T, pour l’activation des 

monocytes/macrophages, des cellules de Kupffer et des cellules T (Taylor et Murray, 1997). De 
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façon intéressante, les cellules dendritiques différenciées en milieu conditionné hépatique sont 

caractérisées par un phénotype semi-mature tolérogène, associé à des propriétés 

d’immunostimulation réprimées. Cependant, leur infection par L. donovani restore leurs propriétés 

de stimulation de la lymphoprolifération et la production d’IFN-Ȗ dépendante de l’IL-12, et 

pourraient donc favoriser la résolution de l’infection (Donaghy et al., 2010). Si l’IFN-Ȗ joue un rôle 

majeur, les mécanismes anti-parasitaires dépendants du TNF-Į peuvent partiellement compenser 

l’absence d’IFN-Ȗ chez les souris déficientes (Taylor et Murray, 1997). A la suite de l’activation des 

macrophages dépendante des cellules T, des dérivés réactifs de l'oxygène et de l'azote sont produits 

et sont responsables de la mort parasitaire au sein des macrophages infectés (Murray et Nathan, 

1999; Murray et al., 2006c). 

Si la présence systémique de cytokines Th1 est essentielle au contrôle de l'infection, les cellules 

hépatiques infectées produisent principalement des cytokines de types Th2, de part le micro-

environnement tissulaire particulier. L'IL-10 sécrétée joue notamment un rôle autocrine et réduit les 

capacités de capture et de présentation antigénique, ainsi que les possibilités d’activation des 

lymphocytes T CD4+ par les cellules dendritiques interstitielles. Néanmoins, elle pourrait favoriser 

la réaction granulomateuse hépatique par un mécanisme spécifique du foie (Iizasa et al., 2005). 

L'IL-4 est également requise pour la résolution de l’infection hépatique et pour la promotion des 

cellules T CD8+ qui sont importantes pour une protection à long terme (Stager et al., 2003). De 

nombreuses cytokines immuno-régulatrices telles que l'IL-10, le TGF- ȕ et l'IL-27 sont produites 

dans le granulome en développement, afin de réguler l'immunité protectrice hépatique et de 

prévenir ainsi l’immunopathologie associée à une réponse immune exacerbée (Wilson et al., 1998; 

Murphy et al., 2001; Rosas et al., 2006). 

 

4. Cinétique d'assemblage des granulomes au cours de la leishmaniose expérimentale 

 

Une étude des modifications histopathologiques survenant au niveau du foie chez des souris 

BALB/c infectées par L. donovani, montre que le nombre de granulomes hépatiques s’accroît 

jusqu’à la huitième semaine, puis décroît (Gutierrez et al., 1984). L'infection des cellules de Kupffer 

initie le processus d'inflammation granulomateuse. Les NKT hépatiques migrent alors vers les 

cellules de Kupffer infectées et leurs interactions favorisent le recrutement des cellules 

mononucléées dans le foie. Jusqu'à la quatrième semaine après infection, des petits foyers 

inflammatoires regroupant quelques cellules macrophagiques associées à des NKT sans véritable 

organisation sont observés. Ces granulomes hépatiques immatures, aux limites mal définies, répartis 

sur l’ensemble du parenchyme, sont associés à un parasitisme élevé. Puis jusqu'à la huitième 

semaine, différents types cellulaires sont massivement recrutés : monocytes, lymphocytes T CD4+ et 
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CD8+, histiocytes. Ces cellules s'organisent autour des cellules de Kupffer infectées fusionnées afin 

de former des granulomes épithélioïdes giganto-cellulaires, présentant éventuellement des dépôts de 

collagène. A partir de la huitième semaine, 70 % des granulomes présentent cet aspect épithélioïde 

giganto-cellulaire et une diminution du nombre de parasites intracellulaires est alors observée. Une 

fois les leishmanies détruites, les granulomes dits stériles se désassemblent progressivement dans un 

processus d’involution. L'inflammation granulomateuse hépatique se résout en 8 semaines post-

infection avec l'élimination de la majorité des parasites (Murray, 2001; Moore et al., 2013) (Figure 

16). Toutefois, l’évolution de la réponse dépend du fond génétique de l’hôte, de la virulence de 

l’isolat parasitaire employé et de l’inoculum. Une grande variabilité interindividuelle chez la souris 

pourrait également expliquer des différences de cinétique selon les études (Honore et al., 1998; de 

La Llave et al., 2011). 

 

 

 

 
Figure 16 : Processus de maturation des granulomes en réponse à L. donovani, contrôle de la charge 
parasitaire et involution des granulomes. Légende : KC : Cellule de Kupffer ; IM : granulome immature ; M : 
granulome mature; Sterile : granulome stérile. D'après Moore et al., 2013. 
 

 

Cette réponse granulomateuse est particulièrement efficace puisque 80 % des leishmanies sont 

éliminées du foie huit semaines après l'infection (Murray et al., 1987). Toutefois, la persistance au-

delà d’un an de formes amastigotes intracellulaires à l’état quiescent est observée chez les souris 

BALB/c au sein de granulomes hépatiques, traduisant un processus d’évasion à la fonction 
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d’élimination des parasites par le granulome. En outre, un large spectre de réponses 

granulomateuses est observé en faisant varier les conditions expérimentales : du granulome de 

structure normale incapable d’activités leishmanicides, au granulome hypertrophié avec lyse 

parasitaire accrue, jusqu’à la présence d’une activité leishmanicide en l’absence de structure 

tissulaire spécifique (granulome invisible) (Murray, 2001) (Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Relation structure/fonction du granulome hépatique au cours de la leishmaniose viscérale 
expérimentale. D'après Murray, 2001. 
 

 

Structure du 
granulome 

Fonction du 
granulome 

Souris et conditions expérimentales 

Normale 

 

Aucune 

 

 

 

 

 

 

 

Normale 

 

 

Hypertrophique 

 

 

Nocif 

 

Hypertrophique 

 

Normale 

 

Aucune 

 

 

 

Normale 

 

Aucune 

 

 

 

 

 

 

 

Aucune 

 

 

Majorée 

 

 

Inefficace 

 

Normale 

 

Majorée 

 

Normale 

ou majorée 

Résistance acquise souris BALB/c et C57BL/6 

 

Souris athymiques déficientes en lymphocytes T ou dont les lymphocytes T 
CD4+ ou CD8+ sont supprimés 

Souris traitées par des anticorps monoclonaux anti-CR3 ou ICAM-1 KO avec 
absence d'infiltrat inflammatoire. 

Souris présentant une réponse Th1 déficiente (IL-12-/- ou IFN-Ȗ-/-). 

Souris avec réponse Th2 induite (administration d'IL-4 et d'IL-10). 

Souris BALB/c et C57BL/6 traitées par du TNF-Į à forte dose. 
 
 

Souris iNOS-/- incapables de générer les dérivés du monoxyde d'azote. 

Souris transgénique IL-10 (réponse Th1 mais macrophages désactivés). 

 

Souris traitées par administration d'IL-2 ou GM-CSF. 

Souris BALB/c IL-10-/- ou traitées par un anti-récepteur de l'IL-10. 

 

Souris TNF-a-/-. 

 

Souris BALB/c traitées par IL-1 ou G-CSF. 

 

Souris BALB/c traitées par IL-12 ou IFN-Ȗ. 
 

Souris BALB/c immunes infectées par L. donovani durant la phase chronique 
de 8 à 12 semaines. 

Souris immunes traitées par la cyclosporine A (inhibant l'immunité cellulaire) 
avant et après ré-infection par L. donovani. 

 
 

 

 
5. Fibrose hépatique 

 

Au cours de la leishmaniose viscérale, l'atteinte hépatique n'est pas systématique et concerne 

entre 50 et 95 % des cas selon les études et les foyers endémiques (Gangneux et al., 2006). 

Lorsqu'elle est observée, elle se caractérise principalement par une hépatomégalie importante 
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souvent associée à une fibrose hépatique chez l'Homme (Duarte et Corbett, 1987; Corbett et al., 

1993; el Hag et al., 1994). La fibrose hépatique est également décrite au cours de la leishmaniose 

canine (Rallis et al., 2005; Melo et al., 2009; Silva et al., 2013) et s'accompagne de lésions 

fibreuses dans d'autres organes tels que la rate, les reins et les poumons (Silva et al., 2013). La 

fibrose est également décrite au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale chez la souris 

BALB/c. Des dépôts de collagène III et de protéoglycanes sont dans ce cas observés dans les 

granulomes et les espaces portes de 4 à 20 semaines après infection par L. donovani, et des dépôts 

de laminine sont observés au niveau de la membrane basale des nouveaux vaisseaux sanguins 

autour des espaces portes de 8 à 20 semaines après infection (Leite et Croft, 1996). 

Le développement de la fibrose est lié à l'activation et l'hypertrophie des cellules étoilées du foie 

dans l'espace de Disse. Chez des sujets sains, ces cellules sont dans un état quiescent et assurent 

principalement des fonctions de stockage et de métabolisme des rétinoïdes. Cependant, en réponse à 

des xénobiotiques ou à des agents pathogènes, elles s'activent et acquièrent un phénotype 

myofibroblastique proliférant, contractile, profibrosant et pro-inflammatoire (Friedman, 2008) 

(Figure 17). 

 

 
Figure 17 : Activation des cellules étoilées du foie et fibrose hépatique. Dans le foie sain, les cellules étoilées 
du foie (en bleu) stockant les rétinoïdes sont localisées dans l'espace sub-endothélial entre les hépatocytes et les 
cellules endothéliales sinusoïdales, où elles émettent des prolongements encerclant les sinusoïdes. Les 
hépatocytes présentent des microvillosités indiquant leur état différencié et les cellules endothéliales sinusoïdales 
contribuent au transport rapide de solutés à travers l'espace sub-endothélial (A). En cas de fibrose, les cellules 
étoilées sont activées et entourées de dépôts de matrice extracellulaire, les hépatocytes perdent leurs 
microvillosités et la porosité sinusoïdale est réduite (B). D'après Friedman et al., 2004. 
 
 
 

Quelle qu’en soit l’étiologie, l'activation des cellules étoilées du foie et l'induction de la fibrose 

sont classiquement associées à un environnement Th2 caractérisé par la production de cytokines 

telles que le TGF-ȕ (Badaro et al., 1986; Czaja et al., 1989; Gressner, 1992; Bedossa et Paradis, 

1995; Dooley et ten Dijke, 2012), l'IL-13 (Fichtner-Feigl et al., 2006) et plus récemment l'IL-33, 
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comme démontré par d’autres chercheurs de l’équipe (Marvie et al., 2010). Au cours de la 

leishmaniose viscérale humaine, l'activation des cellules de Kupffer induit la production d'un niveau 

élevé de TGF-ȕ, qui serait responsable de l'hypertrophie des cellules étoilées fibroblastiques, de 

l'élargissement de l'espace de Disse et des dépôts de matrice extracellulaire en conséquence (Duarte 

et al., 2009). L'implication d'autres cytokines telles que l'IL-13 ou encore l'IL-33 dans le 

développement de la fibrose hépatique induite par l'infection leishmanienne n'est pas décrite. 

 

 

IV. Mécanismes d’échappement des défenses de l’hôte et persistance parasitaire. 

 

1. Échappement au complément 

 

Une fois inoculés chez leur hôte, les promastigotes sont sujets à la lyse par le complément, mais 

disposent toutefois de mécanismes de résistance. Les promastigotes procycliques ne peuvent pas 

résister à l’action du complément alors que les formes métacycliques infestantes peuvent y échapper 

(Puentes et al., 1989). La glycoprotéine de surface gp63 abondamment exprimée au stade de 

promastigotes métacycliques, favorise la protéolyse de C3b et sa conversion en molécule inactive 

C3bi, favorisant ainsi l’opsonisation et l’internalisation du parasite (Russell, 1987; Puentes et al., 

1988; Brittingham et al., 1999). Les promastigotes de L. major déficients gp63-/- dérivés de cultures 

in vitro ou de phlébotomes présentent une sensibilité accrue à la lyse induite par le complément. A 

l’inverse, des mutants surexprimant gp63 sont significativement plus résistants à la lyse (Joshi et 

al., 2002). Chez certaines espèces de leishmanies, la résistance au complément serait liée à 

l’élongation du LPG qui survient lors de la métacyclogénèse. Il forme alors un glycocalix de 10 nm 

d’épaisseur dont l'encombrement stérique semble empêcher l’accès des complexes d’attaque C5b-9 

à la membrane plasmique (Sacks, 1992). Ainsi, la perte du LPG induit une susceptibilité à la lyse 

par le complément chez l’Homme, en dépit de l’abondance de gp63 (Spath et al., 2003a). Enfin, les 

promastigotes, notamment de L. donovani, possèdent sur la face externe de leur membrane 

plasmique des protéines kinases capables d’inactiver C3 et C3b par phosphorylation (Hermoso et 

al., 1991) (Figure 18A). 
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2. Résistance à la lyse intracellulaire 

 

Les leishmanies ont développé un mécanisme de lutte contre la fusion phago-lysosomale une fois 

phagocytées, notamment en inhibant la fusion des phagosomes avec les organelles endocytiques 

enrichies en hydrolases. Ce mécanisme dépend du LPG à la surface des promastigotes qui prévient 

la formation ou la perturbation de micro-domaines lipidiques dans la membrane du phagosome 

(Desjardins et Descoteaux, 1997; Dermine et al., 2000; Dermine et al., 2005; Arshad et al., 2011). 

En outre, des leishmanies observées dans le cytosol dans différentes études (Desjardins et 

Descoteaux, 1997; Rittig et al., 1999; Dermine et al., 2000; Rittig et Bogdan, 2000; Dermine et al., 

2005; Arshad et al., 2011) suggèrent l'existence d'un autre mécanisme d'échappement à la lyse 

phago-lysosomales, probablement dépendant d'une cytolysine, la leishporine, décrite dans 

différentes espèces leishmaniennes (Almeida-Campos et Horta, 2000; Noronha et al., 2000). 

Les promastigotes et amastigotes de différentes espèces sont également capables de résister 

partiellement aux espèces réactives de l'oxygène et de l'azote (Miller et al., 2000; Holzmuller et al., 

2005; Holzmuller et al., 2006; Giudice et al., 2007; Mukbel et al., 2007). Ceci peut s'expliquer par 

l'action du LPG et de la gp63 sur la protéine kinase C et ses substrats (Turco, 1999), par la possible 

séquestration des espèces réactives de l'oxygène par les phosphoglycanes (Chan et al., 1989; Turco, 

1999; Spath et al., 2003a; Spath et al., 2003b) et l'expression de la superoxyde dismutase, de la 

catalase et/ou des péroxiredoxines associées à la survie des leishmanies dans les macrophages (Barr 

et Gedamu, 2003; Ghosh et al., 2003; Plewes et al., 2003; Adak et Datta, 2005; Harder et al., 2006) 

(Figure 18B). 

 

3. Répression de la présentation antigénique 

 

La mise en place d'une réponse efficace acquise requiert la présentation d'antigènes leishmaniens 

aux lymphocytes. Les leishmanies de différentes espèces sont capables de réprimer cette étape de 

présentation antigénique au niveau des cellules dendritiques et de macrophages infectés (Meier et 

al., 2003; Chakraborty et al., 2005). Cette répression est liée à la séquestration intracellulaire des 

antigènes parasitaire apprêtés (Kima et al., 1996), l'internalisation et la dégradation des molécules 

du CMH de classe II (Courret et al., 2001) et l'augmentation de la fluidité membranaire et la 

perturbation conséquente des radeaux lipidiques des macrophages (Chakraborty et al., 2005). Dans 

les cellules dendritiques dérivées de monocytes humains, l'infection par L. donovani induit la 

répression de l'expression de CD1a, CD1b et CD1c et prévient l'activation restreinte au CD1 des 

lymphocytes T (Amprey et al., 2004), alors que l'infection par L. amazonensis altère surtout 

l'expression de CD80 et CD1a dans les co-cultures de cellules dendritiques et lymphocytes T 
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(Favali et al., 2007). La persistance des amastigotes leishmaniens dans les cellules semble donc 

partiellement facilitée par les effets inhibiteurs des fonctions de présentation antigénique induits par 

les leishmanies (Figure 18C) 

 

4. Régulation de l'infiltrat cellulaire 

 

Les promastigotes peuvent induire un effet chimiotactique sélectif sur les polynucléaires 

neutrophiles via un facteur chimiotactique leishmanien, le LCF. Les contacts des neutrophiles avec 

les promastigotes de L. major influencent la capacité des neutrophiles à sécréter des chimiokines. Ils 

sont en particulier capables d'induire la sécrétion d'IL-8 favorisant ainsi le recrutement et la survie 

des neutrophiles, et de réprimer la production de CXCL10, chimiokine notamment associée au 

recrutement et à l'activation protectrice des NK et à la résistance contre Leishmania (van 

Zandbergen et al., 2002) (Figure 18D). 

  

5. Modulation de la réponse cytokinique 

 

L'IL-10 est une cytokine clé au cours des leishmanioses cutanées et viscérales jouant un rôle 

critique pour la survie et la persistance à long terme des leishmanies. Les leishmanies sont capables 

d'activer les macrophages pour la production d'IL-10, en particulier s'ils sont opsonisés à l'aide 

d'anticorps ou du complément (Carrera et al., 1996; Mosser et Brittingham, 1997; Guizani-Tabbane 

et al., 2004; Miles et al., 2005; Padigel et Farrell, 2005; Thomas et Buxbaum, 2008). En outre, le 

monoxyde d'azote permettant la leishmanicidie constitue un signal de différenciation pour les 

lymphocytes T régulateurs (Niedbala et al., 2007). Ainsi, l'hypothèse a été émise que l'expression de 

l'iNOS au cours de la leishmaniose pourrait contribuer à la coexistence hôte-pathogène, en 

contenant l'infection parasitaire, tout en prévenant son éradication complète, en induisant la 

différenciation des lymphocytes T régulateurs producteurs d'IL-10 et capables de désactiver les 

propriétés macrophagiques (Bogdan et al., 2000b). Enfin, la fonction immunosuppressive de l’IL-

10 est contrebalancée par l'IL-12. Or, les macrophages infectés par les leishmanies ne produisent 

que peu ou pas d’IL-12, contribuant ainsi également à la persistance parasitaire (Belkaid et al., 

1998). La susceptibilité à la maladie est liée à l'immunosupression induite par l'IL-10, mais 

également à une polarisation Th2 de la réponse immune. Un antigène leishmanien, LACK pour 

"Leishmania homolog of receptors for activated C kinase" induit l'activation précoce des 

lymphocytes T CD4+ et joue un rôle pivot dans l'orientation Th2 délétère de la réponse, caractérisée 

par la production d'IL-4 et d'IL-5. Ceci induit notamment la production d'anticorps inefficaces au 

détriment d'une réponse cellulaire Th1 protectrice (Julia et al., 1996) (Figure 18D). 
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Figure 18 : Mécanismes d’échappement des leishmanies aux défenses de leur hôte. Modulation de la voie du 
complément notamment via les kinases leishmaniennes (L. PK) (A). Mécanisme de résistance à la lyse cellulaire 
dépendante de la synthèse de métabolites leishmanicides notamment via la Protéine Kinase C (PKC) et 
l’expression de la Sodium Oxyde Dismutase (SOD) (B). Modulation cellulaire (C). Modulation cytokinique (D). 
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6. Cellules sanctuaires 

 

Si les cellules cibles préférentielles des leishmanies sont les cellules présentatrices d’antigènes, 

d'autres types cellulaires myéloïdes ou fibroblastiques, dépourvus de mécanismes leishmanicides 

effecteurs, ont été décrits permissifs aux leishmanies. Au sein de ces cellules dites sanctuaires, les 

leishmanies sont incapables de se multiplier et se maintiennent à l'abri des défenses de l'hôte, ce qui 

contribue à la persistance parasitaire même à l'issue de traitements efficaces (Bogdan et Rollinghoff, 

1998; Gangneux et al., 2005). Au cours de la leishmaniose cutanée, les précurseurs myéloïdes 

immatures et les monocytes (Mirkovich et al., 1986), ainsi que les fibroblastes de la peau et des 

ganglions lymphatiques (Bogdan et al., 2000a) ont été décrits comme des cellules sanctuaires pour 

L. major. In vivo, la persistance de L. major après une leishmaniose cutanée résolue a été démontrée 

comme étroitement liée à l'infection des fibroblastes (Bogdan et al., 2000a). Au cours de la 

leishmaniose viscérale, les macrophages stromiques sialoadhesin+ de la moelle osseuse ont été 

décrits permissifs à L. donovani et L. infantum (Leclercq et al., 1996; Cotterell et al., 2000). Dans le 

foie, les hépatocytes ont été montrés permissifs in vitro et in vivo aux leishmanies (Angarano et al., 

1998; Tafuri et al., 2001; Gangneux et al., 2005). En modèle expérimental de primo-culture 

d’hépatocytes humains, ils présentent un pourcentage d'infection à L. donovani n'excédant pas 2 %, 

une faible toxicité cellulaire et une absence de multiplication parasitaire. Ils pourraient donc 

correspondre à un type de cellules sanctuaires au sein duquel les parasites peuvent rester quiescents 

à l’abri de la réponse de l’hôte (Gangneux et al., 2005). D'autres types de cellules sanctuaires ne 

sont pas exclus. 
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Partie 3 : L'interleukine-33 et son récepteur ST2 

 

 

I. Historique des découvertes 

 

L’IL-33 est une cytokine appartenant à la famille de l’IL-1, décrite pour la première fois en tant 

que telle en 2005, bien qu'elle fût préalablement décrite en tant que facteur nucléaire en 1999 chez 

le chien et en 2003 chez l'Homme et la souris. 

En 1999 au Japon, l'équipe de Jun Takeda s'est intéressée aux processus moléculaires des vaso-

spasmes continus des artères cérébrales après hémorragie sous-arachnoïdienne, en étudiant les 

gènes exprimés de façon différentielle au niveau des artères vasospastiques dans deux modèles 

canins d'hémorragie cérébrale. Parmi les gènes inconnus les plus surexprimés, les auteurs se sont 

particulièrement intéressés à DVS-27 et ont démontré sa localisation nucléaire par immuno-

fluorescence au niveau de cellules transfectées avec un vecteur permettant l'expression de DVS-27. 

Par ailleurs, des études in vitro ont montré que DVS-27 est fortement induit par l'IL-1Į, l'IL-ȕ ainsi 

que plus modérément par l'IFN-Ȗ au niveau de cellules musculaires lisses d'artère ombilicale 

humaine, suggérant que cette nouvelle protéine est associée à l'inflammation (Onda et al., 1999). 

En 2003, des travaux menés à Toulouse par l'équipe de Jean-Philippe Girard ont permis de 

caractériser une nouvelle protéine humaine, Nuclear Factor of High Endothelial Venule (NF-HEV), 

préférentiellement exprimée par les cellules endothéliales cuboïdales, comparées à des cellules 

micro-vasculaires de polypes nasaux et à des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine 

(Baekkevold et al., 2003). Des alignements de séquences d'acides aminés ont permis d'établir 

l'identité de NF-HEV avec le facteur DVS-27 préalablement décrit chez le chien, ainsi que la 

conservation de la protéine chez la souris. La localisation nucléaire ainsi que la structure de NF-

HEV comprenant un domaine hélice-tour-hélice de liaison à l'ADN témoigne de sa liaison à 

l'hétérochromatine et suggère un rôle régulateur de l'expression génique, conforté par des études 

ultérieures de la même équipe (Carriere et al., 2007).  

En parallèle à ces travaux toulousains, l'équipe de Robert Kastelein à San Francisco s'intéressait 

au récepteur ST2, également appelé T1 ou IL-1RL1 («interleukin 1 receptor-like 1»). Il s'agit d'un 

membre de la famille des récepteurs de l’IL-1 appartenant à la superfamille des « Toll-like/IL-1 

receptors », demeuré longtemps orphelin depuis sa découverte en 1989 (Klemenz et al., 1989; 

Tominaga, 1989) et caractérisé en 1998 comme un marqueur sélectif de cellules Th2 (Xu et al., 

1998). Une analyse des banques de séquences in silico sur la base structurale des protéines de la 

famille de l'IL-1 a permis d'identifier en 2005 un nouveau membre à cette famille, l'IL-33 (ou IL-

1F11), assimilé à DVS-27 et NF-HEV (Schmitz et al., 2005; Carriere et al., 2007). Des expériences 
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in vitro et in vivo ont permis aux auteurs de démontrer que l'IL-33 est le ligand spécifique du 

récepteur ST2, dont la liaison induit une réponse immunitaire de type Th2 (Schmitz et al., 2005). 

En 2007, il a été démontré que c’est l’hétérodimère constitué par ST2 et le récepteur accessoire 

de l'IL-1 (IL-1RAcP) qui permet la signalisation de l’IL-33 (Chackerian et al., 2007), caractérisée 

notamment par l'activation des voies des MAP kinases et de NF-țB (Schmitz et al., 2005).  

 

 

II. IL-33 : Structure, sources, fonctions nucléaires, sécrétion 

 

L'IL-33 est une cytokine de la famille de l'IL-1, qui comprend notamment l'IL-1Į, l'IL-1ȕ et l'IL-

18. Elle partage donc de nombreuses caractéristiques structurales avec ces cytokines. 

 

1. Structure 

 

Le gène codant l'IL-33 est localisé sur le bras court du chromosome 9 chez l'Homme, sur le 

chromosome 11 chez le chien et sur le chromosome 19 chez la souris. Il est constitué de 7 exons 

répartis sur 16 kb d'ADN génomique chez l'Homme, avec une organisation conservée chez ses 

orthologues canin et murin. Il existe deux transcrits différents pour ce gène, il33a et il33b, contenant 

des régions non traduites différentes en 5', mais codant pour la même protéine. Les analyses de 

séquences indiquent que la traduction de ces ARNm se fait à partir de deux exons non codants 

différents, distants d'environ 20 kb, joints au premier exon codant par un mécanisme d'épissage 

alternatif. Ceci permet une régulation différentielle de la traduction de l'IL-33 en fonction du type 

cellulaire et du stimulus inflammatoire (Talabot-Ayer et al., 2012). 

Les deux transcrits codent pour une protéine de 30 kDa constituée de 270 acides aminés chez 

l'Homme. Ses orthologues canin et murin codent pour des protéines de 30 kDa pour 263 acides 

aminés et 29,9 kDa pour 266 acides aminés, avec des pourcentages d'identité de 59 et 48 %, 

respectivement. L'alignement des séquences en acides aminés révèle en effet la présence de deux 

régions conservées entre les espèces, séparées par une région centrale divergente (Baekkevold et al., 

2003). La région N-terminale comprend au niveau de sa structure tertiaire un domaine hélice-tour-

hélice nécessaire et suffisant pour la liaison de l'IL-33 à la chromatine (Carriere et al., 2007). La 

région C-terminale de l'IL-33 comprend quant à elle douze feuillets ȕ regroupés sous la forme d’une 

structure formée de trois unités beta-beta-beta-boucle-beta et appelée « ȕ-trefoil », correspondant à 

la signature des cytokines la famille de l'IL-1, permettant la liaison aux récepteurs de la famille de 

l’IL-1R (Dinarello et Savage, 1989; Priestle et al., 1989; Schmitz et al., 2005). 
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Figure 19 : Représentation schématique de la structure de l’IL-33. Structure primaire (A). Structure 
secondaire (B). Le domaine N-terminal contenant deux domaines hélice-tour-hélice est présenté en bleu, et le 
domaine C-terminal contenant les 12 feuillets ȕ caractéristiques de la famille de l’IL-1 sont présentés en vert. 
D’après Girard, et Lingel et al., 2009. 
 

 

La séquence en acides aminés de l'IL-33 comprend un site de clivage par les caspases 1 et 3 au 

niveau de l'acide aspartique 178, entre les quatrième et cinquième brins ȕ. L'IL-33 ainsi clivée est 

incapable d'activer le récepteur ST2 (Cayrol et Girard, 2009). En contrepartie, l'IL-33 contient 

également des sites de clivage par des sérines protéases des polynucléaires neutrophiles, la 

cathepsine G et l'élastase, produisant des formes d'IL-33 clivées biologiquement actives chez 

l'Homme et la souris, in vitro et in vivo. Les produits de ce clivage présentent in vivo une efficacité 

dix fois supérieure à la forme complète de l'IL-33. Ainsi, un micro-environnement inflammatoire 

pourrait exacerber les fonctions de l'IL-33 par la production de ces formes clivées d'efficacité accrue 

(Lefrancais et al., 2012). 

 

2. Sources cellulaires 

 

L'IL-33 a été décrite historiquement au niveau des cellules endothéliales (Onda et al., 1999; 

Baekkevold et al., 2003). Chez le chien, l'hémorragie cérébrale induit la production d'IL-33 (DVS-

27) par les cellules endothéliales activées des artères vasospastiques (Onda et al., 1999). Chez 
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l'Homme et la souris, les cellules cuboïdales caractéristiques de vaisseaux post-capillaires 

particulièrement différenciés, appelés « high endothelial venule », sont caractérisées par 

l'expression constitutive d'IL-33, facteur nucléaire susceptible de réguler leur phénotype spécialisé 

(Baekkevold et al., 2003). Elles favorisent l'infiltrat immunitaire au niveau des tissus lymphoïdes 

secondaires, mais aussi au niveau des tissus non-lymphoïdes dans le cas d'inflammations chroniques 

comme celles induite par la maladie de Crohn ou la polyarthrite rhumatoïde (Girard et Springer, 

1995; Girard et al., 2012). Ces cellules cuboïdales sont également observées au niveau de certains 

mélanomes et cancers du sein où elles facilitent l'influx lymphocytaire témoin d'un pronostic 

encourageant (Martinet et al., 2011; Martinet et al., 2012a; Martinet et al., 2012b). L’IL-33 est 

également décrite dans des cellules endothéliales non cuboïdales dans un grand nombre de tissus 

incluant le foie (Moussion et al., 2008) (Figure 20A). 

Suite à sa description dans les cellules endothéliales, l'expression d'IL-33 a été décrite dans de 

nombreux types cellulaires dans certains contextes d'activation (Mirchandani et al., 2012). L'IL-33 a 

notamment été décrite en 2008 comme une alarmine, exprimée de façon constitutive ou inductible 

dans les cellules endothéliales, ainsi que dans divers types cellulaires exposés à l'environnement 

extérieur, permettant ainsi sa rapide sécrétion en cas d'agression. Cette étude a notamment permis 

de démontrer l'expression constitutive d'IL-33 chez l'Homme, au niveau des cryptes amygdaliennes 

et des glandes salivaires, des cellules épithéliales intestinales et des kératinocytes cutanés 

(Moussion et al., 2008). L'IL-33 est particulièrement exprimée au niveau des kératinocytes des 

patients atteints de psoriasis et dans une lignée de kératinocytes immortalisés HaCaT traitées par du 

TNF-Į, où elle renforcerait la production d’IL-6, MCP-1 et VEGF induite par le TNF-Į, contribuant 

ainsi à la biologie du psoriasis (Balato et al., 2012). Au niveau de l'intestin, la colite utlcérative 

induit une induction spécifique d'IL-33 corrélée à la sévérité de la maladie dans les cellules 

épithéliales (Pastorelli et al., 2010). 

L'IL-33 est également classiquement décrite au niveau des fibroblastes de différents tissus. L'IL-

33 est en effet constitutivement exprimée par les cellules réticulaires fibroblastiques des tissus 

lymphoïdes (Moussion et al., 2008) et dans les fibroblastes embryonnaires de souris (Talabot-Ayer 

et al., 2012). Son expression est aussi induite au cours de processus pathologiques, dans les 

fibroblastes et myofibroblastes. Il a été démontré qu'un traitement hépatotoxique de douze semaines 

au tétrachlorure de carbone chez la souris est capable d'induire la surexpression et la sécrétion de 

l'IL-33 par les cellules étoilées hépatiques myofibroblastiques, favorisant une réponse immunitaire 

de type Th2 propice au développement d'une fibrose hépatique. Un résultat similaire a également 

été observé sur des patients humains ayant développé une fibrose, le niveau d'IL-33 étant dans ce 

cas corrélé à la sévérité de la fibrose (Marvie et al., 2010) (Figure 20B). L'IL-33 est aussi exprimée 

au niveau des myofibroblastes des intestins et du colon et pourrait jouer un rôle important dans la 
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physio-pathologie des inflammations du bol intestinal et colites ulcératives et dans la guérison des 

lésions muqueuses (Kobori et al., 2010; Sponheim et al., 2010). Dans la peau, l'IL-33 est 

surexprimée dans les myofibroblastes suite à une exposition à l'ovalbumine, à l'entérotoxine B 

staphylococcique ou à un traitement par le TNF-Į et l'IFN-ȕ, cytokines induites par un traitement 

par de l'ARN double brin mimant une infection virale. Cette expression d'IL-33 est réprimée par les 

traitements topiques classiquement employés contre les dermatites atopiques, suggérant un rôle 

majeur de l'IL-33 dans ces maladies (Savinko et al., 2012). Au cours des poussées de polyarthrite 

rhumatoïde, l'IL-33 est induite dans les fibroblastes synoviaux, et contribue à l'inflammation 

exacerbée caractéristique de la maladie (Campo et al., 2012). Enfin, l'IL-33 est exprimée dans les 

myofibroblastes cardiaques en réponse aux stress mécaniques. Elle assure à ce niveau un rôle 

cardio-protecteur, en réprimant l'activation de NF-țB induite par l'angiotensine-II et la 

phényléphrine, limitant ainsi l'hypertrophie fibroblastique et la fibrose (Sanada et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 20 : Expression d’IL-33 dans le foie chez la souris. Expression constitutive dans les cellules 
endothéliales hépatiques (A). Expression d’IL-33 induite par un traitement de 12 semaines au CCl4 (B). 
Expression d’IL-33 induite par un traitement de 8 heures à la Concanavaline A (ConA) dans les hépatocytes (C). 
D’après Moussion et al., 2008 ; Marvie et al., 2010 et Arshad et al., 2011. 
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Les cellules musculaires lisses sont également une source possible d'IL-33. Ceci a été observé au 

niveau des poumons, de façon constitutive (Schmitz et al., 2005) ou de façon exacerbée en présence 

d'asthme sévère, l'IL-33 étant décrite à ce niveau comme potentialisant l'asthme allergique 

(Kurowska-Stolarska et al., 2008; Prefontaine et al., 2009). Les cellules musculaires lisses 

artérielles expriment constitutivement l'IL-33 (Schmitz et al., 2005) et les cardiomyocytes enfin 

induisent l'expression et la sécrétion d'IL-33 en réponse aux stress inflammatoires et mécaniques 

(Kakkar et al., 2012). 

L'IL-33 est donc largement exprimée dans les cellules endothéliales, épithéliales, musculaires 

lisses et fibroblastiques de nombreux tissus, mais elle est également exprimée dans les tissus 

spécialisés. Au niveau du foie, outre les cellules étoilées (Marvie et al., 2010), les hépatocytes 

engagés dans une voie de mort cellulaire peuvent exprimer l'IL-33 (Figure 20C), comme cela a été 

démontré sur des modèles d'hépatite aiguë chez la souris (Arshad et al., 2011; Arshad et al., 2012a) 

où elle contribue à la sévérité de la pathologie (Chen et al., 2012a). L'IL-33 est aussi exprimée au 

sein d'autres tissus spécialisés, au niveau de types cellulaires très différents, tels que les adipocytes 

(Wood et al., 2009), les ostéoblastes (Saidi et al., 2011; Saleh et al., 2011) ou les cellules gliales du 

système nerveux central (Hudson et al., 2008). 

Au niveau du système immunitaire, des motifs moléculaires associés aux pathogènes ou PAMP 

(Lipopolysaccharide bactérien, ARN double brin ou Poly(I:C) viraux...) ou des cytokines 

proinflammatoires induisent l'expression d'IL-33 dans les cellules immunitaires, en particulier au 

niveau des cellules de l'immunité innée (Mirchandani et al., 2012; Talabot-Ayer et al., 2012). 

Exprimée au niveau des mastocytes activés par les IgE via le FcİRI in vitro et in vivo, l'IL-33 

contribue à la phase tardive de l'inflammation dans un modèle d'anaphylaxie dépendant des 

mastocytes (Hsu et al., 2010). L'IL-33 est également exprimée par les cellules dendritiques 

(Schmitz et al., 2005; Yanagawa et al., 2011; Talabot-Ayer et al., 2012) et les macrophages 

(Schmitz et al., 2005; Ohno et al., 2009; Chang et al., 2011; Rani et al., 2011; Talabot-Ayer et al., 

2012) in vitro et in vivo. Au cours de la colite ulcéreuse (rectocolite hémorragique), l'IL-33 corrélée 

à la sévérité de la maladie est exprimée par les cellules épithéliales intestinales, mais également par 

les cellules infiltrantes CD11b+ et CD19+ correspondant respectivement aux macrophages et 

lymphocytes B (Pastorelli et al., 2011; Rani et al., 2011). 

L'IL-33 est donc exprimée au niveau de cellules et tissus exposés à l'environnement extérieur 

ainsi qu'au niveau des cellules immunitaires à l'interface entre immunité innée et adaptative, afin de 

réprimer l'inflammation en l'absence de danger et de déclencher rapidement une réponse 

inflammatoire adaptée en réponse aux agressions. 
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3. Fonctions nucléaires 

 

D'après la littérature, les techniques d'immuno-histochimie, d’immuno-cytochimie ou d’immuno-

fluorescence permettent classiquement l'observation d'un marquage nucléaire spécifique de l'IL-33 

(Carriere et al., 2007; Moussion et al., 2008; Marvie et al., 2010; Arshad et al., 2011; Sedhom et al., 

2012; Dong et al., 2013). Ceci indique une expression préférentielle de l'IL-33 par défaut dans le 

noyau des cellules qui l'expriment. A ce niveau, il a été démontré que l'IL-33 se lie à l'hétéro-

chromatine ainsi qu'aux chromosomes mitotiques, via son domaine N-terminal hélice-tour-hélice 

(Carriere et al., 2007). Des homologies de sa séquence de liaison à la chromatine avec l'antigène 

nucléaire associé à la latence du Kaposi herpes virus (LANA) suggèrent que l'IL-33 interagit avec la 

chromatine au niveau des dimères H2A-H2B à la surface du nucléosome (Roussel et al., 2008). 

Dans la mesure où l'hétérochromatine est associée à la répression de la transcription, une étude 

employant des protéines de fusion, constituées de l'IL-33 complète et du domaine Gal-4 de liaison à 

l'ADN, ont logiquement permis de démontrer la répression de la transcription d'un gène rapporteur 

répondant à Gal4 et codant la luciférase. Différentes constructions ont permis d'associer cette 

fonction à l'homéodomaine hélice tout-hélice de la région N-terminale de l'IL-33 (Carriere et al., 

2007). Outre ces données sur la localisation et l'activité de répression transcriptionnelle de l'IL-33 

nucléaire, peu d'informations sont disponibles sur ses gènes cibles et le rôle de cette répression 

génique sur les fonctions cellulaires. Néanmoins, une étude a démontré que l'IL-33 nucléaire est un 

facteur de transcription capable d'activer la transcription de la sous-unité p65 de NF-țB dans les 

cellules endothéliales de façon basale, mais plus fortement après traitement avec du TNF-Į. Ceci 

aboutit in fine à l'induction dépendante de NF-țB des molécules d'adhérence intercellulaires et 

vasculaires ICAM-1 et VCAM-1 témoignant de l'activation des cellules endothéliales (Choi et al., 

2012). 

Peu de données concernent les éventuelles autres interactions et fonctions de l'IL-33 nucléaire, 

indépendamment de sa fonction de répression transcriptionnelle. Une étude récente démontre 

cependant que l'IL-33 est capable de se lier directement à NF-țB, de façon constitutive, au niveau 

de la sous-unité p50 et de façon inductible au niveau de la sous-unité p65 en réponse à l'IL-1ȕ. Ceci 

aboutit à la séquestration de NF-țB, et à la réduction de sa capacité de liaison l'ADN et de 

transactivation (Ali et al., 2011). Bien que ce mécanisme soit indépendant de la fonction de facteur 

de transcription précédemment décrite de l'IL-33, cette étude témoigne une nouvelle fois de la 

capacité de l'IL-33 à réprimer l'expression génique. 
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4. Processus de sécrétion 

 

Si l'expression d'IL-33 est désormais admise au niveau de nombreux types cellulaires 

(Mirchandani et al., 2012), ses mécanismes de sécrétion font encore l'objet de controverses. 

La localisation nucléaire de l'IL-33, son absence de signal d'export nucléaire et sa fonction 

d'alarmine ont conduit certains auteurs à proposer un mécanisme de sécrétion passif de l'IL-33 

lorsque les cellules s'engagent dans une voie de mort cellulaire. Ainsi, dans un contexte nécrotique, 

l'IL-33 non clivée serait active et induirait une réponse pro-inflammatoire rapide. A l'inverse, 

contrairement à l'IL-1 et l'IL-18, lorsque l'IL-33 est sécrétée par des cellules apoptotiques, son 

clivage par les caspases aboutirait à son inactivation et empêcherait ainsi une réponse inflammatoire 

inopportune au cours d'un phénomène de mort programmée (Cayrol et Girard, 2009; Lamkanfi et 

Dixit, 2009; Luthi et al., 2009; Talabot-Ayer et al., 2009) (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Représentation schématique des mécanismes de sécrétion et modification de l’IL-33. D’après 
Emma Lefrançais, European Cytokine Network, 2012. 
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Néanmoins, ces mécanismes de sécrétion passive ne sauraient expliquer la sécrétion d'IL-33 par 

des cellules non engagées dans une voie de mort cellulaire, ce qui sous-tend l'existence d'autres 

mécanismes (Figure 21). En 2008, une étude américaine a démontré que les astrocytes gliaux en 

culture primaire induisent l'expression d'IL-33 après exposition à différents PAMP (PAM3Cys, 

ARN double brin et LPS), et sécrètent de l'IL-33 active dans le milieu de culture après un traitement 

consécutif à l'ATP (Hudson et al., 2008). Par la suite, il a été démontré que les cellules étoilées 

hépatiques et pancréatiques vivantes sécrètent l'IL-33 in vitro en réponse à des cytokines pro-

inflammatoires (Marvie et al., 2010; Nishida et al., 2010). In vivo, l'exposition de souris naïves à un 

allergène aérien courant, le champignon Alternaria alternata, induit une rapide sécrétion d'IL-33 à 

partir des cellules épithéliales pulmonaires vers la lumière des voies aérienne. In vitro, cette même 

étude a montré que l'exposition à Alternaria alternata induit l'accumulation d'ATP extracellulaire et 

la sécrétion d'IL-33 dépendante de l'activation par l'ATP du récepteur purinergique P2 (Kouzaki et 

al., 2011). Plus récemment, il a enfin été démontré que l'IL-33 exprimée par les cardiomyocytes 

vivants est adressée hors du noyau en transitant par les pores nucléaires jusqu'à des vésicules liées à 

la membrane et permettant la sécrétion active de l'IL-33 en réponse à un stress mécanique (Kakkar 

et al., 2012). Ces études pionnières réalisées sur des types cellulaires très différents indiquent qu’à 

l’instar de l’IL-1Į et HMGB1, l'IL-33 pourrait disposer de différents modes de sécrétion non 

conventionnels qui restent à caractériser (Lee et al., 1997; Gardella et al., 2002). 

 

 

III. ST2 : Structure, sources, signalisation, régulation 

 

Le récepteur ST2 également appelé IL-1R4, T1, DER4 ou Fit-1, est un membre de la famille des 

récepteurs TIR et plus particulièrement de la sous famille des récepteurs de l'IL-1. 

 

1. Structure 

 

Le gène st2 a été identifié dans les fibroblastes 3T3 de souris stimulés par des oncogènes ou du 

sérum, puis rapproché de la famille des immunoglobulines de part les homologies de séquence 

observées (Klemenz et al., 1989; Tominaga, 1989). Il est étroitement lié aux gènes IL-1R1 sur le 

chromosome 1 murin et sur le chromosome 2 humain (Tominaga et al., 1991; Dale et Nicklin, 

1999). Grâce à un système de double promoteur et à un épissage alternatif du gène, quatre ARN 

messagers sont générés : une forme longue transmembranaire (ST2L), une forme courte sécrétée 

(sST2), et deux variants ancrés à la membrane (ST2V et ST2VL) (Klemenz et al., 1989; 

Werenskiold et al., 1989; Werenskiold, 1992; Takagi et al., 1993; Yanagisawa et al., 1993; 
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Tominaga et al., 1999; Tago et al., 2001; Iwahana et al., 2004). 

Le récepteur ST2L partage les caractéristiques structurales des récepteurs TIR. En effet, il 

dispose du motif TIR intracellulaire d'environ 200 acides aminés très conservés au cours de 

l'évolution et commun aux récepteurs de la famille de l'IL-1 (à l'exception du récepteur à l'IL-1 de 

type II) ainsi qu'aux TLR et à la sous-famille des molécules adaptatrices MyD88. Ce domaine TIR 

comprend 3 séquences conservées d'acides aminés, les boîtes 1, 2 et 3 (Slack et al., 2000) ainsi 

qu'une structure tertiaire conservée (Xu et al., 2000). Ce domaine est essentiel à la localisation 

membranaire du récepteur via des interactions avec le cytosquelette cellulaire, ainsi qu'à la 

transduction du signal induit par l'IL-33 via le domaine TIR du récepteur accessoire IL-1RAcP 

(Watters et al., 2007). La partie extracellulaire du récepteur ST2 est caractérisée par la présence de 3 

domaines immunoglobulines extracellulaires riches en leucine permettant la liaison spécifique à 

l'IL-33 (Schmitz et al., 2005; Chackerian et al., 2007).  

La forme soluble sST2 est produite grâce à un système de double promoteur (Bergers et al., 

1994; Thomassen et al., 1995; Iwahana et al., 1999). Contrairement à ST2L, sST2 est dépourvu des 

domaines transmembranaire et intracellulaire, et possède une séquence C-terminale spécifique de 9 

acides aminés (Gachter et al., 1996). Il s'agirait donc d'un récepteur leurre permettant de se lier à 

l'IL-33 libre et de l'empêcher ainsi de se lier à ST2L à la surface de ses cellules cibles. Les formes 

variantes ST2V et ST2LV sont produites par des mécanismes d'épissage alternatif. ST2V ne 

contient que deux domaines immunoglobulines extracellulaires et a une queue hydrophobique C-

terminale particulière (Tominaga et al., 1999), tandis que ST2LV est une forme sécrétée dont le 

domaine transmembranaire a été épissé (Iwahana et al., 2004). Ces différentes isoformes de ST2 ont 

des profils d'expression différents, selon les tissus, les types cellulaires et les espèces, ce qui 

permettrait une régulation fine de la signalisation de l'IL-33 (Kumar et al., 1997; Oshikawa et al., 

2002b; Oshikawa et al., 2002a). Par la suite, ST2 désignera la forme longue ST2L du récepteur dans 

ce manuscrit. 

 

2. Sources cellulaires 

 

Étant donné que l'IL-33 est principalement exprimée au niveau des cellules endothéliales et 

épithéliales, il n'est pas surprenant que ces cellules constituant la première ligne de défense contre 

les agressions puissent y répondre (Pastorelli et al., 2010; Yagami et al., 2010). L'IL-33 a été 

notamment décrite comme un activateur endothélial potentiel capable de promouvoir l'angiogenèse 

et la perméabilité vasculaire in vitro et in vivo, en favorisant la prolifération, la migration et la 

différenciation morphologique des cellules endothéliales, en induisant la production d'oxyde 

nitrique par la NOS endothéliale, ainsi qu'en réduisant les jonctions cellulaires liées aux cadhérines 
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(Choi et al., 2009). Une autre étude a décrit l'expression de ST2 par les cellules endothéliales et 

épithéliales pulmonaires, avec une surexpression observée en présence d'IL-4. Un traitement à l'IL-

33 induit la production d'IL-6, d’IL-8 et de MCP-1 par ces cellules en culture primaire, témoignant 

d'un rôle pro-inflammatoire de l'IL-33 dans les poumons (Yagami et al., 2010). Les fibroblastes 

expriment également ST2 comme en témoignent les premières descriptions de ce récepteur en 1989 

(Tominaga, 1989). Les fibroblastes murins sont donc capables de répondre à l'IL-33 par la 

production de facteurs chimiotactiques et de cytokines pro-inflammatoires (Funakoshi-Tago et al., 

2008). 

S'il est exprimé au niveau des fibroblastes et des cellules endothéliales et épithéliales, le 

récepteur ST2 est principalement exprimé au niveau des cellules immunitaires participant à 

l'immunité innée et/ou adaptative (Mirchandani et al., 2012). 

Les basophiles et mastocytes sont tous capables de répondre à l'IL-33, ce qui induit une 

production accrue de cytokines et chimiokines (Moulin et al., 2007; Pecaric-Petkovic et al., 2009; 

Schneider et al., 2009). Cependant, l'IL-33 seule est insuffisante pour induire la dégranulation 

mastocytaire, mais elle induit la production d'IL-6, de TNF-Į et de MCP-1 (Moulin et al., 2007) et 

agit en synergie avec les IgE pour induire une production cytokinique accrue (Silver et al., 2010; 

Andrade et al., 2011). Par ailleurs, l'IL-33 induit une profonde éosinophilie in vivo (Schmitz et al., 

2005) via la stimulation de hauts niveaux d'IL-5 par différents types cellulaires. Cependant, l'IL-33 

agit aussi directement sur les éosinophiles qui expriment de bas niveaux de ST2, mais en induisent 

fortement l'expression au niveau des voies aériennes en cas d'asthme. L'IL-33 induit alors la 

différenciation des éosinophiles à partir des cellules CD117+ de la moelle osseuse de façon 

dépendante de l'IL-5, et stimule la production de cytokines et l'activation alternative des 

macrophages induite par les éosinophiles de façon dépendante de l'IL-13 (Pecaric-Petkovic et al., 

2009; Chow et al., 2010; Stolarski et al., 2010). Selon les études, l'IL-33 peut avoir des effets 

opposés sur le recrutement des neutrophiles en fonction des chimiokines qu'elle induit ou réprime 

(Le et al., 2012; Liew, 2012; Sakai et al., 2012). Elle peut en outre directement favoriser le 

recrutement des neutrophiles en limitant la répression du récepteur CXCR2 induite par l'activation 

du TCR, ce qui atténue in fine le choc septique chez la souris (Alves-Filho et al., 2010). 

Les macrophages expriment également ST2. L'IL-33 est notamment capable d’accroître la 

polarisation des macrophages vers un phénotype activé alternatif, ce qui contribue à l'inflammation 

allergique des voies aériennes (Kurowska-Stolarska et al., 2009; Hazlett et al., 2010). Une pré-

incubation courte avec l'IL-33 accroît également la production de cytokines induites par le LPS 

(Espinassous et al., 2009). Une autre étude confirme la capacité des macrophages à répondre à l’IL-

33, pour promouvoir leur activation alternative ou classique (Joshi et al., 2010). De la même 

manière, les cellules dendritiques sont activées par l'IL-33 via le récepteur ST2 qu'elles expriment 
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(Rank et al., 2009), ce qui induit l'expression du CMH de classe II et de molécules de co-

stimulation incluant CD80, CD86 et OX40L, ainsi que la production de cytokines pro-

inflammatoires (Rank et al., 2009; Besnard et al., 2011). L'exposition des cellules dendritiques à 

l'IL-33 conduit à l'induction d'une réponse Th2 avec production d'IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 par les 

lymphocytes en co-culture (Rank et al., 2009). 

Parmi les lymphocytes précocement recrutés au niveau des sites inflammatoires, les lymphocytes 

NK et NKT répondent directement à l'IL-33 par une réponse immunitaire accrue. Néanmoins, si 

l'IL-33 est classiquement associée à une polarisation immunitaire préférentiellement Th2 dans de 

nombreuses études, les résultats obtenus sur les NK et NKT indiquent qu'elle peut accroître à la fois 

les réponses Th1 et Th2 en fonction de l'environnement cytokinique. Ainsi, en présence d'IL-12, 

l'IL-33 induirait l'expression d'IFN-Ȗ, tandis qu'elle induirait plus volontiers l'induction de cytokines 

Th2 en présence d'IL-4 (Smithgall et al., 2008; Bourgeois et al., 2009). L'expression de ST2 a été 

démontrée également au niveau des cellules B1 présentant un BCR restreint et produisant des IgM 

au cours de la réponse immune innée. Ces cellules répondent fortement à un traitement à l'IL-33 in 

vivo par une production accrue de cytokines et d'IgM (Komai-Koma et al., 2011). Enfin, ST2 est 

également exprimé au niveau d'une population de cellules récemment caractérisée, les cellules 

lymphoïdes effectrices innées de type 2 ou nuocytes. Ces cellules issues de la lignée lymphoïde 

prolifèrent en réponse à l'IL-33 et l'IL-25 rapidement sécrétées et représentent une source précoce 

prédominante d'IL-13 dans les poumons et les intestins indépendamment de la réponse immune 

adaptative (Neill et al., 2010; Mjosberg et al., 2011; Kim et al., 2012a). Lors d'une infection 

intestinale par Nippostrongylus brasiliensis, les nuocytes prolifèrent en réponse à l'IL-33 et à l'IL-

25, et constituent la source principale d'IL-13 propice à l'expulsion des vers (Neill et al., 2010). Au 

niveau des poumons, ces cellules lymphoïdes innées caractérisées par l'expression de ST2 

participent au maintien de l'intégrité épithéliale après infection par le virus Influenza (Monticelli et 

al., 2011). En contrepartie, ces cellules pourraient être impliquées dans les mécanismes d'hyper-

réactivité des voies aériennes, en réponse à l'IL-33 produite par les macrophages alvéolaires de 

façon NKT-dépendante (Kim et al., 2012a). 

L'IL-33 régule également directement le système immunitaire adaptatif, indépendamment de son 

action sur les cellules présentatrices d'antigènes, granulocytes et NKT. A ce niveau, l'IL-33 est 

surtout décrite comme un régulateur fonctionnel de la différenciation des lymphocytes T auxiliaires 

qu'elle est capable de polariser vers un phénotype Th2 caractérisé par la production d'IL-5, d'IL-13 

avec ou sans production d'IL-4 (Schmitz et al., 2005; Kurowska-Stolarska et al., 2008; Miller et al., 

2008; Xu et al., 2008). L'IL-33 est aussi décrite comme un puissant agent chimiotactique sélectif 

pour les lymphocytes Th2 in vitro et in vivo permettant leur recrutement au niveau des sites 

inflammatoires (Komai-Koma et al., 2007). Par ailleurs, l'IL-33 agit en association avec le TGF-ȕ 
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pour accroitre la production d'IL-9 au niveau des lymphocytes T CD4+ (Uyttenhove et al., 2010; 

Blom et al., 2011). Enfin, une étude a démontré que l'IL-33 est capable d'induire la production 

cytokinique au niveau des cellules Th2, mais aussi au niveau des cellules Th1 et Th17, optimisant 

ainsi leur potentiel inflammatoire (Guo et al., 2009; Blom et Poulsen, 2012). L'IL-33 agit sur les 

cellules T auxiliaires mais aussi sur les cellules T cytotoxiques. En effet, il a été démontré que les 

lymphocytes T CD8+ surexpriment ST2 en réponse à l'IL-12 et à la stimulation du TCR (Yang et al., 

2011), et dans un modèle viral de chorioméningite lymphocytique, la sécrétion d'IL-33 par des 

cellules non hématopoïétiques induit une surexpression de ST2 et accroît les fonctions antivirales 

des lymphocytes cytotoxiques (Bonilla et al., 2012). 

 

3. Signalisation de l’IL-33 via ST2 

 

L'IL-33 partage de nombreuses caractéristiques de la superfamille de l'IL-1, incluant une voie de 

signalisation partagée (Figure 22). La fonction cytokinique classique de l'IL-33 requiert l'expression 

simultanée du récepteur spécifique ST2 et du récepteur accessoire de l'IL-1, IL-1RAcP. En effet, 

l'interaction d'IL-33 avec son récepteur spécifique ST2 permet la formation d'un complexe récepteur 

hétérodimérique membranaire ST2/IL-1RAcP (Ali et al., 2007; Chackerian et al., 2007; Palmer et 

al., 2008). L'association des domaines TIR des deux récepteurs permet un changement 

conformationnel des domaines cytoplasmiques autorisant une interaction avec la molécule 

adaptatrice MyD88 (Schmitz et al., 2005; Chackerian et al., 2007; Kroeger et al., 2009). Cette 

dernière possède un domaine d'interaction protéine-protéine appelé « domaine de mort » permettant 

le recrutement séquentiel des sérine/thréonine kinases associées au récepteur de l'IL-1 IRAK4 et 

IRAK1, et de l'ubiquitine ligase TRAF6 (Funakoshi-Tago et al., 2008). La formation de ce 

complexe induit la phosphorylation de diverses molécules de signalisation, telles que ERK1/2, p38 

et l'inhibiteur IțB ainsi adressé vers le protéasome, ce qui démasque le signal de localisation 

nucléaire de NF-kB et permet son adressage au noyau. Cette voie de signalisation aboutit à la 

régulation transcriptionelle de nombreux gènes (Schmitz et al., 2005; Chackerian et al., 2007). En 

outre, la signalisation de ST2 pourrait réprimer la signalisation induite par les TLR (TLR2, TLR4, 

TLR9) ainsi que par le récepteur de l'IL-1 par une liaison compétitive avec MyD88, et pourrait 

jouer un rôle régulateur important prévenant les réactions inflammatoires exacerbées en réponses 

aux infections (Brint et al., 2004; Liew et al., 2005). Enfin, il est à noter qu'il existe des variations 

de la cascade de signalisation selon le type cellulaire, avec par exemple un rôle du récepteur à 

tyrosine kinase c-kit essentiel à la signalisation dans les mastocytes (Drube et al., 2010), mais une 

phosphorylation non nécessaire de TRAF6 au niveau des basophiles (Kroeger et al., 2009) alors 

qu'il s'agit d'une étape essentielle dans les fibroblastes (Funakoshi-Tago et al., 2008) et les cellules 
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endothéliales (Choi et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Signalisation de l’IL-33 via ST2. La liaison d’IL-33 à ST2 induit le recrutement d’IL-1RAcP et 
l’activation de la voie de signalisation intracellulaire incluant MyD88 et l’activation de NF-kB, p38 et JNK 
dépendante de TRAF6, ainsi que l’activation d’ERK dépendante de Myd88. JAK2 est également démontré 
impliqué dans l’activation de NF-kB. Le croisement de l’axe IL-33/ST2 avec la signalisation de c-kit pourrait 
augmentant l’activation l’activation d’ERK, JNK, PKB et STAT3 dans les mastocytes. Dans les monocytes, l’IL-
33 active Syk, GAB2 et PLC-g2, suggérant un croisement possible avec les récepteurs portant des ITAM. 
D’après Palmer et Gabay, 2011. 
 

 

4. Modulation de la signalisation 

 

Le récepteur leurre sST2 est détecté au niveau des fluides biologiques au cours de différentes 

maladies telles que les chocs septiques et traumatismes (Brunner et al., 2004), la fibrose pulmonaire 

idiopathique (Tajima et al., 2003), l'inflammation allergique des voies respiratoires et l'asthme 

(Oshikawa et al., 2001), la polyarthrite rhumatoïde et le lupus érythémateux systémique (Kuroiwa 
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et al., 2001), l'insuffisance cardiaque chronique (Weinberg et al., 2003) et l'infarctus du myocarde 

(Shimpo et al., 2004). Dans la mesure où l’IL-33 joue un rôle cardio-protecteur, différents auteurs 

proposent le récepteur leurre sST2 comme un biomarqueur pour les maladies cardio-vasculaires 

(Weinberg et al., 2003; Sanada et al., 2007; Kakkar et Lee, 2008). 

A l'instar de ST2, le récepteur accessoire de l'IL-1 dispose d'un récepteur soluble, sIL-1RAcP, 

produit d'un épissage d'alternatif détecté au niveau des fluides biologiques. sIL-1RAcP a été décrit 

comme capable de multiplier 4 fois l'affinité d'IL-33 pour sST2 consolidant ainsi l'inhibition de l'IL-

33 induite par sST2 (Palmer et al., 2008). 

SIGIRR (Single Ig IL-1R related molecule) est un récepteur membranaire de la famille des TIR 

caractérisé par un simple domaine immunoglobuline extracellulaire. Il a été décrit comme un 

régulateur négatif des TLR et de l'IL-1R s'opposant au recrutement de MyD88 au niveau des 

complexes de récepteurs (Wald et al., 2003), et plus récemment comme un régulateur négatif de 

l'axe IL-33/ST2 in vitro et in vivo (Bulek et al., 2009) (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Régulation de la signalisation de l’IL-33 via sST2, sIL-1RAcP et SIGIRR. D’après Palmer et 
Gabay, 2011. 
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IV.  IL-33 et maladies infectieuses 

 

Du fait de ses fonctions d'alarmine pro-inflammatoire d'une part et de cytokine 

préférentiellement Th2 d'autre part, l'IL-33 joue des rôles divers au cours des maladies humaines. 

Comme nous avons pu l’observer ci-dessus, l’IL-33 est notamment délétère dans le cas des 

maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde (Xu et al., 2008; Palmer et al., 2009), 

les maladies inflammatoires de l'intestin (Beltran et al., 2010) et les maladies allergiques 

(Kurowska-Stolarska et al., 2008; Kim et al., 2012b). A l'inverse, elle joue un rôle protecteur pour 

les maladies cardiaques (Sanada et al., 2007) et métaboliques (Miller et al., 2010), ainsi que pour de 

nombreuses maladies associées à une réponse Th1 exacerbée comme l'athérosclérose (Miller et al., 

2008). L'IL-33 joue également différents rôles dans un grand nombre de maladies infectieuses. 

 

1. Virus 

 

Sachant que le contrôle des infections virales repose sur la mise en place d'une réponse immune 

de type Th1, l'IL-33 décrite comme une cytokine Th2 joue un rôle délétère dans diverses maladies 

virales (Tableau 4). 

En effet, ST2 est exprimé par une sous-population de lymphocytes T CD4+ lors d'une maladie 

pulmonaire éosinophilique Th2-dépendante induite par les protéines d'attachement du virus syncitial 

respiratoire chez la souris. Un traitement avec un anticorps monoclonal bloquant l'activité de ST2 

réduit l'inflammation et la sévérité de la pathologie et pourrait offrir des perspectives thérapeutiques 

contre les maladies pulmonaires virales à polarisation Th2 (Walzl et al., 2001). 

Lors d'une infection par le virus de la grippe, l'IL-33 est fortement induite dans les poumons, au 

niveau des cellules endothéliales et des cellules épithéliales alvéolaires chez la souris. Cette 

induction d'IL-33 est corrélée à celle des cytokines pro-inflammatoires (TNF-Į, IFN-Ȗ, IL-1ȕ et IL-

6) et associée à une augmentation de l'expression d'IFN-ȕ. In vitro, l'infection de cellules 

épithéliales humaines MLE-15 avec différentes souches de virus Influenza induit la surexpression 

d'IL-33, suggérant un rôle de l'IL-33 dans la réponse immune pulmonaire déclenchée par le virus 

chez l'Homme (Le Goffic et al., 2011). Outre les cellules endothéliales et épithéliales, les 

macrophages alvéolaires peuvent exprimer l'IL-33 en réponse à une infection par le virus Influenza. 

Ceci induit la production critique d'IL-13 par les cellules lymphoïdes auxiliaires innées non-T non-

B ST2+ résidentes chez la souris, contribuant ainsi à l'hyper-réactivité des voies aériennes. Ce 

mécanisme pourrait partiellement expliquer les formes grippales asthmatiques sévères chez 

l'Homme (Chang et al., 2011). Une autre étude confirme l'existence de ces cellules résidentes 

nouvellement décrites dans les poumons, chez la souris et chez l'Homme. Cependant, la suppression 
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de ces cellules diminue la fonction pulmonaire et le remodelage des voies aériennes chez la souris, 

de même qu'un traitement avec un anticorps monoclonal bloquant l'IL-33. Ce résultat suggère un 

rôle critique IL-33-dépendant des cellules lymphoïdes innées dans la réparation de l'épithélium 

pulmonaire après infection par le virus Influenza, par un mécanisme impliquant la production 

d'amphiréguline et l'activation de la voie du récepteur de l'EGF. L'IL-33 serait donc protectrice dans 

ce cas, suggérant des fonctions différentielles selon le modèle d'infection employé et la pathologie 

induite. Un ciblage thérapeutique de l'IL-33 et des cellules lymphoïdes innées contre la grippe et 

autres infections des voies aériennes est donc à considérer avec circonspection (Monticelli et al., 

2011; Monticelli et al., 2012). Toutefois, l'IL-33 pourrait être employée dans le cadre de 

développements vaccinaux. En effet, des souris ont été immunisées avec un vaccin muqueux 

constitué d'une hémagglutinine recombinante du virus Influenza et d'IL-33 adjuvante et administré 

par voie intra-nasale. Ces souris présentaient un taux significativement accru d'IgG spécifiques dans 

le plasma et d'IgA dans les sécrétions muqueuses, ainsi que de plus hauts niveaux de cytokines Th1 

et Th2, aboutissant à une protection significative contre une infection létale par le virus Influenza, 

en comparaison avec les souris vaccinées avec le seul antigène. L'efficacité de cet effet adjuvant de 

l'IL-33 est significativement réduite chez des souris déficientes en mastocytes, témoignant du rôle 

important de cette population cellulaire dans l'induction d'une immunité muqueuse spécifique 

(Kayamuro et al., 2010). 

Dans le cas d’une infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire, l’IL-33 libérée par 

les cellules nécrotiques est nécessaire à l’activation, à l’expansion clonale des lymphocytes T CD8+ 

ST2+, ainsi qu’aux réponses cytotoxiques induites par les ARN et ADN viraux chez la souris. En 

outre, l’injection d’IL-33 recombinante augmente la réponse des lymphocytes T cytotoxiques 

induite par un adénovirus non-réplicatif vaccinal, témoignant de son rôle protecteur dans ce modèle 

(Bonilla et al., 2012). 

D'autres études plus cliniques ont été parallèlement engagées afin de déterminer les niveaux 

circulants d'IL-33 et sST2 dans le cadre de maladies virales. Il a notamment été démontré que les 

patients infectés par le virus de la dengue ont des taux sériques de sST2 élevés, en particulier dans 

le cas d'infections secondaires, en comparaison avec des patients atteints d'autres maladies fébriles 

Ce niveau élevé de sST2 est négativement corrélé avec la numération leuco-plaquettaire et 

positivement corrélé avec la rapidité d'hémostase et l'activité des transaminases. Il diminue 

significativement avec la défervescence et pourrait donc constituer un marqueur potentiel de 

l'infection par le virus de la dengue, associé à la sévérité de la maladie (Becerra et al., 2008). Plus 

récemment, une étude similaire s'est intéressée à sST2 et à l'IL-33 au niveau des cas pédiatriques de 

dengue incluant des cas sévères de myocardites. Si l'IL-33 n'est pas modifiée chez les patients, des 

niveaux de sST2 importants ont été observés comme précédemment chez les patients comparés aux 
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sujets sains. Ils sont corrélés avec la sévérité de la maladie, avec la créatine-kinase MB, marqueur 

des dommages du muscle cardiaque, et avec des cytokines pro-inflammatoires circulantes telles que 

l'IL-6 et l'IL-8. A l'inverse, ces niveaux de sST2 sont inversement corrélés avec la numération 

plaquettaire. Ces résultats suggèrent de nouveau que sST2 pourrait être un marqueur prédictif de la 

sévérité de la dengue qui pourrait être employé en complément des algorithmes actuellement 

utilisés par les cliniciens (Guerrero et al., 2013). Des études complémentaires sont toutefois 

requises pour confirmer ces résultats sur des cohortes plus importantes, mais également pour 

déterminer les sources de sST2 et son rôle possible dans l'évolution de la dengue. 

Des hauts niveaux de sST2 ont été détectés dans le sérum de patients infectés par le VIH 

comparés à des patients atteints de dermatite atopique et des sujets sains. A l'inverse, les niveaux 

d'IL-33 étaient plus bas chez les patients VIH que chez les contrôles, avec une tendance à la 

décroissance avec la sévérité de la maladie. Ainsi, une décroissance des cellules TCD4+ du fait de 

l'infection virale, de hauts niveaux de sST2 et de bas niveaux d'IL-33 pourraient contribuer à de 

hauts risques d'infections opportunistes, mais aussi à un risque accru d'athérosclérose chez les 

patients infectés par le VIH (Currier et al., 2008; Miller et al., 2008; Miyagaki et al., 2011). 

Enfin, une équipe s'est intéressée aux hépatites. Chez les patients atteints d'hépatite B chronique, 

le niveau d'IL-33 sérique est significativement plus élevé que chez les sujets sains, et il décroit en 

parallèle à l'augmentation des concentrations cytokiniques sériques, en réponse à un traitement de 

12 semaines par de l'adefovir dipivoxil (Wang et al., 2012a). Dans le cas de l'hépatite C, le niveau 

sérique d'IL-33, corrélé au niveau des transaminases, est significativement accru chez les patients 

avec hépatite chronique par rapport à des patients dont l'infection est spontanément résolue et à des 

sujets sains. Il décroit de la même manière après un traitement à l'interferon de 12 semaines (Wang 

et al., 2012b). L'IL-33 pourrait donc contribuer aux dommages hépatiques liés aux virus de 

l'hépatite B et de l'hépatite C. Ces résultats sont cohérents avec les travaux préalables de notre 

équipe indiquant une association entre la surexpression d'IL-33 et ST2 dans le foie d'une part et la 

fibrose hépatique d'autre part, l'étiologie de la fibrose incluant dans ce cas des hépatites B et C pour 

moitié (Marvie et al., 2010). 

L'axe IL-33/ST2 semble donc impliqué dans différentes maladies virales et pourrait jouer un rôle 

favorable ou délétère selon les cas. Néanmoins, ces études ont été réalisées sur des modèles murins 

ou sur de petits effectifs de patients, et nécessitent donc de plus amples investigations afin de 

confirmer les effets observés et d'en comprendre les mécanismes. 
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Tableau 4 : Place de l’axe IL-33/ST2 au cours des maladies virales. D’après les données de la littérature. 
 

Pathologies Espèces Résultats principaux Références 

Bronchiolite Souris Réduction de l’inflammation et de la sévérité de la maladie 
pulmonaire après blocage de ST2 

Walzl, 2001 

Grippe Souris  Induction d’IL-33 dans les cellules endothéliales pulmonaires et dans 
les cellules épithéliales alvéolaires corrélée à l’induction de cytokines 
pro-inflammatoires et associée à l’induction d’IFN-ȕ 

Le Goffic, 2010 

Homme  Surexpression d’IL-33 par les cellules épithéliales MLE-15 en 
réponse à différentes souches virales 

Le Goffic, 2010 

Souris  Production d’IL-13 par des cellules lymphoïdes auxiliaires ST2+ en 
réponse à l’IL-33 induite par les macrophages alvéolaires en réponse 
au virus  

Chang, 2011 

Souris  Répression de la fonction pulmonaire et du remodelage des voies 
aériennes en cas de suppression des cellules lymphoïdes innées ST2+ 
ou blocage d’IL-33 

Monticelli, 2011 

Souris  Efficacité accrue d’un vaccin constitué d’une hémagglutinine virale 
en présence d’IL-33 adjuvante associée à une production accrue 
d’IgG et d’IgA et de cytokines Th1 et Th2 

Kayamuro, 
2010 

Chorio-
méningite 
lymphocytaire 

Souris  IL-33 endogène libérée par les cellules nécrotiques favorisant 
l’activation, l’expansion clonale et la cytotoxicité des lymphocytes T 
CD8+ ST2+ 

Bonnilla, 2012 

Dengue Homme  Niveau de sST2 sérique élevé chez les patients, inversement corrélé à 
la numération leuco-plaquettaire et positivement corrélé à 
l’hémostase et aux transaminases 

Becerra, 2008 

Homme  Niveaux de sST2 sériques élevés (sans modification d’IL-33) dans les 
cas pédiatriques sévères, et corrélés à la sévérité de la maladie et à la 
production de cytokines pro-inflammatoires 

Guerrero, 2013 

SIDA Homme  Augmentation du niveau de sST2 et diminution du niveau d’IL-33 
dans le sérum des patients comparés à des sujets sains 

Miyagaki, 2011 

Hépatites 
virales 

Homme  Augmentation du niveau sérique d’IL-33 chez les patients infectés par 
le virus de l’hépatite B, et réduction de ce niveau après traitement 

Wang, 2012a 

Homme  Augmentation du niveau sérique d’IL-33 corrélé au niveau des 
transaminases chez les patients infectés par le virus de l’hépatite C, et 
réduction de ce niveau après traitement 

Wang, 2012b 

Homme  Surexpression d’IL-33 dans les cellules endothéliales, sinusoïdales et 
dans les cellules étoilées du foie associée à la fibrose hépatique 

Marvie, 2010 

 
 

2. Bactéries 

 

La signalisation d'IL-33 via ST2 est décrite comme un régulateur négatif de la voie des TLR 

(Brint et al., 2004; Liew et al., 2005), et a de fait été associée à différentes pathologies impliquant 

une reconnaissance de motifs bactériens par ces récepteurs (Tableau 5). 

En effet, du fait des voies de signalisation similaires des différents TLR, leur activation 

concomitante par un grand nombre de pathogènes aurait un effet synergique délétère dans le cas des 

chocs septiques induisant des lésions tissulaires importantes. Cependant, l'activation modérée des 
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TLR dans le cadre d'infections bactériennes diminuerait le seuil d'activation du système 

immunitaire, favorisant ainsi une meilleure tolérance aux endotoxines et une clairance bactérienne 

plus efficace contre les infections ultérieures (Sato et al., 2000). Un prétraitement avec des 

molécules agoniste des TLR favorise donc le contrôle d'infections ultérieures chez la souris dans un 

modèle de péritonite septique. Ce mécanisme protecteur est associé à une accumulation de 

neutrophiles effecteurs dans la cavité péritonéale ainsi qu'à une répression cytokinique en partie liée 

à un défaut d'activité de MyD88. ST2 a été décrit comme un répresseur de la voie du TLR2 et du 

TLR4 par la séquestration de la voie de MyD88 dans ce modèle. Il contribue ainsi à la tolérance au 

LPS, mais il ne semble pas indispensable à la tolérance induite par la lipoprotéine bactérienne (Brint 

et al., 2004; Feterowski et al., 2005; Liu et al., 2010). Des souris traitées avec de l'IL-33 présentent 

un influx de neutrophiles plus important que les souris non traitées, conduisant à une clairance 

bactérienne plus efficace. Comme l'activation des TLR réprime CXCR2, récepteur de l'IL-8 et 

CXCL2 essentiel au recrutement des neutrophiles, l'inhibition de la voie du TLR4 via ST2 prévient 

la répression du CXCR2 et favorise ainsi le chimiotactisme des neutrophiles humains et murins 

favorable au contrôle efficace de l'infection (Alves-Filho et al., 2010). L'axe IL-33/ST2 semble 

avoir des effets protecteurs contre le choc septique via d'autres mécanismes. L'IL-33 inhibe GRK2, 

une sérine thréonine kinase responsable de l'internalisation des récepteurs de chimiokines tel que 

CXCR2 au niveau des neutrophiles en réponse à l'activation du TLR4, ce qui favorise également le 

recrutement des neutrophiles (Alves-Filho et al., 2010). En outre, les souris déficientes en ST2 

présentent une susceptibilité accrue au choc septique s'expliquant par un défaut d'activité 

bactéricide, du fait d'une maturation inefficace des phagosomes et d'une répression sévère de NOX2 

limitant la production d'espèces réactives de l'oxygène (Buckley et al., 2011). Ces effets protecteurs 

de la signalisation de l'IL-33 via ST2 ont été confortés par des études cliniques. Le choc septique 

induit une concentration plasmatique accrue du récepteur leurre sST2, significativement corrélée à 

la sévérité de la maladie ainsi qu'à la mortalité des patients (Brunner et al., 2004; Hoogerwerf et al., 

2010). Dans une autre étude, les individus qui se sont rétablis présentaient un niveau de sST2 

significativement plus bas que ceux qui n'ont pas survécu au choc septique, confortant le rôle 

délétère de ce récepteur soluble et suggérant un emploi thérapeutique potentiel de l'IL-33 (Alves-

Filho et al., 2010). 

IL-33 et ST2 participent également à la résistance cornéenne contre Pseudomonas aeruginosa. 

Ils sont constitutivement exprimés dans la cornée normale chez des souris BALB/c résistantes et des 

souris C57BL/6 sensibles, mais leurs niveaux d'expression sont significativement plus élevés chez 

les souris BALB/c infectées que chez les souris C57BL/6 avant de diminuer à 5 jours post-infection 

(Huang et al., 2007; Hazlett et al., 2010). Un traitement inhibiteur par voie sub-conjonctive avec 

une protéine de fusion ST2-Fc chez des souris BALB/c conduit à un moindre contrôle de la charge 
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bactérienne, un infiltrat de neutrophiles accrus, des niveaux cornéens accrus de cytokines pro-

inflammatoires et Th1 et une répression des cytokines Th2 (Huang et al., 2007). L'injection d'IL-33 

recombinante chez des souris C57BL/6 traitées conduit à l'inverse à un meilleur contrôle de la 

charge bactérienne, un infiltrat de neutrophile réduit, des niveaux cornéens de cytokines pro-

inflammatoires et Th1 réduit, mais une surexpression de protéines Th2. Cette réponse Th2 ainsi 

promue résulte de la polarisation préférentiellement M2 des macrophages en réponse à l'IL-33 in 

vitro et in vivo, avec un phénotype caractérisé par l'expression d'arginase, d'IL-5 et d'IL-10 plutôt 

que celle de NOS2, d'IL-12 et d'IFN-Ȗ (Hazlett et al., 2010). 

 

Tableau 5 : Place de l’axe IL-33/ST2 au cours des maladies bactériennes. D’après les données de la 
littérature. 
 

Pathologies Espèces Résultats principaux Références 

Choc 
septique 

Souris Surexpression de ST2 en réponse à un prétraitement protecteur 
avec un agoniste du TLR2 dans un modèle de péritonite septique 

Feterowski, 
2005 

Souris Tolérance au LPS bactérien liée à la répression de la voie du 
TLR4 et de l’IL-1R par séquestration de Myd88 par ST2 

Brint, 2004 

Souris Répression de la voie du TLR2 par ST2 au niveau des 
macrophages non indispensable à la tolérance induite par la 
lipoprotéine bactérienne 

Liu, 2010 

Souris Répression de CXCR2 par les TLR contrecarrée par un traitement 
à l’IL-33 facilitant l’influx de neutrophiles et prévenant le choc 
toxique induit par une ligature et ponction caecale 

Alves-Filho, 
2010 

Souris Susceptibilité accrue au choc septique chez les souris ST2-/- par 
maturation inefficace des phagosomes et répression de NOX2 
limitant la production d’espèces réactives de l’oxygène 

Buckley, 2011 

Homme Concentration de sST2 plasmatique accrue dans le cas de chocs 
septiques, comparés à des sujets sains ou à des patients admis 
pour traumatismes ou chirurgies abdominales 

Brunner, 2004 

Homme Concentration élevée de sST2 significativement corrélée à la 
sévérité de la maladie ainsi qu'à la mortalité des patients après un 
choc septique 

Hoogerwerf, 
2010 

Kératite Souris Charge bactérienne cornéenne accrue en réponse au blocage de 
ST2, via la surexpression de cytokines pro-inflammatoires et Th1 
chez des souris infectées par Pseudomonas aeruginosa 

Huang, 2007 

Souris Charge bactérienne cornéenne réduite en réponse à un traitement 
par de l’IL-33r chez des souris infectées par P. aeruginosa, via 
une polarisation M2 macrophagique associée à une réponse Th2 

Hazlette, 2010 

Leptospirose Homme Niveaux de sST2 circulants corrélés à l'hémorragie et à la 
mortalité chez les patients présentant une leptospirose sévère 

Wagenaar, 2009 

Tuberculose Souris Pas de différence de charge bactérienne pulmonaire entre souris 
sauvages et ST2-/- malgré l’induction d’une polarisation Th1 
modeste chez les souris ST2-/- 

Wieland, 2009 
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De la même manière que les niveaux circulants de sST2 sont corrélé à la sévérité de la dengue 

notamment dans les cas d'hémorragies et myocardites sévères, ils sont également associés à 

l'hémorragie et à la mortalité chez les patients présentant une leptospirose sévère. Une étude in vitro 

de cellules mononuclées du sang périphérique infectés par des leptospires suggère que les 

leucocytes sanguins ne sécrètent pas de sST2 dans ce modèle, de sorte que sa présence dans le sang 

résulterait des dommages tissulaires dont souffrent les patients dans les cas de leptospirose sévère 

(Wagenaar et al., 2009). 

Ainsi, l'axe IL-33/ST2 semble jouer un rôle important en réprimant la réponse des TLR ainsi 

qu'en favorisant une immunité tolérogène Th2. Toutefois, dans le cas de tuberculose murine, le rôle 

de l'IL-33 dans la répression de la réponse Th1 serait limité puisque des souris ST2-/- présentent des 

charges bactériennes pulmonaires similaires à celle des souris sauvages (Wieland et al., 2009). 

 

3. Champignons 

 

De par son action modulatrice de la voie des TLR, l'IL-33 joue également un rôle au cours des 

infections fongiques (Tableau 6). En effet, un pré-traitement à l'IL-33 avant infection par Candida 

albicans par voie intra-péritonéale chez la souris favorise la clairance fongique et diminue la 

mortalité associée à la péritonite fongique. Ceci s'explique par une sécrétion accrue de CXCL1 et 

CXCL2 par les macrophages péritonéaux et la réversion parallèle de la répression de CXCR2 

induite par les TLR au niveau des polynucléaires neutrophiles, aboutissant à un infiltrat 

neutrophilique rapide et massif similaire à celui observé dans le cas de péritonites bactériennes 

(Feterowski et al., 2005; Alves-Filho et al., 2010; Le et al., 2012). Par ailleurs, le traitement par 

l'IL-33 active les voies de signalisation des TLR et de la Dectine-1, conduisant à la surexpression du 

récepteur du complément CR3 et à une production accrue de ROS, favorisant ainsi la phagocytose 

et la destruction des levures opsinisées (Le et al., 2012).  

De par sa fonction de cytokine pro-Th2, l'IL-33 joue également un rôle délétère au cours des 

mycoses broncho-pulmonaires allergiques. Dans un modèle murin d'infection intra-nasale par 

Cryptococcus neoformans, la surexpression de ST2 est corrélée à l'activation de la réponse Th2. En 

effet, les lymphocytes T auxiliaires ST2+ co-expriment significativement plus d'IL-4, d’IL-5 et d’IL-

13 que les cellules T auxiliaires ST2-, et sont associés à un contrôle inefficace de l'infection 

fongique (Piehler et al., 2013) 

L'IL-33 est classiquement décrite comme un facteur pro-Th2 prédisposant à l'asthme (Borish et 

Steinke, 2011). Dans le cas d'asthme fongique, il a été démontré que l'exposition des voies aériennes 

à Alternaria alternata augmente les niveaux d'IL-33 dans les lavages broncho-alvéolaires chez la 

souris. Ceci induit la production d'IL-5 et d'IL-13, ainsi que le recrutement d'éosinophiles via la 
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prolifération et l'activation nécessaires et suffisantes de cellules lymphoïdes naturelles auxiliaires 

résidentes exprimant les facteurs de transcription STAT-6, GATA-3 et ETS-1 (Bartemes et al., 2012; 

Doherty et al., 2012). Comme observé au cours de la grippe, ces cellules auxiliaires innées 

induisent l'expression de l'amphiréguline en réponse à l'infection par Alternaria et activent ainsi la 

voie du récepteur de l'EGF dans l'épithélium bronchique participant à la pathogenèse de l'asthme 

(Doherty et al., 2012). Ces cellules également observées dans les lavages broncho-alvéolaires de 

patients pourrait être un nouveau mécanisme favorisant l'immunité Th2 et l'induction de maladies 

allergiques telles que l'asthme fongique (Doherty et al., 2012). Le ciblage de la voie IL-33/ST2 

pourrait donc offrir des perspectives thérapeutiques dans ce cas. Une étude a ainsi récemment 

démontré que le blocage de ST2 avec un anticorps monoclonal spécifique potentialise les effets du 

traitement par le oligodeoxynucleotides CpG induisant un décalage protecteur d'une réponse Th2 

vers une réponse Th1 par stimulation du TLR9, dans un modèle de souris C57BL/6 sensibilisées 

avec Aspergillus fumigatus puis infectées par des conidies aspergillaires par instillation intra-

trachéale (Ramaprakash et al., 2011). 

 
 

Tableau 6 : Place de l’axe IL-33/ST2 au cours des maladies fongiques. D’après les données de la littérature. 
 
 

Pathologies Espèces Résultats principaux Références 

Péritonite 
fongique 

Souris Clairance de Candida albicans et survie des souris améliorées après 
pré-traitement par de l'IL-33 induisant un infiltrat accru de neutrophiles 
et une phagocytose et lyse des levures améliorées 

Le, 2012 

Mycoses 
broncho-
pulmonaires  

Souris Expression de cytokines Th2 par les lymphocytes T auxiliaires ST2+ 
associée à un contrôle inefficace de l'infection à Cryptococcus 
neoformans 

Piehler, 2013 

Asthme 
fongique 

Souris Sécrétion d’IL-33 en réponse à Alternaria alternata, induisant la 
production d’IL-5 et d’IL-13 au niveau de cellules lymphoïdes innées 
conduisant à une éosinophilie importante 

Bertemes, 2012 

Souris Prolifération des cellules auxiliaires naturelles et production 
d’amphiréguline dépendantes de STAT-6,  activation de la voie du 
récepteur de l’EGF et induction d’une réponse Th2 dans l’épithélium 
bronchique en réponse à A. alternata 

Doherty, 2012 

Souris Potentialisation des effets d’un traitement par le CpG par le blocage de 
ST2 après sensibilisation avec Aspergillus fumigatus et infection avec 
des conidies aspergillaires  

Ramaprakash, 
2011 
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4. Helminthes 

 

La réponse immunitaire permettant le contrôle de l'infection par des helminthes parasites 

requière la mise en place d'une réponse polarisée de type Th2 impliquant l'IL-33 (Tableau 7). 

Dans un modèle murin de granulomes pulmonaires induit par les œufs de Schistosoma mansoni, 

la déficience en ST2 réprime la production de l'IL-4 et de l'IL-5, ainsi que la formation de 

granulomes efficaces caractérisée par l'infiltration de polynucléaires éosinophiles (Townsend et al., 

2000). Ces données suggèrent un rôle pour l'IL-33 dans la mise en place d'une immunité Th2 

propice au contrôle de l’infection. Ce résultat est conforté par des dosages sériques chez des patients 

atteints de bilharziose sino-japonaise aiguë, révélant un niveau d'IL-33 plus élevé que chez des 

sujets sains et corrélé au nombre d'éosinophiles ainsi qu'à la durée de la maladie (Chen et al., 

2012b). 

Suite à une invasion par Nippostrongylus brasiliensis, l'IL-33 est surexprimée chez la souris par 

l’épithélium pulmonaire, les macrophages alvéolaires et les cellules dendritiques inflammatoires, de 

façon dépendante du trefoil factor 2 (Wills-Karp et al., 2012). Cela induit la sécrètion d'IL-13 par 

les nuocytes, induisant ainsi une hyper-réactivité des voies aériennes. L’IL-33 joue donc un rôle 

délétère favorisant directement la mise en place d'une réponse allergique dans ce modèle (Barlow et 

al., 2012). Tout comme N. brasiliensis, Strongyloides venezuelensis (ou l'administration intra-nasale 

de chitine mimant l'invasion parasitaire) augmente le niveau d'IL-33 au niveau des cellules 

épithéliales alvéolaires. L'IL-33 induit alors l'accumulation dans les poumons de cellules naturelles 

auxiliaires et la production d'IL-5 et d'IL-13, aboutissant à une éosinophilie susceptible de participer 

aux défenses anti-parasitaires (Yasuda et al., 2012). 

Au niveau du foie, de la rate, la moelle osseuse et les ganglions lymphatiques mésentériques, des 

cellules lymphoïdes innées Th2 prolifèrent en réponse à l'IL-25 et l'IL-33, dés l'invasion par N. 

brasiliensis in vivo. Elles constituent la source majoritaire d'IL-13, qui induit alors l'expression de la 

resistin-like beta (RELMȕ) et le recrutement des éosinophiles participant à l'élimination des vers 

(Neill et al., 2010; Price et al., 2010; Hung et al., 2013). Le défaut d'IL-13 et la persistance des vers 

chez des souris déficientes en IL-33 confirme son rôle pivot dans l'induction d'une immunité 

protectrice dépendante des cellules lymphoïdes naturelles (Hung et al., 2013). Des cellules 

lymphoïdes innées ST2+ similaires ont très récemment été décrites dans un nouveau type de tissu 

lymphoïde secondaire associé au tissu adipeux dans la cavité péritonéale, les Fat-Associated 

Lymphoid Clusters, ou FALC. En réponse à l'invasion par N. brasiliensis, elles produisent de hauts 

niveaux d'IL-5, d’IL-6 et d'IL-13, qui favorisent l'auto-renouvellement des lymphocytes B1, 

augmentent la production d'IgA et favorisent l'hyperplasie des cellules caliciformes propice à 

l'expulsion des vers intestinaux (Moro et al., 2010). Au cours d'une invasion par Heligmosomoides 
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polygyrus bakeri ou Trichuris muris, les mastocytes ont été décrits comme des régulateurs de 

l'expression de l'IL-25 et de l'IL-33. Ces cellules pourraient donc jouer un rôle critique pour la mise 

en place d'une immunité muqueuse spécifique dépendante de l'IL-33, comme décrit dans le cas de la 

grippe (Kayamuro et al., 2010; Hepworth et al., 2012). L'IL-33 est aussi rapidement exprimée au 

niveau des intestins envahis par Trichuris muris et prévient une polarisation Th1 spécifique au profit 

d'une réponse Th2 partiellement dépendante des cellules T et caractérisée par la production d'IL-4, 

IL-9 et IL-13 chez la souris. L'IL-33 joue donc un rôle majeur dans l'initiation d'une immunité 

intestinale anti-parasitaire, comme en témoigne la capacité d'un traitement à l'IL-33 à favoriser 

l'expulsion de T. muris chez des souris sensibles (Humphreys et al., 2008). De la même manière, 

l'IL-33 est constitutivement exprimée dans le cytoplasme des cellules épithéliales intestinales et 

participe à la mise en place d'une immunité Th2 dépendante des mastocytes via l'activation de la 

voie ST2/Myd88 en réponse à une invasion par Trichinella spiralis. Par ailleurs, suite à l'invasion 

des cellules épithéliales, l'IL-33 se concentre au niveau du noyau des cellules épithéliales 

intestinales voisines non envahies, par un mécanisme inné indépendant de ST2 et MyD88, 

suggérant un rôle nucléaire de séquestration moléculaire ou de régulation de l'expression génique de 

l'IL-33 à ce niveau (Scalfone et al., 2013). 

Au niveau des muscles squelettiques où T. spiralis achève son cycle, la charge parasitaire accrue 

chez les souris ST2-/- suggère que l'IL-33 pourrait réprimer l'invasion extra-intestinale, notamment 

par la promotion d'une réponse immune Th2 au niveau des ganglions drainant les muscles (Scalfone 

et al., 2013). 

Enfin, IL-33 et ST2 sont surexprimés au niveau du cerveau durant une invasion par 

Angiostrongylus cantonensis chez la souris. Dans ce modèle, les splénocytes et les cellules 

cérébrales mononucléées répondent à l'IL-33 par la production d'IL-5 et d'IL-13 susceptibles de 

contribuer à la méningite éosinophilique induite par A. cantonensis (Peng et al., 2013). 

L'axe IL-33/ST2 semble donc induit dans un grand nombre de tissus où il orchestre la mise en 

place et le maintien d'une immunité de type Th2 facilitant l'expulsion bénéfique des helminthes ou 

contribuant à l'inverse au développement d'une immunité exacerbée inappropriée. 
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Tableau 7 : Place de l’axe IL-33/ST2 au cours des maladies dues aux helminthes. D’après les données de la 
littérature. 

 
 

Pathogènes Espèce Résultats principaux Références 

Schistosoma Souris Répression de la production d’IL-4 et d’IL-5 et de la formation des 
granulomes pulmonaires chez des souris ST2-/- exposées à des œufs 
de S. mansoni 

Townsend, 
2000 

Homme Niveau d’IL-33 sérique élevé et corrélé au nombre d'éosinophiles et à 
la durée de la maladie chez des patients atteints de bilharziose sino-
japonaise aiguë 

Chen, 2012b 

Nippostrongylus 
brasiliensis 

Souris IL-33 surexprimée de façon dépendante du trefoil factor 2 dans les 
poumons en présence de N. brasiliensis 

Wills-Karp, 
2012 

Souris Induction de la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 dépendante de 
l’IL-33 au niveau des nuocytes en réponse à N. brasiliensis 

Neill, 2010 

Barlow, 2012 

Souris Défaut de production d’IL-13 par les cellules lymphoïdes innées de 
type 2 chez les souris IL-33-/- limitant ainsi l’élimination de N. 
brasiliensis, sans affecter les réponses dépendantes de l’IL-4 

Hung, 2013 

Souris Cellules lymphoïdes innées ST2+ présentes dans les Fat-Associated 
Lymphoid Clusters de la cavité péritonéale, et participant à  
l'expulsion de N. brasiliensis par la production d’IL-5, d’IL-6 et de 
l’IL-13.  

Moro, 2010 

Strongyloides 
venezuelensis 

Souris Induction de la production d’IL-5 et d’IL-13 par les cellules naturelles 
auxiliaires en réponse à l’IL-33 produite par les cellules épithéliales 
alvéolaires après invasion par S. venezuelensis, aboutissant à  une 
éosinophilie 

Yasuda, 2012 

Angiostrongylus 
cantonensis 

Souris Surexpression d’IL-33 et de ST2 dans le cerveau en réponse à A. 
cantonensis, et production d’IL-5 et d’IL-13 par les splénocytes et 
cellules cérébrales mononuclées en réponse à l’IL-33 

Peng, 2013 

Trichuris muris Souris Régulation de l’expression d’IL-25 et d’IL-33 par les mastocytes au 
cours d'une invasion par H. polygyrus bakeri ou Trichuris muris 

Hepworth, 
2012 

Souris Expression d’IL-33 au niveau des intestins envahis par T. muris et 
induction en conséquence de la production d'IL-4, d’IL-9 et d’IL-13 
chez la souris 

Humphreys, 
2008 

Trichinella 
spiralis 

Souris IL-33 présente dans le cytoplasme des cellules épithéliales 
intestinales après invasion par T. spiralis et induisant via ST2 une 
réponse Th2 dépendante des mastocytes, mais concentration de l’IL-
33 dans le noyau des cellules non envahies indépendamment de ST2 

Scalfone, 2013 
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5. Protozoaires 

 

Peu d'études concernent le rôle de l'axe IL-33/ST2 au cours de maladies dues à des protozoaires 

parasites. Elles concernent le paludisme, la toxoplasmose et la leishmaniose cutanée (Tableau 8). 

Au cours du paludisme, les niveaux d'IL-33 sont significativement plus élevés dans le plasma 

d'enfants atteints de paludisme sévère ou sans complication, comparés à des enfants non infectés par 

Plasmodium falciparum. Ils corrèlent positivement avec la charge parasitaire et diminuent fortement 

avec la clairance parasitaire. La séquestration des érythrocytes infectés ou la libération des 

mérozoïtes pourrait donc amplifier la production d'IL-33 au niveau des cellules endothéliales, 

contribuant ainsi potentiellement à la pathogenèse du paludisme (Ayimba et al., 2011). 

La toxoplasmose est également une protozoose avec une régulation fine des équilibres 

cytokiniques et chimiokiniques, impliquant une balance délicate entre une réponse Th1 nécessaire 

au contrôle de la prolifération parasitaire et une réponse Th2 régulatrice prévenant la pathologie 

induite par une réponse Th1 exacerbée. ST2 a été décrit comme surexprimé dans le cerveau de 

souris infectées par Toxoplasma gondii. La déficience en ST2 induit une susceptibilité accrue à 

l'infection cérébrale caractérisée par une charge parasitaire accrue et une encéphalite plus marquée, 

associée à des niveaux accrus d'iNOS, de TNF-Į et d’IFN-Ȗ. L'IL-33 pourrait donc jouer un rôle 

régulateur de la balance Th1/Th2 dans ce modèle (Jones et al., 2010). 

La résolution de l'infection cutanée par Leishmania major requiert la mise en place d'une réponse 

Th1 tandis qu'une réponse Th2 soutenue est responsable d'une sensibilité accrue. Chez des souris 

BALB/c, l'infection par L. major induit la différenciation des lymphocytes T auxiliaires en deux 

sous-populations de lymphocytes Th2 effecteurs dans les organes lymphoïdes distingués par 

l'expression de ST2. Les lymphocytes T CD4+ ST2+ secrètent l'IL-4, l'IL-10 et l'IL-5 tandis que les 

lymphocytes T CD4+ ST2- expriment l'IL-4, l'IL-10 mais sont dépourvus d'IL-5 (Kropf et al., 

2002b). Les lymphocytes Th2 ST2+ sont peu fréquents dans les organes lymphoïdes mais sont 

enrichis au niveau des lésions ulcératives cutanées chroniques concentrant les parasites chez les 

souris BALB/c (Kropf et al., 2002a). Le blocage du récepteur ST2 par un anticorps bloquant ou une 

protéine de fusion ST2-Fc n'altère pas la production de cytokines Th2, mais améliore la capacité des 

lymphocytes T CD4+ à produire de l’IFN-Ȗ en réponse à l’IL-12. L'IL-33 ne semble donc pas 

associée à l'induction des cytokines Th2 par les lymphocytes au cours de la leishmaniose cutanée, 

mais elle réprime la réponse Th1 essentielle à un contrôle efficace de l'infection (Kropf et al., 2003).  

L'IL-33 semble donc participer la régulation de la balance Th1/Th2 au cours d'infections par des 

protozoaires parasites. Son rôle au cours de la réponse immune hépatique ou splénique, au niveau 

de la régulation de la balance Th1/Th2 importante au cours de la leishmaniose viscérale et/ou en 

tant qu'alarmine, n'est pas documenté à ce jour. 
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Tableau 8 : Place de l’axe IL-33/ST2 au cours des maladies dues à des protozoaires. D’après les données de 
la littérature. 

 

 

Pathogènes Espèces Résultats principaux Références 

Plasmodium Homme Niveaux d'IL-33 plus élevés dans le plasma d'enfants atteints de 
paludisme comparés à des enfants non infectés par P. falciparum et 
corrélés avec la charge parasitaire  

Ayimba, 2011 

Toxoplasma 
gondii 

Souris Susceptibilité accrue à l'infection cérébrale par T. gondii chez les 
souris ST2-/-, associée à des niveaux accrus d'iNOS, de TNF-Į et 
d’IFN-Ȗ 

Jones, 2010 

Leishmania 
major 

Souris Lymphocytes Th2 ST2+ exprimant IL-4, IL-10 et IL-5 enrichis dans 
les lésions cutanées chroniques concentrant les parasites 

Kropf, 2002a et 
2002b 

Souris Réponse Th1 accrue  sans altération de la réponse Th2 suite au 
blocage de ST2 par un anticorps bloquant ou une protéine de fusion 
ST2-Fc  

Kropf, 2003 
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Objectifs 

 

 

L'objectif de ce travail de thèse était d’étudier le rôle de l'IL-33 dans la régulation de la réponse 

immune hépatique au cours de la leishmaniose viscérale. Ce travail a comporté plusieurs étapes 

successives en faisant varier les modèles d'étude employés, depuis l'Homme jusqu’à la souris, avec 

des approches expérimentales in vitro et in vivo. 

Afin de valider dans un premier temps l’hypothèse d’un rôle de l'IL-33 dans la leishmaniose 

humaine, les taux circulants d'IL-33 ont été mesurés dans le sérum de patients atteints de 

leishmaniose viscérale et comparés à des sujets témoins. De plus, des marquages par immuno-

histochimie réalisés sur ponction-biopsie hépatique d’un patient hospitalisé au CHU de Rennes pour 

une leishmaniose viscérale ont permis d’objectiver la détection d'IL-33 dans le tissu hépatique. 

L'expression d'IL-33 ayant été préalablement décrite dans l'équipe au niveau des cellules étoilées 

hépatiques activées responsables de la fibrose hépatique chez l'Homme et la souris, un modèle de 

cellules étoilées hépatiques humaines exposées à L. donovani en culture primaire a alors été 

développé. La permissivité potentielle de ces cellules à L. donovani a été étudiée, ainsi que leur 

niveau d'expression d'IL-33 après une exposition aux parasites. L'activation des cellules étoilées du 

foie et leur phénotype pro-fibrosant et pro-inflammatoire ont également été étudiés après exposition 

aux parasites, afin d'explorer la possibilité d'un rôle direct des leishmanies sur l'induction de la 

fibrose observée chez certains patients. 

Afin de prendre en considération l’ensemble du micro-environnement hépatique plutôt qu’un 

type cellulaire isolé, différents modèles murins ont été développés après infection par L. donovani, 

sur des fonds génétiques C57BL/6 et BALB/c caractérisés par une susceptibilité différente à 

l’infection leishmanienne. L’expression d’IL-33 et de son récepteur ST2 a tout d’abord été 

caractérisée chez des souris C57BL/6 et BALB/c sauvages infectées par L. donovani in vivo, par la 

mesure des taux circulants d'IL-33 et l’étude de l’expression hépatique d’IL-33 et de ST2 par 

différents outils. La possibilité de disposer de souris BALB/c déficientes en ST2 a ensuite permis 

d’évaluer les différences d'expression de cytokines et chimiokines dans le foie entre les souris 

sauvages et déficients infectées par L. donovani, ainsi que leurs conséquences sur le recrutement de 

cellules participant à la réponse granulomateuse. Un modèle de souris BALB/c sauvages traitées par 

de l’IL-33 recombinante murine a été développé en parallèle pour analyser l’effet d’un surdosage en 

IL-33. Enfin, des travaux ont été entrepris sur fond génétique C57BL/6, déficient en IL-33 ou traité 

par de l’IL-33 recombinante murine, afin d’évaluer un éventuel impact de l’environnement 

immunitaire inhérent au fond génétique sur l’expression d’IL-33 et son action au cours de la 

réponse immune hépatique contre L. donovani. 



90 
 



91 
 

 

 

 

 

Résultats 

 



92 
 



93 
 

Partie I : Étude de l’expression hépatique et de la sécrétion systémique d’IL-33 au cours de la 

leishmaniose viscérale humaine 

 

 

I. Contexte 

 

L'IL-33 joue un rôle régulateur de l'immunité innée et adaptative, associé à une polarisation de 

type Th2 (Miller et al., 2008). Le rôle de son récepteur ST2 a été documenté au cours de la 

leishmaniose cutanée à L. major (Kropf et al., 2003) et au cours de diverses pathologies du foie, 

incluant la fibrose hépatique toxique ou induite par les virus de l'hépatite B ou C (Marvie et al., 

2010; Wang et al., 2012a; Wang et al., 2012b). Comme la fibrose hépatique est couramment 

observée chez les patients atteints de leishmaniose viscérale (Duarte et Corbett, 1987), l'objectif de 

ce travail était de valider l'hypothèse d'un rôle de l'IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale 

humaine, par le dosage des niveaux circulants d'IL-33 et l'étude de son expression hépatique. 

 

 

II. Matériel et méthodes 

 

1. Sérums 

 

Le sérum de 21 donneurs sains et de 6 patients atteints de leishmaniose viscérale a été collecté 

avant traitement anti-parasitaire. L'IL-33 a été quantifiée à l'aide d’un kit de détection spécifique 

(Duoset ELISA®, R&D Systems, Minneapolis, USA). 

 

2. Biopsie 

 

Un marquage d'IL-33 a pu être réalisé par immuno-histochimie sur une biopsie de foie réalisée 

durant le diagnostic d'un cas de leishmaniose viscérale au CHU Pontchaillou. Il s’agit d’un patient 

âgé de 74 ans présentant une leishmaniose viscérale symptomatique, probablement acquise en 

Espagne (vacances régulières dans le sud de l’Espagne). Le marquage a été réalisé avec l'anticorps 

monoclonal de souris Nessy-1 (Enzo Life Sciences, Lausen, Suisse), révélé à l'aide du kit de 

détection Ventana DABMap (Ventana Medical Systems, Tucson, USA) et contre-coloré à l'hémalun. 
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III. Résultats 

 

L'IL-33 a été détectée à des niveaux plus élevés dans le sérum des patients comparés aux sujets 

sains, avec une différence statistiquement significative (p=0.0105) (Figure 24A). Au niveau du foie, 

le marquage immuno-histochimique de la biopsie hépatique disponible a révélé une charge 

parasitaire très élevée, associée à un nombre important de cellules infiltrantes IL-33+, ainsi que des 

cellules endothéliales IL-33+ (Figure 24B-C). 

 

 

 

 

Figure 24 : Dosage d'IL-33 sérique et expression hépatique d'IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale 
humaine. Dosage de l’IL-33 sérique par ELISA chez 6 patients et 21 sujets sains (A). Marquage de cellules IL-
33+ par immuno-histochimie sur une biopsie hépatique (B-C). D'après Rostan et al., soumis. 
 

 

 

IV. Discussion 

 

L'IL-33 semble être un biomarqueur reflétant la sévérité de la maladie, ou un marqueur de la 

défense de l'hôte contre les leishmanies, suggérant un rôle pour cette cytokine dans la régulation de 

la réponse immune au cours de la leishmaniose viscérale. La variabilité importante des niveaux 

sériques d'IL-33 chez les patients (SEM=13,50) comparés aux donneurs sains (SEM=3,227) 

suggère une sécrétion variable d'IL-33, possiblement dépendante de l'importance des dommages 

tissulaires induits par la maladie, du fond génétique des patients, de leur statut immunologique et 

d'éventuelles autres maladies associées. Des études complémentaires sont donc requises sur une 

cohorte plus importante de patients présentant différents facteurs de risques, présentant ou non une 

fibrose hépatique, avant et après traitement, afin d'étudier la place de l'IL-33 comme marqueur 

potentiel de la leishmaniose viscérale, comme proposé dans d'autres maladies (Ayimba et al., 2011; 
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Wang et al., 2012a; Wang et al., 2012b). Cependant, les difficultés à travailler chez l’Homme nous 

conduisent à proposer plusieurs modèles expérimentaux afin d’analyser plus finement la place de 

l’IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale. 

 

 

 

 Article 1 : IL-33/ST2 axis is associated with human visceral leishmaniasis and suppresses 

Th1 responses in the liver of BALB/c mice infected with Leishmania donovani. Rostan et al., 

soumis. 
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Partie II : Etude de l’expression d’IL-33 dans les cellules étoilées hépatiques infectées par 

Leishmania donovani 

 

 

I. Contexte 

 

Des travaux antérieurs de l'équipe ont démontré que l'expression d'IL-33 est corrélée avec la 

sévérité de la fibrose chez des patients atteints d'hépatite chronique de différentes étiologies. Elle est 

induite au niveau des cellules étoilées du foie responsables du développement de la fibrose après 

leur activation dans un contexte inflammatoire en réponse à des agressions hépatiques (Marvie et 

al., 2010). L'objectif de notre travail était de modéliser l’infection par Leishmania de cellules 

étoilées humaines en culture primaire, afin d'étudier (1) leur permissivité à l’espèce viscérotrope L. 

donovani et (2) l'expression d'IL-33 par ces cellules en réponse à l’exposition au parasite, qu'il soit 

internalisé ou non. Ce travail a fait l’objet d’une publication internationale publiée dans la revue 

Parasitology jointe ci-après. Voici un rappel synthétique des matériels et méthodes, des résultats les 

plus marquants, et des principaux points de discussion. 

 

 

II. Matériel et méthodes 

 

Les cellules étoilées humaines ont été purifiées à partir de fragments de foie sains, transmis par 

le Centre de Ressources Biologiques de Rennes, provenant de résections hépatiques réalisées afin 

de détecter d'éventuelles métastases hépatiques chez des patients. La purification a été réalisée à 

l'aide d'un gradient de Nycodenz (Sigma-Aldrich®) grâce aux propriétés particulières des cellules 

étoilées quiescentes riches en vitamine A. La mise en mise en culture des cellules étoilées et le 

contact avec le plastique conduit en quelques jours à leur activation spontanée, associée à 

l'acquisition d'un phénotype myofibroblastique pro-inflammatoire et pro-fibrosant, notamment 

caractérisé par l'expression d'actine-Į des muscles lisses, dont le marquage a permis de contrôler la 

pureté des cultures. Le jour suivant leur purification ou leur repiquage, les cellules étoilées ont été 

exposées à des promastigotes de L. donovani. Les parasites libres ont été éliminés par des lavages 

du surnageant de culture après une nuit et les cellules ont été maintenues ensuite dans leurs 

conditions habituelles de culture (milieu DMEM 0,1g/L de glucose 10% SVF à 37°C et 5% CO2). 

Des colorations au May-Grünwald Giemsa (MGG) observées en microscopie optique ont permis de 

dénombrer les leishmanies. Des marquages fluorescents observés en microscopie confocale dans un 
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plan focal de 200 µm ont été réalisées sur la plateforme IBiSA MRic-Photonics (SFR Biosit UMS 

3480 - U018), afin de confirmer la localisation intra-cellulaire des leishmanies. Des PCR 

quantitatives ont été réalisées à différents temps après exposition aux parasites afin d'étudier 

l'expression de l'IL-33, ainsi que d'autres gènes pro-fibrosants et pro-inflammatoires. Des tests de 

viabilité et de croissance cellulaire ont été réalisés. Après 40 jours de culture, les cellules étoilées 

exposées au parasite ont été centrifugées et transférées en milieu NNN afin d'évaluer la survie des 

parasites intracellulaires. 

 

 

III. Résultats 

 

1. Les cellules étoilées du foie sont permissives à L. donovani 

 

Des colorations au MGG ont permis de révéler la présence de leishmanies dans les cellules 

étoilées activées dés le premier jour après exposition aux parasites (Figure 25A). La présence de 

parasites spécifiquement marqués par une pré-incubation au PKH-26 et co-marqués par le DRAQ5 

nucléaire dans un plan focal de 200 µm a permis de confirmer la permissivité des cellules étoilées 

activées à L. donovani en miscroscopie confocale (Figure 25B). Le pourcentage d'infection proche 

de 5 % n'a pas évolué les jours suivant l'infection, de même que le nombre moyen de parasites par 

cellule (environ 2), suggérant que les leishmanies ne se multiplient pas au sein des cellules étoilées 

hépatiques en culture primaire. Les cellules étoilées fraîchement purifiées et présentant encore des 

caractéristiques de cellules quiescentes ont également été observées comme permissives à L. 

donovani. De plus, la présence de leishmanies intracellulaires n'altère pas leur capacité à s'activer et 

acquérir un phénotype myofibroblastique. 
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Figure 25 : Permissivité des cellules étoilées activées à L. donovani. Les parasites intracellulaires (pointés par 
des flèches) ont été détectés en microscopie optique après coloration au MGG (A) ou en microscopie confocale 
après marquage des parasites au PKH-26 (rouge), des noyaux au DRAQ5 (bleu) et des cellules au WGA-
Alexa488 (vert) (B). D'après Rostan et al., 2013. 
 

 

2. Les parasites intracellulaires n'affectent pas les propriétés fonctionnelles des cellules étoilées 

du foie 

 

Les tests de viabilité au bleu de méthylène réalisés 7 jours après exposition à L. donovani avec 5, 

10 ou 20 parasites par cellule n'ont pas mis de mortalité cellulaire en évidence (Figure 26A), de 

même qu'à des temps plus précoces (J1, J3). Les cellules étoilées du foie sont donc capables de 

survivre après des contacts cellulaires avec L. donovani voire une infection. Des cellules exposées 

durant une nuit aux promastigotes de L. donovani ont également été maintenues en culture pendant 

40 jours et ont été dénombrées à chaque repiquage tous les dix jours. Aucune différence de 

croissance cellulaire n'a été observée entre les cultures exposées ou non aux parasites cultivées dans 

les mêmes conditions (Figure 26B). 
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Figure 26 : Viabilité et croissance des cellules étoilées activées exposées à L. donovani. La viabilité des 
cellules étoilées exposées une nuit à différents ratios cellules/parasites (1/5, 1/10, 1/20) a été quantifiée par un 
test au bleu de méthylène en comparaison avec des cellules non infectées (NI) après 7 jours (A). Des cultures de 
cellules étoilées infectées ont été maintenues durant 40 jours en parallèle à des cultures non infectées, et 
dénombrées à chaque repiquage afin de tracer leur courbe de croissance (B). D'après Rostan et al., 2013. 

 
 
 

Lorsqu'elles s'activent après leur mise en culture, les cellules étoilées du foie acquièrent un 

phénotype myofibroblastique et induisent l'expression de hauts niveaux d'IL-33 en comparaison 

avec des cellules quiescentes (Marvie et al., 2010). Dans nos travaux, les cellules étoilées activées 

myofibroblastiques présentaient un niveau d’expression d’IL-33 en PCR quantitative environ 400 

fois plus élevé que les cellules quiescentes (non montré). Des PCR quantitatives ont permis de 

démontrer que l'exposition à L. donovani n'altère pas ce niveau d'IL-33 élevé dans les cellules 

étoilées activées (Figure 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 27 : Expression d'IL-33 par les cellules étoilées activées exposées à L. donovani. Les cultures 
cellulaires exposées ou non durant une nuit à L. donovani ont été arrêtées après 1, 2 ou 3 jours (J1, J2, J3). 
Détection du niveau d’IL-33 par PCR quantitative, normalisée par rapport à l'expression de l'ARN 18S et 
comparé aux cellules non infectées à J1. 
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Aucune influence de l'exposition aux parasites n'a été observée sur l'expression de gènes 

classiquement associés à l'activation des cellules étoilées et à la fibrose (IL-1ȕ, IL-6, TNF-Į, TGF-

ȕ, MMP-2 et TIMP-1), suggérant que les contacts cellulaires, voire l'infection par L. donovani ne 

modifient pas les propriétés pro-inflammatoires et pro-fibrosantes des cellules étoilées activées. 

 
 
3. Les cellules étoilées du foie n'affectent pas la survie et la capacité d'infection de L. donovani 

 

Afin de déterminer l'impact des cellules étoilées sur les parasites qui les infectent, les cultures 

provenant de 3 patients différents exposées à L. donovani puis cultivées durant 40 jours ont été 

transférées en milieu NNN. Ceci a permis l'obtention de nouveaux promastigotes mobiles pour 2 

cultures sur 3, après 2 semaines. Les cellules étoilées n'affectent donc pas la survie des leishmanies 

intracellulaires, ce qui peut s'expliquer par un niveau de iNOS deux fois plus bas en PCR 

quantitative dans ces cellules comparées à des cellules THP-1 (non montré). Les promastigotes 

collectés à partir des cellules étoilées infectées ont été amplifiés en milieu Schneider's Drosophila et 

utilisés pour infecter des cellules THP-1. Les pourcentages d'infection présentés dans la publication 

étaient similaires à ceux obtenus avec des promastigotes contrôles, indiquant que les cellules 

étoilées du foie n'affectent pas la capacité des leishmanies intracellulaires à infecter de nouvelles 

cellules naïves. 

 

 

IV. Discussion 

 

Les cellules étoilées du foie en culture primaire ont été observées pour la première fois comme 

permissives à L. donovani, avec un taux d'infection bas et un nombre moyen de parasites par cellule 

faible et stable dans les conditions de l'expérience. Des études antérieures ont démontré qu'elles sont 

capables d'exprimer des marqueurs membranaires caractéristiques des cellules présentatrices 

d'antigènes et qu'elles sont capables de phagocyter des billes de latex in vitro et de stimuler la 

prolifération lymphocytaire (Vinas et al., 2003; Muhanna et al., 2007). Elles pourraient donc agir 

comme des phagocytes pour les leishmanies de la même manière que des cellules phagocytaires 

spécialistes. 

Lorsqu'elles s'activent, les cellules étoilées du foie induisent de nombreux gènes pro-fibrosants et 

pro-inflammatoires (Friedman, 2008), incluant l'IL-33 (Marvie et al., 2010). Comme attendu, la 

mise en culture des cellules étoilées et leur activation corollaire a induit l'expression d'IL-33. 

L'exposition à L. donovani n'a ni empêché ni favorisé son induction au cours de l'activation des 
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cellules fraîchement purifiées et n'a pas modifié l'expression d'IL-33 au niveau des cellules activées. 

Ainsi, L. donovani ne semble pas directement induire l'expression d'IL-33. En outre, l'exposition 

des cellules étoilées à L. donovani n'a pas modifié plusieurs de leurs fonctionnalités : leur capacité à 

s'activer, leur survie et leur prolifération, ainsi que leur niveau d'expression de gènes clés associés à 

l'inflammation chronique et la fibrose. L. donovani n'induit donc pas directement l'acquisition du 

phénotype fibrogénique des cellules étoilées et ne stimule pas non plus indirectement la production 

de matrice extracellulaire et la fibrose en favorisant leur prolifération. La fibrogénèse observée chez 

certains patients au cours de la leishmaniose viscérale (Duarte et Corbett, 1987) résulterait donc 

plus volontiers d'interactions cellulaires ou d'activations paracrines et/ou cytokiniques, notamment 

via le TGF-ȕ produit par les cellules de Kupffer activées (Duarte et al., 2009). 

La survie durable des cellules étoilées infectées sans éradication des parasites et sans 

perturbation de leurs propriétés fonctionnelles, suggère qu'elles pourraient être des cellules 

sanctuaires pour L. donovani. Les cellules sanctuaires correspondent en effet à des cellules cibles 

immuno-privilégiées et dépourvues de mécanismes leishmanicides pouvant expliquer la persistance 

des parasites dans l'organisme (Bogdan, 2008). Au cours de la leishmaniose cutanée, les fibroblastes 

cutanés et ganglionnaires ont été décrits comme des cellules sanctuaires associés à la persistance de 

L. major in vivo (Bogdan et al., 2000a). Les cellules étoilées hépatiques capables de phagocyter les 

leishmanies viscérotropes pourraient donc se comporter de la même manière dans le foie. Ceci 

pourrait correspondre à un mécanisme d'échappement pouvant contribuer au portage 

asymptomatique des leishmanies et à l'apparition de rechutes après un traitement anti-parasitaire 

efficace. L'hypertrophie des cellules étoilées associées à la fibrose chez certains patients atteints de 

leishmaniose viscérale (Duarte et al., 2009) pourrait amplifier ce phénomène.  

Dans la mesure où l'IL-33 est fortement exprimée par les cellules étoilées activées, elle pourrait 

participer à la régulation de la réponse immunitaire hépatique, notamment dans les cas de 

leishmaniose viscérale sévère présentant des lésions fibreuses associées à une hypertrophie des 

cellules étoilées activées. L'IL-33 n'a pas pu être détectée dans le surnageant des cultures primaires 

infectées par L. donovani (non montré), suggérant que les leishmanies n'induisent pas directement la 

sécrétion d'IL-33 par les cellules étoilées l'exprimant. Cependant, sa sécrétion pourrait être 

indirectement induite par les cytokines pro-inflammatoires produites par d'autres types cellulaires 

dans le foie au cours de la leishmaniose viscérale, comme observé dans le cas des hépatites 

chroniques (Marvie et al., 2010). 

 

 

 Article 2 : Human hepatic stellate cells in primary culture are safe targets for Leishmania 

 donovani. Rostan et al., Parasitology, 2013. 
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Partie III : Étude de l’expression d’IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale 

chez la souris C57BL/6 

 

 

I. Contexte 

 

Dans nos premiers résultats, nous avons observé que l'IL-33 était détectable dans le foie d'un 

patient atteint de leishmaniose viscérale présentant un infiltrat cellulaire important (Rostan et al., 

soumis). Afin de développer un modèle expérimental permettant d'appréhender son rôle au cours de 

la leishmaniose viscérale, son expression a été recherchée dans le foie sur un modèle de souris 

C57BL/6 infectées par L. donovani Ces souris sont caractérisées par la mise en place d'une réponse 

granulomateuse hépatique associée à un infiltrat cellulaire important, permettant in fine le contrôle 

de l'infection (Kaye et al., 2004). 

 

 

II. Matériel et méthodes 

 

Des souris C57BL/6 ont été infectées avec 108 promastigotes de L. donovani en phase 

stationnaire par voie intra-péritonéale, puis sacrifiées après 15, 30 ou 60 jours. Le sang des souris a 

été prélevé par ponction rétro-orbitale en vue d’un dosage de l’IL-33 par ELISA (Duoset ELISA®, 

R&D Systems, Minneapolis, USA). Le foie des souris a également été prélevé. Les charges 

parasitaires hépatiques ont été quantifiées sur des appositions de foie colorées au MGG et 

exprimées en Leishman Donovan Units (LDU), d'après la formule suivante : LDU = nombre 

d'amastigotes pour 1000 noyaux cellulaires x poids du foie en grammes. Le nombre de granulomes 

hépatiques a été dénombré sur des coupes histologiques colorées à l'hématoxyline-éosine-safran 

(HES). L'IL-33 a été marquée sur cryo-coupes hépatiques ou coupes histologiques, à l'aide d'un 

anticorps de chèvre spécifiquement dirigé contre l'IL-33 murine commercialisé par R&D Systems et 

révélé par un anticorps secondaire couplé au Cy5. Des co-marquages avec des anticorps ciblant 

différents marqueurs de différenciation cellulaire couplés au Cy3 ont été réalisés. Des PCR 

quantitatives ont été réalisées sur des lysats de foie et ont permis de quantifier l'expression d'IL-33, 

de son récepteur ST2 et de cytokines classiquement associées à la mise en place des granulomes, 

normalisée par rapport à l'expression de l'ARN 18S et évaluée par rapport à des souris non infectées 

(J0). 
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III. Résultats 

 

 

1.  L'infection des souris C57BL/6 par L. donovani induit des niveaux accrus d'IL-33 sérique et 

l'expression d'IL-33 et de son récepteur ST2 dans le foie 

 

 

Un dosage par ELISA réalisé sur le sérum des souris C57BL/6 infectées par L. donovani a 

permis la détection de l’IL-33 à J15 et J30, bien que les valeurs ne diffèrent par significativement du 

faible niveau détecté chez les souris non infectées. En revanche, une augmentation significative du 

niveau d'IL-33 est observée à J60 avec une concentration moyenne de 157,1 ± 43,42 pg/mL (Figure 

28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Dosage d'IL-33 sérique au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale chez la souris 
C57BL/6. Dosage de l'IL-33 sérique par ELISA après sacrifice des souris 15, 30 ou 60 jours après infection. 

 

 

 

Au niveau du foie, les PCR quantitatives réalisées sur les broyats hépatiques de souris C57BL/6 

infectées ont permis de démontrer une induction d'environ 6 fois, de l'expression de l'IL-33 et de 

son récepteur ST2 à 60 jours post-infection (p<0,05) (Figures 29A et B), avec une corrélation 

significative des niveaux d'expression hépatique d'IL-33 et ST2 au cours de la cinétique (Figure 

29C). 
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Figure 29 : Corrélation de l'expression d'IL-33 et ST2 dans le foie de souris C57BL/6 infectées par L. 
donovani. L'expression hépatique d'IL-33 (A) et ST2 (B) a été quantifiée par PCR quantitative sur les broyats 
des foies de 4-5 souris 15, 30 ou 60 jours post-infection. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ; la 
significativité des inductions à J60 a été déterminée par un test de Mann et Whitney. La corrélation entre le 
niveau d'expression d'IL-33 et ST2 au cours de la cinétique a été confirmée par un test de Spearmann (C) 

 

 

Afin de déterminer la localisation tissulaire de l'IL-33 exprimée, des colorations HES ont été 

réalisées sur des cryocoupes hépatiques de ces souris pour un examen histopathologique. Les 

granulomes, caractérisés par l'accumulation de cellules immunitaires effectrices autour d'un 

macrophage infecté, ont été dénombrés sur ces coupes. Le croisement de ces données a montré une 

corrélation de Spearman très significative entre l'induction de l'IL-33 et le nombre de granulomes 

(p=0,0011), suggérant une localisation granulomateuse des cellules exprimant l'IL-33. Afin de tester 

cette hypothèse, des cryo-coupes hépatiques ont été réalisées pour détecter l'IL-33 par immuno-

fluorescence. L'IL-33 a ainsi été observée dans le foie dés 15 jours post-infection et jusqu'à 60 

jours, avec un nombre croissant de cellules présentant un marquage nucléaire spécifique et 

préférentiellement localisées dans les granulomes (Figure 30A-C). 

 

 

Figure 30 : Localisation préférentielle de l'IL-33 dans les granulomes hépatiques des souris C57BL/6 
infectées par L. donovani. L'IL-33 a été marquée sur cryo-coupes hépatiques et révélée à l'aide d'un anticorps 
secondaire couplé au Cy5 (vert) tandis que les noyaux cellulaires ont été marqués au Hoëchst (bleu) après 15 
(A), 30 (B) ou 60 jours (C). 
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Des co-marquages de l'IL-33 et de marqueurs de différenciations spécifiques de différents types 

cellulaires ont été entrepris afin de caractériser le type cellulaire exprimant l'IL-33 à 60 jours post-

infection. Comme attendu, un grand nombre de cellules endothéliales, caractérisée par l'expression 

du marqueur CD31 révélé par le Cy3, expriment l'IL-33 (Figure 31A). Cependant, les cellules IL-

33+ localisées dans les granulomes n'expriment ni le CD31 (Figure 31A) ni l'Į-SMA (Figure 31B) et 

ne correspondraient donc ni à des cellules endothéliales classiques ni à des cellules étoilées 

hépatiques myofibroblastiques. Un marquage a été réalisé par Nathalie Ortega dans l'équipe de 

Jean-Philippe Girard spécialisée en IL-33 (Équipe « Biologie Vasculaire : Cellules Endothéliales, 

Inflammation et Cancer », Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale, Toulouse), avec un 

anticorps polyclonal MECA-79 marquant spécifiquement les cellules endothéliales cuboïdales. Ce 

marquage a révélé la présence d'un faible nombre de cellules cuboïdales uniquement à 60 jours 

post-infection, sans colocalisation avec le marquage IL-33 observé dans les granulomes (non 

montré).  

Les cellules IL-33+, majoritairement localisées dans les granulomes, ne semblant pas 

correspondre à des cellules endothéliales, des anticorps marquants différentes populations de 

cellules immunitaires ont été employés en co-marquage avec l'IL-33. Aucune colocalisation n'a été 

observée avec le marqueur pan-leucocytaire CD45, suggérant que l'IL-33 est produite par une autre 

source que des leucocytes (Figure 31C). Ce résultat a été conforté par l'absence de colocalisation 

d'IL-33 avec des marquages de cellules décrites dans la littérature comme pouvant exprimer l'IL-33, 

tels que les macrophages (CD11b+ F4/80+), les cellules dendritiques (CD11c+) et les lymphocytes B 

(CD19+) (non montré). Une observation du marquage spécifique de l'IL-33 en microscopie 

confocale n'a pas permis de donner d'informations sur la structure des cellules IL-33+ permettant de 

les identifier, mais la taille, la forme et la densité du noyau de ces cellules diffère grandement de 

celles des hépatocytes. 
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Figure 31 : Recherche des cellules exprimant l'IL-33 dans le foie des souris C57BL/6 60 jours après 
infection par L. donovani. L'IL-33 a été marquée sur cryo-coupes hépatiques et révélée à l'aide d'un anticorps 
secondaire couplé au Cy5 (vert), les noyaux cellulaires ont été marqués au Hoëchst (bleu) et un co-marquage a 
été réalisé avec des anticorps ciblant respectivement CD31 (A), l'Į-SMA (B) ou CD45 (C) en rouge. Les photos 
ont été prises au grossissement 400 ; un agrandissement 3 annoté est proposé pour chaque photo. 
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2. L’expression hépatique d’IL-33 corrèle avec l’expression de cytokines associées à la réponse 

granulomateuse 

 

 

Des PCR quantitatives ont permis de quantifier l'expression de cytokines Th1 et Th2 participant 

à la mise en place et la régulation de la réponse granulomateuse dirigée contre L. donovani dans le 

foie des souris C57BL/6. Les niveaux d'expression d'IL-12, d'IFN-Ȗ, de TNF-Į, d'IL-4 et d'IL-10 

ont été montrés comme significativement corrélés aux niveaux d'expression d'IL-33 et de ST2 

(Tableau 9) 

 
 
 

Tableau 9 : Corrélations des niveaux d'expression hépatique d'IL-33 et ST2 avec les niveaux d'expression 
de différentes cytokines clé de la réponse granulomateuse. L'expression des différents ARNm a été quantifiée 
par PCR quantitative après normalisation avec le niveau de l'ARN 18S et comparaison avec les souris contrôles 
non infectées. Les valeurs de significativité des corrélations ont été calculées à l'aide du test de Spearmann. 

 
 

Induction des ARNm IL-33 ST2 

Valeur de p Significativité Valeur de p Significativité 

IFN-Ȗ 0,0001 *** 0,0008 *** 

IL-12 0,0014 ** 0,0325 * 

TNF-Į 0,0001 *** 0,002 ** 

IL-4 0,0001 *** 0,0001 *** 

IL-10 0,0032 ** 0,0039 ** 

 
 
 

 

IV. Discussion 

 

Tout comme chez l'Homme, l'IL-33 est exprimée dans le foie au cours de la leishmaniose 

viscérale expérimentale chez la souris C57BL/6, au niveau des cellules endothéliales, ainsi qu'au 

niveau de cellules participant à la constitution des granulomes. Son expression a été détectée en 

PCR quantitative à 60 jours post-infection, tandis qu'elle commence à être détectée au niveau 

protéique par des marquages immuno-fluorescents dés 15 jours. Ces résultats peuvent s'expliquer 

par une différence de sensibilité des techniques. En effet, le nombre de granulomes à J15 et J30 est 

faible, ce qui limite la détection des ARNm d'IL-33 dilués dans un broyat de foie total. 
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Le type cellulaire exprimant l'IL-33 au sein des granulomes reste inconnu après nos 

investigations. Il ne semble pas correspondre à des cellules endothéliales classiques ou cuboïdales, à 

des cellules étoilées myofibroblastiques, ni à des hépatocytes, ni à des leucocytes CD45+. Ce type 

cellulaire pourrait correspondre à des cellules immunitaires CD45-, à un type cellulaire plastique 

ayant perdu ses marqueurs classiques de différenciation, à des cellules souches indifférenciées, 

voire à des cellules engagées dans une voie de mort cellulaire dont les marqueurs membranaires ou 

cytoplasmiques pourraient être partiellement dégradés. 

D'autres analyses sont donc requises afin de caractériser la source cellulaire d'IL-33 au cours de 

la leishmaniose viscérale expérimentale. Ceci devrait permettre le développement d'études in vitro 

visant à étudier les mécanismes inducteurs de l'expression d'IL-33, ainsi que de sa sécrétion. En 

effet, la corrélation des niveaux d'expression hépatique d'IL-33 et de son récepteur ST2 suggère 

pour l'IL-33 un rôle cytokinique dépendant de la signalisation induite par ST2, ce qui implique sa 

sécrétion préalable par des mécanismes encore indéfinis. En outre, l'expression d'IL-33 corrélée à 

celle de cytokines participant à l'orchestration de la réponse granulomateuse suggère que cet axe IL-

33/ST2 pourrait participer à la régulation de la réponse. En effet, cette réponse se met en place dans 

un environnement mixte Th1 et Th2 (Gangneux et al., 2006), de sorte que l'IL-33 pourrait, par son 

action cytokinique pro-Th2, induire des effets protecteurs ou délétères. 

 Enfin, si les souris C57BL/6 constituent un bon modèle de leishmaniose viscérale, aucune 

fibrose n’est détectable microscopiquement ou via des marqueurs moléculaires dans leur foie. Il 

serait donc intéressant de caractériser l’expression et la sécrétion de l’IL-33 chez des souris 

BALB/c, qui ne contrôlent pas l’infection et reflètent plus volontiers la physiopathologie de la 

leishmaniose viscérale chez l'Homme. 
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Partie IV : Etude du rôle de l’axe IL-33/ST2 au cours de la leishmaniose viscérale 

expérimentale chez la souris BALB/c 

 

 

I. Contexte 

 

Dans nos travaux, l'expression d'IL-33 a été observée au cours de la leishmaniose viscérale 

humaine et a été corrélée au nombre de granulomes et à l'expression de cytokines clés de la réponse 

immune hépatique contre L. donovani chez la souris C57BL/6. L'IL-33 pourrait donc participer à la 

régulation de cette réponse immune. Après caractérisation de l'expression et de la sécrétion de l'IL-

33 sur un fond génétique BALB/c, des souris BALB/c déficientes en ST2 obtenues auprès 

d’Andrew McKenzie de l’université de Cambridge, UK (Townsend et al., 2000) ainsi que des souris 

BALB/c traitées par de l'IL-33 recombinante ont été employées afin d'explorer cette hypothèse. Ce 

travail fait l’objet d’un manuscrit actuellement soumis. 

 

 

II. Matériel et méthodes 

 

Trois modèles murins ont été infectés avec 108 promastigotes de L. donovani par voie intra-

péritonéale, puis sacrifiées après 15, 30 ou 60 jours (J15, J30, J60) en parallèle à des souris non 

infectées (J0) : des souris BALB/c sauvages (WT) non traitées (NT), des souris sauvages traitées 2 

fois par semaine avec 0,5 µg d'IL-33 recombinante (IL-33r) commerciale (Peprotech), et des souris 

déficientes en ST2 (ST2-/-). 

Chez les souris sauvages, un dosage d'IL-33 a été réalisé dans le sérum (DuoSet ELISA®, R&D 

Systems, Minneapolis, USA). L'IL-33 et son récepteur ST2 ont été marqués sur coupes 

histologiques hépatiques, à l'aide d'un anti-IL-33 produit chez la chèvre (R&D Systems), révélé à 

l'aide du kit de détection Ventana DABMap (Ventana Medical Systems) et contre-coloré à 

l'hémalun. Les types cellulaires exprimant ST2 ont été caractérisés par cytométrie en flux dans le 

foie total chez les souris sauvages 60 jours après infection à l'aide d'anticorps couplés à différents 

fluorophores dont les données ont été acquises sur un cytomètre FACS Aria II ® utilisant le logiciel 

FACS Diva (BD Bioscience), et analysées à l'aide du logiciel CXP (Beckman Coulter) (Figure 32). 

Afin de comparer l'impact de la déficience en ST2 et du traitement à l'IL-33r, la réponse immune 

hépatique contre L. donovani a été analysée par différentes techniques sur des groupes de 4 à 13 

souris. Les charges parasitaires hépatiques ont été quantifiées sur des appositions de foie colorées 

au MGG et exprimées en Leishman Donovan Units (LDU), d'après la formule suivante : LDU = 



110 
 

nombre d'amastigotes pour 1000 noyaux cellulaires x poids du foie en grammes. Des PCR 

quantitatives ont été réalisées sur des lysats de foie et ont permis de quantifier l'expression de 

cytokines et chimiokines classiquement associées à la mise en place des granulomes, normalisée par 

rapport à l'expression de l'ARN 18S et évaluée par rapport à des souris non infectées (J0) et non 

traitées (NT). L'infiltrat de polynucléaires neutrophiles et de monocytes a été quantifié à l'aide de 

marquages de coupes histologiques avec un anticorps ciblant la MPO et par cytométrie en flux à 

l'aide d'anticorps ciblant le GR1 et le CD11b (Figure 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Stratégie de caractérisation des populations cellulaires en cytométrie en flux. Les amas 
cellulaires et débris sont éliminés à l’aide de la représentation de l’aire du side scatter (SSC-A) en fonction de sa 
hauteur (SSC-H) (A), puis à l’aide de la représentation de l’aire du forward scatter (FSC-A) en fonction de SSC-
A (B). Parmi les cellules ainsi fenêtrées, les NK sont définis comme étant NP46+ CD3-, les NKT NP46+ CD3+ et 
les lymphocytes T NP46- CD3+ (C). Parmi les lymphocytes T, les CD4+ et CD8+ sont distingués (D). Les 
lymphocytes B sont définis comme étant CD19+ (E). Les polynucléaires neutrophiles (PMN) sont CD11b+ 
GR1high, tandis que les macrophages sont CD11b+ GR1int(F). 
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III. Résultats 

 

1. L'infection des souris BALB/c par L. donovani induit des niveaux accrus d'IL-33 sérique, 

l'expression d'IL-33 et le recrutement de cellules exprimant ST2 dans le foie 

 

Le dosage de l'IL-33 dans le sérum des souris BALB/c sauvages infectées par L. donovani 

montre à J15 et J30 un niveau similaire aux souris non infectées. En revanche, une augmentation 

significative du niveau d'IL-33 est observée à J60 avec une concentration moyenne de 89.7±20.1 

pg/mL (Figure 33A). A J60, des marquages immuno-histochimiques de coupes hépatiques ont 

également révélé la présence d'un marquage nucléaire spécifique de l'IL-33, préférentiellement 

localisé dans certaines cellules endothéliales, mais aussi au niveau de cellules localisées dans les 

granulomes et les infiltrats cellulaires bordant les vaisseaux (Figure 33B-D). 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 
Figure 33 : Dosage d'IL-33 sérique et expression hépatique d'IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale 
expérimentale chez la souris BALB/c. L'IL-33 sérique a été dosée à l'aide d'un kit ELISA spécifique chez les 
souris BALB/c sauvages infectées par L. donovani après 15, 30 ou 60 jours (A). L'IL-33 hépatique a été détectée 
par immuno-histochimie sur coupe hépatique contre-colorée à l'hémalun (B-D) D'après Rostan et al., soumis. 
 
 
 
 
Afin d’étudier l’impact de cette expression et sécrétion d’IL-33, la présence de cellules 

exprimant ST2 a été démontrée par immuno-histochimie dans le foie à J60 (Figure 34A). Une 

analyse en cytométrie en flux réalisée sur le foie total des souris BALB/c a révélé une expression 

spécifique de ST2 au niveau des macrophages (CD11b+ GR1int) et des lymphocytes B (CD19+), 

avec un ratio de fluorescence spécifique par rapport à la fluorescence obtenue avec un isotype 

contrôle significativement supérieur à 1 (Figure 34B). Aucune augmentation du ratio des moyennes 

d'intensité de fluorescence de l'anticorps anti-ST2 par rapport à l'isotype contrôle n'a été observée 

60 jours après infection (Figure 34C). Cependant, un infiltrat significatif de toutes les populations 

cellulaires analysées a été observé à J60 comparé aux souris non infectées, avec une multiplication 
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par 5,5 du nombre de cellules CD11b+ GR1int dans le foie total, alors que le nombre de cellules 

n'était multiplié que par 2,5 à 3,8 pour les autres populations analysées (Figure 34D), témoignant 

d'un enrichissement en cellules ST2+ après infection. 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Figure 34 : Expression de ST2 dans le foie des souris BALB/c 60 jours post-infection après infection par L. 
donovani. ST2 a été marqué en immuno-histochimie sur coupe hépatique contre-colorée à l’hémalun (A). Un 
décalage de la moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) est observé avec l’anticorps anti-ST2 couplé au FITC 
par rapport à son isotype contrôle au niveau des macrophages (CD11b+ GR1int) et des lymphocytes B (CD19+) 
(B). Les ratios des MIF obtenues avec l’anti-ST2-FITC et son isotype sont présentés à J0 et J60 sous la forme 
d’un histogramme pour chaque population cellulaire étudiée (C). L’infiltrat cellulaire a été quantifié par 
cytométrie en flux pour chaque population cellulaire et rapporté au nombre total de cellules infiltrantes 
dénombrées dans le foie des souris (D). D’après Rostan et al., soumis. 
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2. La déficience en ST2 est associée à un meilleur contrôle de la charge parasitaire 

 

Pour caractériser le rôle des cellules infiltrantes ST2+, la réponse immune hépatique a été 

comparée entre des souris BALB/c WT et ST2-/- après infection par L. donovani. Chez les souris 

WT, la charge parasitaire hépatique croît significativement à J60 par comparaison aux temps J15 et 

J30. Chez les souris ST2-/-, les charges parasitaires sont similaires à celles des sauvages à J15 et J30, 

mais aucune augmentation n'est observée à J60 (Figure 35A). La charge parasitaire non contrôlée 

chez les souris WT s'accompagne à J60 d'une hépatomégalie importante, caractéristique classique 

de la leishmaniose viscérale qui n'est pas observée chez les souris ST2-/- (Figure 35B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Charge parasitaire hépatique et hépatomégalie chez les souris BALB/c WT ou ST2-/- infectées 
par L. donovani. Charge parasitaire hépatique dénombrée par comptage microscopique d'appositions hépatiques 
colorées au MGG et exprimées en LDU 15, 30 ou 60 jours après infection (A). Poids du foie à chaque temps 
post-infection (B). D'après Rostan et al., soumis. 
 
 
 
 
3. L'IL-33 réprime l'expression de cytokines Th1 sans modifier l'expression de cytokines Th2 

 

Dans la mesure où l’efficacité de la réponse immune hépatique contre L. donovani est hautement 

dépendante des cytokines Th1 et Th2 produites, des PCR quantitatives ont été réalisées sur des 

lysats hépatiques de souris WT et ST2-/-. Les résultats ont révélé une forte induction d'IL-12p35 et 

d'IFN-Ȗ chez les souris ST2-/- aux temps précoces et tardifs, tandis qu'aucune induction significative 

n'a été observée chez les souris WT (Figure 36A-B). L'IL-4, l'IL-13 et l’IL-10 ont été faiblement 

détectées et ne présentaient aucune différence notable entre les souris WT et ST2-/- (non montré), 

suggérant une polarisation de la réponse immune hépatique préférentiellement Th1 chez les souris 

ST2-/- comparées aux souris WT. 
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A l'inverse, nous avons évalué l’effet d’un traitement par l’IL-33r chez ces mêmes souris 

BALB/c. L’injection de 0,5 µg d'IL-33r deux fois par semaine a induit une répression significative 

de l'expression d'IFN-Ȗ et d'IL-12p35 à J60, par rapport aux souris non traitées (Figure 36C-D), sans 

impact sur l'expression d'IL-4 et d'IL-13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 36 : Expression de cytokines Th1 chez les souris BALB/c déficientes en ST2 ou sauvages traitées 
avec de l’IL-33 recombinante après infection par L. donovani. L'expression d'IL-12p35 (A- C) et d'IFN-Ȗ (B-

D) a été évaluée par PCR quantitative sur lysats hépatiques après 15, 30 ou 60 jours post infection chez les souris 
ST2-/- comparées à leurs homologues sauvages (WT) (A-C) et chez les souris sauvages traitées par l’IL-33r ou 
non traitées (NT) (B-D). D'après Rostan et al., soumis. 
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4. L'IL-33 réprime le recrutement des polynucléaires neutrophiles et des monocytes dans le 

foie des souris BALB/c infectées par L. donovani  

 

Comme les monocytes et les polynucléaires neutrophiles sont des cellules clés précocement 

recrutées au cours d'une réponse immunitaire efficace contre L. donovani, l'expression de 

chimiokines impliquées dans leur attraction, CCL2 et CXCL2, a été quantifiée par PCR 

quantitative. Ces chimiokines sont induites plus fortement et/ou plus précocement chez les souris 

ST2-/- comparées aux souris WT (Figure 37A-B), mais aucune différence n’a été observée au niveau 

de KC également impliqué dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles. L'expression des 

récepteurs spécifiques de ces chimiokines est également accrue chez les souris ST2-/-, dans les lysats 

hépatiques à J15 et J30 pour CCR2 et J30 pour CXCR2 (Figure 37C-D). Chez les souris BALB/c 

traitées par l'IL-33r, aucune différence d'expression de CCL2 ou CXCL2 ni de CCR2 n'a été 

observée. En revanche, une répression significative du CXCR2, récepteur commun à CXCL2 et 

KC, a été démontrée en réponse à l’IL-33r (Figure 37E), et associée à une répression de 

l’expression de KC chez les souris traitées à J60 (Figure 37F). 

Les cellules MPO+ attirées dans le foie par CCL2, CXCL2 et KC ont été dénombrées en 

immuno-histochimie sur coupes hépatiques. L’infiltrat de cellules MPO+ chez les souris ST2-/- à J15 

montre 2 fois plus de cellules par mm2 de tissu que chez les souris sauvages (Figure 38A et C-D). 

Le dénombrement de cellules MPO+ (Figure 38B et E-F) sur coupes histologiques ainsi qu'une 

analyse en cytométrie en flux (Figure 38G-H) ont confirmé un infiltrat réduit de polynucléaires 

neutrophiles et monocytes chez les souris traitées à J60. Au total, l'IL-33 semble donc être associée 

à la répression de CCL2, CXCL2 et KC et réprime ainsi l'influx de polynucléaires neutrophiles et de 

monocytes au niveau du foie en réponse à une infection par L. donovani chez les souris BALB/c. 
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Figure 37 : Expression des ARNm des chimiokines CCL2, CXCL2 et KC, et des récepteurs CCR2 et 

CXCR2 dans le foie de souris BALB/c déficientes en ST2 ou sauvages traitées avec de l’IL-33 
recombinante et infectées par L. donovani. Expression des ARNm de CCL2 (A), CXCL2 (B), CCR2 (C) et 
CXCR2 (D) quantifiée par PCR quantitative dans des lysats hépatiques de souris BALB/c sauvages (WT) ou 
ST2-/- après 15, 30 ou 60 jours post infection. Expression de CXCR2 (E) et KC (F) quantifiée par PCR 
quantitative sur lysats hépatiques chez des souris BALB/c WT traitées par de l’IL-33r ou non traitées (NT) 15, 
30 ou 60 jours après infection. D'après Rostan et al., soumis. 
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Figure 38 : Recrutement des polynucléaires neutrophiles et des monocytes chez les souris BALB/c 
déficientes en ST2 ou sauvages traitées par de l'IL-33r infectées par L. donovani. Dénombrement des 
cellules MPO+ après marquage en immuno-histochimie chez les souris sauvages (WT) et ST2-/- (A) et sauvages 
non traitées (NT) ou traitées par l’IL-33r (B). Champs représentatifs des foies des souris WT et ST2-/- à J15 (C-

D), et des souris NT et traitées à l’IL-33 à J60 (E-F). Dénombrement des polynucléaires neutrophiles (PMN) (G) 
et des macrophages (H) dans le foie total par cytométrie en flux chez les souris NT et traitées à l’IL-33r après 15, 
30 ou 60 jours. D'après Rostan et al., soumis. 
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5. L'IL-33 réprime l'expression de NF-țB 

 

Comme l'induction de cytokines Th1 et de chimiokines est notamment régulée par le facteur NF-

țB, l'expression de la sous-unité NF-țBp65 a été analysée par PCR quantitative dans les lysats de 

foie de souris infectées par L. donovani. Une surexpression significative a été observée à J30 et J60 

chez les souris BALB/c ST2-/- comparées aux souris WT (Figure 39A). A l'inverse, une répression 

significative a été observée chez les souris traitées par l'IL-33r comparées aux souris NT à J30 et 

J60 (Figure 39B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Expression de NF-țBp35 chez les souris BALB/c ST2-/- et BALB/c sauvages traitées par l'IL-
33r après infection par L. donovani. L'expression de NF-țBp35 a été analysée par PCR quantitative sur lysats 
de foie chez les souris ST2-/- (A) et traitées par l'IL-33r (B) après 15, 30 ou 60 jours post-infection. D'après 
Rostan et al., soumis. 
 

 

 

IV. Discussion 

 

 

Comme observé au cours de la leishmaniose viscérale humaine, l'IL-33 est sécrétée dans le 

sérum des souris BALB/c infectées par L. donovani, à 60 jours post-infection dans notre modèle 

expérimental. Chez ces souris, l'IL-33 est exprimée au niveau du foie dans certaines cellules 

endothéliales ainsi que dans des cellules infiltrantes participant à la constitution des granulomes, 

comme observé chez un patient atteint de leishmaniose viscérale, ainsi que chez les souris 
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C57BL/6. Afin d'étudier le rôle de l'IL-33 induite, ses cellules cibles potentielles exprimant le 

récepteur ST2 ont été recherchées. Une analyse en cytométrie en flux a permis de démontrer la 

présence de lymphocytes B et de macrophages ST2+ principalement localisée dans les granulomes 

après infection. L'infection par L. donovani n'a pas accru l'intensité de fluorescence moyenne 

associée au marquage de ST2 au niveau de ces cellules. Néanmoins, le recrutement important des 

monocytes/macrophages (x 5,5) et dans une moindre mesure des lymphocytes B (x 3,2) au niveau 

du foie en réponse à l'infection témoigne d'un enrichissement en cellules ST2+, dont la localisation 

préférentielle dans les granulomes a été démontrée par immuno-histochimie. 

Afin d'explorer le rôle de l'axe IL-33/ST2, des souris BALB/c ST2-/- ou BALB/c WT traitées 

avec de l'IL-33r ont été infectées par L. donovani. La déficience en ST2 est associée à la 

surexpression des cytokines Th1 (IL-12 et IFN-Ȗ), tandis que le traitement par l'IL-33r réprime 

l'expression d'IL-12 et d'IFN-Ȗ. L'expression d'IL-4 et l'IL-13 est faible et inchangée dans les deux 

modèles. L'IL-33 semble donc jouer le rôle d'un régulateur négatif de la réponse immune Th1 au 

cours de la leishmaniose viscérale expérimentale chez la souris BALB/c. 

L'influx de monocytes et de polynucléaires neutrophiles, conditionné par l'expression de 

chimiokines spécifiques, est nécessaire pour la formation de granulomes fonctionnels et la clairance 

parasitaire (Engwerda et Kaye, 2000; Murray, 2000; Smelt et al., 2000). Chez les souris ST2-/-, une 

induction plus forte et plus précoce de CCL2 et CXCL2 a été observée au niveau du foie total par 

rapport aux souris sauvages, associée à une induction plus forte de leurs récepteurs respectifs CCR2 

et CXCR2. Chez les souris BALB/c traitées par l'IL-33r, l'expression de KC ainsi que de son 

récepteur CXCR2 est significativement réduite à 60 jours post-infection. L'expression de ces trois 

chimiokines, CCL2, CXCL2 et KC, impliquées dans le recrutement des monocytes et des 

polynucléaires neutrophiles est donc réprimée par l'IL-33. En effet, le recrutement de cellules MPO+ 

dans le foie est plus précoce chez les souris ST2-/-, tandis qu'il est significativement diminué à J60 

chez les souris traitées à l'IL-33r. La différence de cinétique entre les deux modèles expérimentaux 

complémentaires pourrait s'expliquer par des effets précoces de la délétion du gène st2 chez les 

souris ST2-/-, mais des effets tardifs d'un traitement au long cours avec de faibles doses d'IL-33r. Il 

est probable également que la suppression d’une cytokine Th2 sur un fond génétique Th2 (BALB/c) 

ait plus de répercussions que l’ajout d’un facteur Th2 (IL-33r). 

NF-țB est un régulateur clé de l'expression de nombreuses cytokines, chimiokines et récepteurs, 

dont l'activation et l'expression peut être régulée par l'IL-33 (Sanada et al., 2007; Ali et al., 2011). 

La surexpression hépatique de NF-kBp65 chez les souris ST2-/- et sa répression chez les souris 

traitées à l'IL-33r comparées aux souris sauvages non traitées suggère que l'IL-33 pourrait réprimer 

l'expression de NF-țBp65, pour contrebalancer son activation induite en réponse à l'infection par 

Leishmania (Singh et al., 2004; Gregory et al., 2008), conduisant ainsi à la répression de 



120 
 

chimiokines et de cytokines Th1.  

La voie IL-33/ST2 semble donc associée à la répression de la réponse Th1 et de l'infiltrat myéloïde 

chez les souris BALB/c, notamment via la régulation de l'expression de NF-țB, aboutissant ainsi à 

la progression délétère de la leishmaniose viscérale expérimentale. En effet, les souris BALB/c 

déficientes en ST2 ont montré un meilleur contrôle de la charge parasitaire hépatique que les souris 

WT. Le traitement par l'IL-33r a, à l'inverse, induit une tendance à des charges parasitaires plus 

élevées à J60, mais la différence observée n'était pas significative dans les conditions de 

l'expérience. Le protocole d'injection d'IL-33 recombinante a été déterminé à partir de données de la 

littérature sur des modèles murins proposant des cinétiques courtes ou étudiant des effets 

transitoires de l’IL-33, et non dans le cas d'injections répétées sur une cinétique de plusieurs mois 

(Schmitz et al., 2005; Chackerian et al., 2007; Komai-Koma et al., 2007; Humphreys et al., 2008; 

Miller et al., 2008; Yin et al., 2010; Bourgeois et al., 2011). Un traitement avec des doses d'IL-33r 

plus fortes et/ou plus fréquentes ou par une autre voie d’injection, pourrait permettre l'observation 

de charges parasitaires significativement accrues, et conforterait ainsi le rôle de l'IL-33 comme 

facteur de susceptibilité chez les souris BALB/c.  

 

 

 Article 1 : IL-33/ST2 axis is associated with human visceral leishmaniasis and suppresses 

Th1 responses in the liver of BALB/c mice infected with Leishmania donovani. Rostan et al., 

soumis. 
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IL-33/ST2 axis is associated with human visceral leishmaniasis and suppresses Th1 

responses in the liver of BALB/c mice infected with Leishmania donovani. 

Rostan et al., soumis. 
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Article 2 

 

 

Human hepatic stellate cells in primary culture are safe targets for Leishmania donovan.i 

Rostan et al., Parasitology, 2013. 
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Discussion générale 

  

 

La leishmaniose viscérale est une maladie systémique classée comme la seconde maladie 

parasitaire la plus importante derrière le paludisme par l'Organisation Mondiale de la Santé, en 

raison de sa morbidité, de sa mortalité importante et de sa large distribution mondiale. Elle est due 

aux protozoaires du genre Leishmania, et plus précisément aux espèces L. donovani et L. 

infantum/chagasi, parasites du système des phagocytes mononucléés, capables d’envahir les 

organes lymphoïdes et le foie. La leishmaniose viscérale se caractérise par une physiopathologie 

différentielle selon les organes touchés. En effet, la rate et la moelle osseuse sont associées à une 

persistance parasitaire mal contrôlée et des lésions tissulaires importantes. A l'inverse, le foie est le 

site d’une infection aiguë résolutive associée à des dommages tissulaires minimes (Engwerda et 

Kaye, 2000; Stanley et Engwerda, 2007). La réponse efficace du foie contre les leishmanies 

viscérotropes repose sur le développement d'une réponse granulomateuse caractérisée par le 

recrutement séquentiel, autour des macrophages infectés, de différents types de cellules 

immunitaires incluant les cellules NKT, les polynucléaires neutrophiles, les monocytes puis les 

lymphocytes, aboutissant à l'activation macrophagique et à la leishmanicidie (Murray, 2001; Moore 

et al., 2013). Ce contrôle efficace de l'infection leishmanienne au niveau macrophagique repose sur 

le développement d'une réponse immune de type Th1 caractérisée par la sécrétion d'IL-12 et d'IFN-

Ȗ jouant un rôle important dans l'activation cellulaire et la résolution de l'infection. Toutefois, le foie 

est un organe particulier caractérisé par un micro-environnement tolérogène préférentiellement Th2 

caractérisé par la production d'IL-4, d'IL-10 et de TGF-ȕ, permettant de maîtriser la réponse 

immune et d'éviter ainsi les dommages liés à une réponse cellulaire exacerbée (Kemp et al., 1993c; 

Kurtzhals et al., 1994; Bahrenscheer et al., 1995; Stanley et Engwerda, 2007). La contribution des 

différents acteurs cellulaires et solubles de cette réponse mixte Th1/Th2, dans le déroulement de la 

réponse granulomateuse hépatique et la résolution finale de l'infection dans le foie n'est pas encore 

pleinement élucidée. Elle fait l'objet d'une partie des travaux de notre équipe "Agents infectieux 

hépatotropes et co-facteurs environnementaux", au sein de l'Institut de Recherche en Santé, 

Environnement et Travail (UMR IRSET U1085 – INSERM / Université Rennes 1). 

L'IL-33 est une protéine décrite pour la première fois chez l'Homme en 2003, en tant que facteur 

cellulaire associé à la chromatine, et susceptible de participer au phénotype particulier des cellules 

endothéliales cuboïdales facilitant l'infiltrat cellulaire au sein des tissus (Baekkevold et al., 2003). 

En 2005, elle a été décrite comme une cytokine sécrétée, capable d'induire une réponse immune 

préférentiellement Th2 au niveau de ses cellules cibles exprimant son récepteur spécifique ST2 

(Schmitz et al., 2005). Depuis lors, l'IL-33 a été étudiée dans de nombreuses pathologies. Elle est 
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notamment impliquée dans certaines maladies infectieuses au cours desquelles elle peut jouer un 

rôle protecteur ou délétère (Oboki et al., 2010; Liew, 2012; Mirchandani et al., 2012). Au cours de 

la leishmaniose cutanée, une sous-population de lymphocytes ST2+ enrichis au niveau des 

ulcérations chroniques est associée à la répression de l’immunité Th1 au profit d’une polarisation 

Th2 délétère au contrôle de l’infection par L. major (Kropf et al., 2002a; Kropf et al., 2002b; Kropf 

et al., 2003). Le rôle de l’axe IL-33/ST2 au cours de la leishmaniose viscérale n’est pas documenté 

dans la littérature. Au niveau du foie, l’expression d’IL-33 a été détectée au cours d’hépatites aiguës 

et chroniques et associée à la sévérité de la maladie (Marvie et al., 2010; Arshad et al., 2011; 

Arshad et al., 2012a; Chen et al., 2012a). L’objectif de ce travail de thèse a donc été la 

caractérisation du rôle de l’IL-33 et de son récepteur ST2 au cours de l’hépatite granulomateuse 

associée à la leishmaniose viscérale. Les principaux points de discussion à partir des résultats 

obtenus sont les suivants. 

 

L’Interleukine-33 : un biomarqueur de la leishmaniose viscérale évolutive chez l’Homme ? 

 

 Dans un premier temps, l'IL-33 ayant été détectée dans le sérum humain au cours de différentes 

maladies (Ayimba et al., 2011; Chen et al., 2012b; Wang et al., 2012a; Wang et al., 2012b), une 

mesure de son taux circulant a été réalisée dans le sérum de patients atteints de leishmaniose 

viscérale. Le niveau d'IL-33 sérique a été démontré significativement accru dans le groupe de 

patients comparé au groupe contrôle, suggérant que l'IL-33 pourrait être un marqueur de la sévérité 

de la maladie, comme décrit au cours des hépatites virales (Wang et al., 2012a; Wang et al., 2012b). 

D'autres protéines ont été préalablement décrites comme des bio-marqueurs d'une leishmaniose 

viscérale active, incluant des cytokines telles que l'IL-10 (Khoshdel et al., 2009), mais aussi d'autres 

types de protéines telles que HLA-G ou l'Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (Donaghy et al., 

2007; Gangneux et al., 2013). Des travaux réalisés au laboratoire ont en effet démontré qu'une 

activité accrue de l'IDO est observée chez des patients atteints de leishmaniose viscérale, comparés 

à des patients guéris après une chimiothérapie efficace ou à des sujets sains. Une décroissance de 

l'activité de l'IDO reflète dans cette étude la restauration d'une immunité efficace en réponse aux 

traitements anti-parasitaires (Gangneux et al., 2013). De la même manière, il serait particulièrement 

intéressant de suivre l'évolution des concentrations sériques en IL-33 au cours du temps, au moment 

du diagnostic, puis suite à des chimiothérapies efficaces, sur une cohorte de patients plus 

importante. L'étude du niveau d'IL-33 dans le cas de rechutes serait également un paramètre à 

étudier. Parmi les marqueurs de la leishmaniose viscérale, l'IL-10 est classiquement associée à 

l'immunosuppression observée dans le cas d'une maladie active et non observée chez les sujets 

asymptomatiques (Holaday et al., 1993). Afin de caractériser plus finement la place de l'IL-33 
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comme facteur de susceptibilité et éventuel marqueur de pronostic au cours de la leishmaniose 

viscérale évolutive humaine, il serait donc intéressant de comparer son niveau dans le sérum de 

sujets asymptomatiques comparés à des patients atteints d'une leishmaniose viscérale active et à des 

sujets non porteurs des leishmanies. De même, il serait intéressant d'étudier, au cours de la 

leishmaniose viscérale et du portage asymptomatique, les niveaux circulants du récepteur soluble 

sST2 capable de se lier à l'IL-33 sérique et d'en inhiber ainsi les effets, comme observé dans 

différentes maladies infectieuses (Becerra et al., 2008; Wagenaar et al., 2009; Hoogerwerf et al., 

2010; Guerrero et al., 2013). 

Dans la mesure où l'équipe s'intéresse particulièrement à la réponse du foie au cours de la 

leishmaniose viscérale, l'expression d'IL-33 a été recherchée dans le foie d'un patient admis au CHU 

de Rennes. Alors que des travaux antérieurs de l'équipe ont démontré une expression spécifique de 

l'IL-33 dans les noyaux des cellules endothéliales et sinusoïdales dans le foie sain (Marvie et al., 

2010), nous avons ici démontré la présence de cellules endothéliales, mais aussi d'un grand nombre 

d'autres cellules exprimant l'IL-33 dans le foie de notre patient. Afin d'approfondir ces résultats, il 

serait intéressant de réaliser de nouveaux marquages de l'IL-33 hépatique chez d'autres patients 

atteints de leishmaniose viscérale et de comparer le niveau d'expression d'IL-33 ou le nombre de 

cellules IL-33+ à la charge parasitaire hépatique. Cependant, les prélèvements hépatiques ne faisant 

pas partie des éléments diagnostiques habituels de la leishmaniose viscérale en France (Gangneux et 

al., 2006), il n'est pas aisé de disposer de biopsies afin de réaliser de telles études. Dans le cas de 

notre patient, la taille de la biopsie n'a malheureusement pas permis la réalisation de marquages 

supplémentaires permettant la caractérisation des cellules IL-33+. 

 

Quel rôle pour les cellules étoilées du foie dans la réponse à l’infection par Leishmania et la 

synthèse d’IL-33 ? 

 

L'IL-33 est largement décrite comme une cytokine participant au maintien de la polarisation Th2 

au cours de différentes pathologies chroniques, comme observé dans différents modèles parasitaires 

dus à Trichuris muris ou Schistosoma mansoni par exemple (Townsend et al., 2000; Humphreys et 

al., 2008). Dans un modèle d'hépatite chronique induite par le tétrachlorure de carbone 

précédemment développé au laboratoire, l'IL-33 surexprimée au niveau des cellules étoilées du foie 

activées est associée à une inflammation chronique Th2 conduisant à une fibrose hépatique (Marvie 

et al., 2010). Au cours de la leishmaniose viscérale, l'hypertrophie de ces cellules, activées en 

réponse au TGF-ȕ produit par les cellules de Kupffer, est responsable de la fibrose observée chez un 

grand nombre de patients (Duarte et Corbett, 1987; Duarte et al., 2009). Sachant que les fibroblastes 

sont l’une des sources principales d’IL-33 dans différents modèles (Sanada et al., 2007; Moussion 
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et al., 2008; Kobori et al., 2010; Marvie et al., 2010; Sponheim et al., 2010; Campo et al., 2012; 

Savinko et al., 2012; Talabot-Ayer et al., 2012), nous avons entrepris l’infection de cellules étoilées 

hépatiques humaines par L. donovani en culture primaire. 

Nos travaux ont permis de démontrer pour la première fois la permissivité des cellules étoilées 

quiescentes et myofibroblastiques aux leishmanies, avec un pourcentage d’infection moyen 

n’excédant pas 6 % et un nombre moyen de parasites par cellule faible et stable. La survie durable 

des cellules étoilées infectées sans éradication des parasites intracellulaires et sans perturbation de 

leurs propriétés fonctionnelles dans nos conditions expérimentales nous a conduits à considérer les 

cellules étoilées du foie comme de possibles cellules sanctuaires pour L. donovani. Ces cellules 

sanctuaires pourraient contribuer à la persistance des parasites dans l'organisme, à l’instar des 

hépatocytes dans le foie (Gangneux et al., 2005) ou des fibroblastes cutanés et des fibroblastes 

réticulaires des ganglions lymphatiques au cours de la leishmaniose cutanée à L. major (Bogdan et 

al., 2000a). En outre, la permissivité des cellules étoilées du foie à L. infantum (donnée non 

montrée) conforte l’hypothèse d’un rôle de ces cellules dans la dissimulation des leishmanies quelle 

que soit l'espèce incriminée. Un tel mécanisme pourrait expliquer le portage asymptomatique 

largement répandu dans les zones endémiques (Michel et al., 2011) et les réactivations parasitaires 

responsables de rechutes (Dereure et al., 2003; Gorski et al., 2010; Kajaia et al., 2011) ou de 

leishmanioses viscérales d'apparition retardée chez certains patients ayant éventuellement quitté les 

zones endémiques (Badaro et al., 1986; Alvar et al., 1997; Guerin et al., 2002). La recherche de 

cellules étoilées infectées dans le foie de patients ou chez l'animal in vivo est nécessaire pour 

conforter cette hypothèse et établir sa pertinence physiologique au cours des leishmanioses 

viscérales spontanées et expérimentales. Par ailleurs, nos expériences ont été réalisées avec une 

unique souche leishmanienne pour chaque espèce étudiée. Or, des travaux récemment publiés 

suggèrent qu'il existe des différences génétiques entre les souches de L. infantum associées au 

portage asymptomatique et celles responsables de leishmanioses viscérales symptomatiques dans le 

sud de la France (Hide et al., 2013). Il serait donc particulièrement pertinent d'étudier la 

permissivité des cellules étoilées vis-à-vis d’isolats de différentes espèces, afin d'explorer l'impact 

du polymorphisme génétique des souches sur leur capacité à infecter les cellules étoilées, et de 

rechercher un possible lien avec leur latence dans l'organisme. En parallèle, la chimio-sensibilité 

des parasites internalisés par les macrophages ou sanctuarisés dans les cellules étoilées du foie 

mériterait d’être comparée. 

Dans nos conditions expérimentales, l'exposition à L. donovani n'a ni empêché ni favorisé 

l’induction d’IL-33 au cours de l'activation des cellules étoilées fraîchement purifiées, et n'a pas 

modifié son niveau d’expression élevé après leur activation in vitro, comme préalablement décrit 

dans un autre modèle de l’équipe (Marvie et al., 2010). En outre, des dosages cytokiniques 
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effectués sur les surnageants de culture des cellules étoilées activées n’ont pas permis la détection 

d’IL-33 en réponse à l’infection dans nos conditions expérimentales. Dans la mesure où l'IL-33 est 

fortement exprimée par les cellules étoilées activées, elle pourrait être exprimée par ces cellules et 

participer à la régulation de la réponse immunitaire hépatique, dans les cas de leishmaniose 

viscérale sévère présentant une fibrose, comme observé dans le cas des hépatites chroniques virales 

ou toxiques (Marvie et al., 2010). Cependant, la biopsie du patient rennais présentait un grand 

nombre de cellules IL-33+ associées à une charge parasitaire élevée, alors qu’aucune fibrose n’était 

observée. L'ensemble de ces travaux suggère donc que les cellules étoilées hépatiques 

n’apparaissent pas comme la source principale d'IL-33 dans le foie au cours de la leishmaniose 

viscérale. Afin de pallier les limites des études chez l'Homme et des cultures in vitro, des modèles 

murins ont ainsi été développés pour explorer la place de l'IL-33 au cours de la leishmaniose 

viscérale. 

 

Sources et cibles de l’interleukine-33 dans le foie au cours de la leishmaniose viscérale 

expérimentale chez la souris. 

 

Chez la souris C57BL/6, l'infection par L. donovani induit la sécrétion tardive d'IL-33 dans le 

sérum, comme observé au cours de la leishmaniose viscérale humaine. Au niveau du foie, outre les 

cellules endothéliales, un grand nombre de cellules exprimant l'IL-33 a été observé par immuno-

histochimie et immuno-fluorescence, et préférentiellement localisé au niveau des granulomes et 

autour des vaisseaux sanguins. Les cellules IL-33+ n'expriment pas l'Į-SMA, l'un des marqueurs 

d'activation des cellules étoilées du foie, ce qui est cohérent avec les résultats précédents, ainsi 

qu'avec le fond génétique des souris C57BL/6, peu sujettes à développer une fibrose hépatique (Shi 

et al., 1997). Outre les cellules étoilées activées au cours des hépatites chroniques (Marvie et al., 

2010), les hépatocytes engagés vers la mort cellulaire ont également été décrits dans notre équipe 

comme une source d’IL-33 dans le cas d'hépatites aiguës (Arshad et al., 2011; Arshad et al., 2012a). 

Dans notre travail, la taille et la densité des noyaux des cellules IL-33+ chez les souris C57BL/6 

infectées par L. donovani réfute l'hypothèse de leur possible nature hépatocytaire. Afin de 

caractériser les cellules IL-33+, de nombreux co-marquages ont été réalisés, avec des anticorps 

ciblant des marqueurs de différentes populations leucocytaires (F4/80, CD11b, CD11c, MPO, 

CD19, B220, CD3), mais sont restés négatifs. Les cellules IL-33+ semblent en particulier 

dépourvues du marqueur pan-leucocytaire CD45. Ce type cellulaire pourrait toutefois correspondre 

à des leucocytes n'exprimant pas ou faiblement le marqueur CD45, ou réprimant directement ou 

indirectement son expression en réponse à L. donovani dans le foie. Il est enfin plausible que les 

cellules IL-33+ soient, comme suggéré dans la littérature, des cellules engagées dans une voie de 
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mort cellulaire (Moussion et al., 2008; Cayrol et Girard, 2009; Lamkanfi et Dixit, 2009; Arshad et 

al., 2012b), dont les marquages membranaires et cytoplasmiques seraient compromis. Il 

conviendrait donc de valider de nouveaux anticorps, afin de finaliser la caractérisation de la source 

cellulaire d'IL-33 dans le foie au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale.  

Chez les souris C57BL/6, l'IL-33 observée en immuno-fluorescence est clairement localisée dans 

le noyau des cellules. Un rôle de l'IL-33 en tant que facteur nucléaire est donc envisageable. 

Cependant, l'augmentation concomitante du niveau d'IL-33 sérique, ainsi que la corrélation 

significative des niveaux d'expression hépatiques d'IL-33 et de son récepteur ST2, tous deux 

corrélés à l'expression de cytokines clés de la réponse anti-parasitaire, suggèrent un rôle cytokinique 

de l'IL-33 dépendant de ST2. Afin d'explorer ce rôle, des modèles d'infection de souris déficientes 

en ST2, ou sauvages traitées ou non avec de l'IL-33 recombinante, ont été développés. Les souris 

ST2-/-, obtenues par collaboration avec le Pr. Andrew N. McKenzie de l'université de Cambridge 

(Royaume Uni), ayant été générées sur un fond génétique BALB/c, l'expression d'IL-33 et de ST2 a 

été préalablement étudiée sur des souris BALB/c sauvages. De nouveau, l'IL-33 est détectée dans le 

sérum 60 jours après infection, et est exprimée dans un nombre croissant de cellules infiltrantes 

dans le foie entre l’infection et J60, au niveau des granulomes et autour des vaisseaux. Afin de 

rechercher les cellules capables de répondre à l'IL-33, des marquages immuno-histochimiques ont 

été réalisés et ont confirmé la présence de cellules exprimant ST2 au niveau des granulomes. Une 

analyse par cytométrie en flux a été réalisée sur les cellules infiltrantes isolées à partir du foie total 

des souris, et a montré que l'expression de ST2 est majoritairement observée dans les lymphocytes 

B et les macrophages, deux populations fortement enrichies dans le foie en réponse à l'infection. 

Une expression de ST2 sur d'autres populations n'est pas exclue. Au cours de la leishmaniose 

cutanée, il existe en particulier une population de lymphocytes Th2 ST2+ faiblement représentée 

(Kropf et al., 2002b), dont l'existence dans le foie au cours de la leishmaniose viscérale n'est pas 

impossible, bien que nos outils en limitent la détection. 

 

L’interleukine-33 agit comme un répresseur de l’immunité Th1 et un régulateur de l’infiltrat 

myéloïde au cours de la leishmaniose viscérale. 

 

Comme la balance entre immunité Th1 et Th2 est cruciale pour la susceptibilité à la leishmaniose 

viscérale (Saha et al., 2006; Mansueto et al., 2007), un modèle de souris BALB/c ST2-/- ou 

sauvages traitées à l'IL-33 recombinante a permis d’étudier le rôle de l'IL-33 comme éventuel 

facteur de susceptibilité associé à une réponse Th2 au cours de la leishmaniose viscérale. Dans nos 

travaux, l'IL-33 s'apparente à un régulateur négatif de la réponse immune Th1 dépendant de ST2 

chez la souris BALB/c, induisant la répression d'IFN-Ȗ et d'IL-12 sans modification du niveau 
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d'expression d'IL-4 et d'IL-13. Ces résultats sont cohérents avec certaines études présentant l'axe IL-

33/ST2 comme un répresseur de l'immunité Th1 plutôt qu'un inducteur de la réponse Th2, comme 

observé dans le cas de la leishmaniose cutanée (Kropf et al., 2003; Jiang et al., 2012). L'IL-10 est 

une cytokine immunosuppressive classiquement associée à la réponse Th2 et exprimée à la fois par 

les lymphocytes T auxiliaires et régulateurs ainsi que par les macrophages au cours de la 

leishmaniose viscérale. De récents travaux ont démontré un rôle protecteur de l'IL-33 dans la 

maladie de Crohn et l'athérosclérose, via la promotion des lymphocytes régulateurs présentant des 

niveaux d'expression accrus de FoxP3, d'IDO, d'IL-5, d'IL-13 et d'IL-10 (Duan et al., 2012; 

Wasserman et al., 2012). Il serait donc intéressant de caractériser le recrutement des lymphocytes T 

régulateurs FoxP3+, leur niveau d'expression de ST2 dans le foie après infection par L. donovani et, 

le cas échéant, l'effet d'un traitement à l'IL-33 sur l'expression de molécules immunosuppressives. 

Un marquage de FoxP3, compatible avec nos habituels marquages en cytométrie en flux, a été 

récemment mis au point au laboratoire, et permettra d'affiner la caractérisation des différentes 

populations lymphocytaires dans les expériences à venir. 

Parmi les premiers types cellulaires recrutés dans le foie, les monocytes et les neutrophiles sont 

nécessaires à la formation de granulomes fonctionnels et à la clairance parasitaire (Murray, 2000; 

Smelt et al., 2000). Dans nos travaux, l'axe IL-33/ST2 réprime le recrutement des monocytes et 

polynucléaires neutrophiles. Si l'IL-33 est associée à l'attraction de ces cellules dans différentes 

maladies (Alves-Filho et al., 2010; Le et al., 2012), nos résultats concordent avec une étude récente 

démontrant l'effet répresseur de l'IL-33 sur l'infiltrat neutrophilique dans le foie, limitant ainsi les 

dommages hépatiques et la sévérité de la maladie sur un modèle expérimental d'ischémie et 

reperfusion (Sakai et al., 2012). Nous avons également identifié les lymphocytes B comme des 

cellules potentiellement capables de répondre à l'IL-33. Dans la leishmaniose viscérale 

expérimentale à L. donovani, la délétion des lymphocytes B induit une destruction hépatique 

importante associée à un infiltrat neutrophilique exacerbé, par un mécanisme partiellement 

dépendant des complexes immuns formés (Smelt et al., 2000). Les lymphocytes B pourraient donc 

contribuer à cette répression neutrophilique par un mécanisme dépendant de l'axe IL-33/ST2. 

Cependant, dans nos travaux, l’IL-33 réprime les trois principales chimiokines associées au 

recrutement des monocytes et polynucléaires neutrophiles, CCL2, CXCL2 et KC. Or, l'expression 

de ces chimiokines n'est pas décrite au niveau des lymphocytes B, mais au niveau des cellules 

endothéliales, des fibroblastes, des monocytes et des macrophages (Rollins, 1997; Eberlein et al., 

2010). Comme les monocytes/macrophages expriment ST2 dans le foie en réponse à l'infection par 

L. donovani chez les souris BALB/c dans nos travaux, l'action de l'IL-33 sur le recrutement 

cellulaire semble donc préférentiellement liée aux macrophages ST2+. 

NF-țB est un régulateur clé de l'expression de nombreuses cytokines, chimiokines et récepteurs 
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incluant l'IL-12, l'IFN-Ȗ, CCL2, CXCL2, KC et CXCR2 (Goodbourn, 1990; Widmer et al., 1993; 

Ueda et al., 1994; Murphy et al., 1995; Ohmori et al., 1995; Homma et al., 2007; Maxwell et al., 

2007). L'action notamment intracrine de l'IL-33 sur l'activation de ce facteur nucléaire et la 

régulation de son expression est de plus en plus documentée (Schmitz et al., 2005; Sanada et al., 

2007; Ali et al., 2011; Choi et al., 2012; Su et al., 2013). Chez la souris BALB/c infectée par L. 

donovani, l'IL-33 réprime l'expression de la sous-unité NF-țBp65, ce qui pourrait expliquer au 

moins partiellement la répression des chimiokines et cytokines Th1 étudiées. Toutefois, dans la 

mesure où la signalisation de l'IL-33 via ST2 implique notamment l'activation de la voie NF-țB 

(Schmitz et al., 2005), il convient de caractériser les niveaux d'expression des autres sous-unités de 

NF-țB et de son inhibiteur IțB, mais aussi d'étudier l'état d'activation de la voie NF-țB en réponse 

à l'IL-33 dans le contexte d'une infection par L. donovani. L'étude des autres voies de signalisation 

induite en aval de ST2/IL-1RAcP et Myd88 serait également à envisager. Cependant, de telles 

études sont difficilement envisageables in vivo, à moins de trier préalablement les cellules 

infiltrantes du foie par cytométrie en flux. Un modèle cellulaire simple serait une perspective 

intéressante pour confirmer les résultats obtenus chez la souris et appréhender quelques aspects 

mécanistiques. 

 

Les macrophages péritonéaux de souris : un modèle cellulaire simple pour l’étude de l’IL-33 en 

réponse à l’infection par Leishmania in vitro. 

 

Les macrophages sont les cibles préférentielles des leishmanies et sont capables de participer à 

l'orchestration de la réponse granulomateuse et à la résolution de l'infection (Bogdan et al., 2000b; 

Basu et Ray, 2005). Ils correspondent à l'une des populations les plus enrichies dans le foie, et 

constituent la source principale de ST2 dans le foie des souris BALB/c en réponse à L. donovani. Ils 

sont aussi décrits dans la littérature comme une source possible d'IL-33 (Schmitz et al., 2005; Ohno 

et al., 2009; Chang et al., 2011; Rani et al., 2011; Talabot-Ayer et al., 2012). Ils constituent donc un 

modèle de choix pour l’étude de l'axe IL-33/ST2 en réponse à une infection par L. donovani. Au 

sein de l’IRD UMR 152 à Toulouse, l’équipe « Macrophages et Récepteurs Nucléaires dans 

l'inflammation et l'infection » a développé un intéressant modèle d'étude du phénotype des 

macrophages péritonéaux murins après un traitement par des cytokines telles que l'IL-13, dans le 

cas d'infections par des parasites ou des levures (Coste et al., 2008; Gales et al., 2010; Lefevre et 

al., 2010; Olagnier et al., 2011). L'extrapolation de ce modèle à l'étude du rôle de l'IL-33 a permis 

d’obtenir le résultat préliminaire suivant : l'infection par L. donovani induit une sécrétion 

significative d'IL-33, dosée par ELISA dans le surnageant de culture. Les macrophages sont donc 

une source possible d'IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale. De plus, le traitement de 
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macrophages péritonéaux avec de l'IL-33 recombinante a induit une répression significative de NF-

țB, confortant les résultats obtenus chez la souris. L'IL-33 endogène sécrétée par les macrophages 

en réponse à l'infection par L. donovani pourrait donc agir via ST2, comme un répresseur autocrine 

de l'expression de NF-țB, induisant potentiellement la répression de cytokines Th1 et de 

chimiokines en conséquence. 

Par ailleurs, les macrophages sont caractérisés par une plasticité remarquable se traduisant par 

l'apparition de différentes sous-populations macrophagiques présentant des phénotypes et des 

fonctions différentes en réponse aux signaux environnementaux. Les macrophages de type M1 

activés dans un environnement Th1 sont classiquement associés à une réponse pro-inflammatoire et 

au contrôle des infections par les pathogènes intracellulaires. A l'inverse, les macrophages 

alternatifs M2 activés dans un environnement Th2 sont plus volontiers associés à une réponse 

régulatrice limitant les dommages tissulaires, mais propice au contrôle de pathogènes 

extracellulaires tels que les helminthes et les champignons (Mosser et Edwards, 2008). Sur la lignée 

cellulaire RAW264.7, l'IL-33 induit un phénotype macrophagique alternatif associé à la production 

de médiateurs anti-inflammatoires dans un environnement Th2 (Hazlett et al., 2010). A l'inverse, les 

réponses primaires à l'IL-33 des macrophages humains naïfs dérivés de la moelle osseuse exprimant 

constitutivement ST2 favorisent la production de chimiokines M1. Néanmoins, l'ajout d'IL-33 à des 

macrophages M2 préalablement polarisés amplifie l'expression de chimiokines M2, suggérant donc 

que l'IL-33 est capable d'amplifier à la fois les réponses M1 et M2 (Joshi et al., 2010). Il serait donc 

intéressant de caractériser le rôle de l'IL-33 sur la polarisation des macrophages péritonéaux des 

souris BALB/c et C57BL/6, et leur profil d'expression cytokinique et chimiokinique après infection 

par L. donovani. 

Enfin, le foie est caractérisé par un micro-environnement particulier susceptible d’influencer la 

réponse immune anti-leishmanienne (Sheth et Bankey, 2001; Cabillic et al., 2006; Donaghy et al., 

2010). Afin de se rapprocher des conditions physiologiques de la réponse hépatique au cours de la 

leishmaniose viscérale, il serait donc intéressant de développer un modèle de macrophages 

péritonéaux traités par de l'IL-33 recombinante et infectés ou non par L. donovani en milieu 

conditionné hépatique, en employant le modèle précédemment établi au laboratoire pour l’étude des 

cellules dendritiques hépatiques (Cabillic et al., 2006; Donaghy et al., 2010). Ainsi, ces travaux 

préliminaires sur les macrophages péritonéaux murins offrent de nombreuses perspectives pour 

l'étude fine des mécanismes induits par l'IL-33 dans le contexte d’une infection par Leishmania, en 

intégrant l'importance du micro-environnement tissulaire.  
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L’interleukine 33 modifie la réponse de manière différentielle selon le fond génétique résistant 

ou sensible à Leishmania 

 

L'ensemble de nos travaux suggère que la voie IL-33/ST2 est associée à la répression de la 

réponse Th1 et de l'infiltrat myéloïde probablement induite par les macrophages ST2+ recrutés dans 

le foie des souris BALB/c infectées par L. donovani. Or, la production d'IL-12 et d'IFN-Ȗ ainsi que 

l'infiltrat de monocytes et polynucléaires neutrophiles sont essentiels au contrôle de la charge 

parasitaire hépatique. Ainsi, chez les souris BALB/c sauvages, la charge parasitaire hépatique est 

significativement plus élevée que chez les souris ST2-/- à 60 jours post-infection. La déficience en 

ST2 semble donc restaurer les capacités de contrôle de l’infection chez la souris BALB/c, suggérant 

un rôle délétère de l’IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale chez la souris 

BALB/c. Dans le cas d’un traitement avec de l’IL-33 recombinante, une tendance à des charges 

parasitaires plus hautes est observée chez les souris traitées dans les conditions de notre expérience 

et seront prochainement analysées par biologie moléculaire. Ainsi, l'injection d'IL-33 recombinante 

conforte les résultats sur le rôle possible de l'IL-33 comme facteur de susceptibilité à la 

leishmaniose viscérale chez les souris BALB/c. La présence d'un grand nombre de cellule IL-33+ 

dans la rate incapable de contrôler l’infection leishmanienne (donnée non montrée) va dans le même 

sens. 

Chez des souris C57BL/6 déficientes en IL-33 ou traitées avec de l'IL-33 recombinante, un rôle 

positif quoique modeste de l'IL-33 dans le recrutement cellulaire précoce des cellules lymphoïdes et 

myéloïdes est observé. Les différences obtenues avec les multiples modèles déployés au cours de ce 

travail peuvent être attribuées aux fonds génétiques des souris utilisées. L'axe IL-33/ST2 chez les 

souris BALB/c limite la mise en place d'une réponse Th1 nécessaire au contrôle de la charge 

parasitaire au profit d'une réponse Th2 exacerbée. A l'inverse, chez des souris C57Bl/6 capables de 

contrôler efficacement l'infection leishmanienne par la mise en place d'une réponse Th1, l'axe IL-

33/ST2 pourrait avoir un rôle précoce modeste, mais néanmoins favorable à une réponse hépatique 

efficace. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ce phénomène. Tout d'abord, l'IL-33 pourrait 

jouer un rôle favorable via une action pro-Th2 limitant le développement de l'immuno-pathologie 

liée à une réponse Th1 et un infiltrat neutrophilique exacerbés et potentiellement délétères. 

Néanmoins, si l'IL-33 est classiquement décrite comme une cytokine Th2 (Schmitz et al., 2005; 

Liew et al., 2010; Seidelin et al., 2011), quelques études l'associent volontiers à l'immunité Th1. 

L'action favorable de l'IL-33 au cours de la leishmaniose viscérale expérimentale chez les souris 

C57BL/6 pourrait donc résulter du renforcement de l'immunité efficace Th1. En effet, l'IL-33 est 
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capable d'amplifier à la fois les réponses Th1 et Th2 au niveau des basophiles, iNKT et NK purifiés 

à partir de sang humain, ainsi qu'au niveau des lymphocytes Th2 réactifs provenant de sujets 

allergiques (Smithgall et al., 2008). Une autre étude a également décrit l'IL-33 comme induisant, au 

niveau des lymphocytes NK et NKT, la production d'IL-4 et d'IL-13 en présence d'IL-4, mais 

comme induisant la production d'IFN-Ȗ dans un environnement Th1 caractérisé par la présence d'IL-

12 (Bourgeois et al., 2009). L'action pro-Th1 de l'IL-33 semble donc préférentiellement inféodée 

aux cellules de l'immunité innée. Il serait intéressant d'étudier les effets précoces de l'IL-33 sur une 

cinétique d'infection courte permettant d'envisager une éventuelle fonction d'alarmine, comme 

décrit dans d'autres pathologies telle que l'hépatite aiguë (Arshad et al., 2011; Arshad et al., 2012a). 

Les lymphocytes iNKT, rapidement recrutés dans le foie en réponse à l'infection par L. donovani 

chez la souris C57BL/6, jouent un rôle important dans la production de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines participant à l'organisation harmonieuse des granulomes et la 

clairance parasitaire résultante (Robert-Gangneux et al., 2012). Un éventuel dialogue précoce entre 

l'IL-33 et les lymphocytes iNKT durant les premiers jours suivant l'infection par L. donovani chez 

les souris C57BL/6 et BALB/c mérite donc d’être examiné.  

 

Ainsi, l'ensemble de ces travaux indique que l'axe IL-33/ST2 joue un rôle dans le foie au cours 

de la leishmaniose viscérale humaine et expérimentale. Chez la souris BALB/c, l'IL-33 est associée 

à la répression de l'immunité Th1 et des chimiokines assurant le recrutement de cellules myéloïdes 

essentielles au contrôle efficace de l'infection. La place de l'IL-33 comme un bio-marqueur pertinent 

de l'infection chez les sujets susceptibles est donc à explorer sur de plus larges séries. Toutefois, un 

rôle possiblement différent de l'IL-33 chez des hôtes plus résistants est envisageable, au regard de 

travaux préliminaires réalisés chez la souris C57BL/6. Ces données peuvent préfigurer les 

différences de réponse chez l’Homme entre un hôte susceptible de présenter une infection évolutive 

et un hôte résistant qui pourra rester asymptomatique après infection. L'ensemble des modèles 

employés dans ce travail, in vitro et in vivo chez l'Homme et la souris, ouvre de nombreuses 

perspectives pour l'étude fine du rôle l'IL-33 au cours de la leishmaniose humaine et expérimentale, 

dans les stades précoces de la maladie comme aux stades tardifs éventuellement associés à une 

fibrose hépatique. Des modèles cellulaires tels que les macrophages péritonéaux murins infectés par 

L. donovani devraient permettre d'approfondir davantage les résultats obtenus et à venir par une 

approche plus mécanistique. 
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Partie I : Etude du rôle des lymphocytes NKT invariants au cours de la leishmaniose viscérale 

expérimentale chez la souris C57BL/6 

 

 

I. Contexte 

 

Le développement des granulomes inflammatoires autour des cellules de Kupffer infectées est 

nécessaire à la clairance parasitaire au cours de la leishmaniose viscérale. Les lymphocytes NKT 

invariants (iNKT) sont des cellules T prédominantes dans le foie de souris et peuvent synthétiser de 

grandes quantités d’IL-4 et d’IFN-Ȗ, deux cytokines impliqués dans la formation granulomateuse.  

 

 

II. Matériel et méthodes 

 

Dans cette étude, nous avons analysé le rôle des lymphocytes iNKT dans la réponse immune 

hépatique au cours de l’infection par L. donovani, sur un modèle de souris C57BL/6 sauvages ou 

déficientes en iNKT (JĮ18-/-) sacrifiées 15, 30 ou 60 jours après infection. La charge parasitaire 

hépatique a été quantifiée par calcul des Leishman Donovan Unit (LDU), l’expression cytokinique a 

été étudiée par PCR quantitative et ELISA, l’infiltrat cellulaire a été caractérisé par cytométrie en 

flux et la formation granulomateuse a été analysée par immuno-histochimie. 

 

 

III. Résultats 

 

 

Alors que les animaux sauvages ont rapidement contrôlé l’infection et développé une réponse 

inflammatoire associée à un influx massif de lymphocytes iNKT observés par cytométrie en flux, 

les souris JĮ18-/- ont présenté des charges parasitaires significativement plus élevées à chaque point 

de la cinétique, associées à un retard de maturation des granulomes. L’analyse du transcriptome 

cytokinique a montré que les ARNm de 90 gènes codant des chimiokines, cytokines et leurs 

récepteurs étaient réprimés chez les souris JĮ18-/- sur 101 gènes étudiés. La quantité d’IL-4 et TNF-

Į détectée par ELISA dans des extraits hépatiques était également significativement réduite chez les 

souris JĮ18-/-. En accord avec l’analyse par cytométrie en flux, le profil du cytokinome des souris 

sauvages présentait un biais d’expression vers des chimiokines attirant les lymphocytes T à J15, et 
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un changement vers l’expression de granulocytes et/ou monocytes à J60. Chez les souris JĮ18-/-. 

L’expression significativement réprimée des ARNm CXCL5, CCL2 et CXCL2 a été corrélée avec 

un défaut d’attraction de cellules exprimant la myéloperoxydase observé par immuno-histochimie et 

avec un infiltrat de granulocytes et monocytes dans le foie comme démontré par cytométrie en flux.  

 

 

IV. Conclusion 

 

Ces données indiquent que les lymphocytes iNKT jouent un rôle précoce et soutenu dans la réponse 

cytokinique pro-inflammatoire, contribuant à l’organisation de granulomes hépatiques efficaces et 

ainsi à la clairance parasitaire. 

 

  

 

 

 Article 3 : Invariant NKT cells drive hepatic cytokinic microenvironment favoring efficient 

granuloma formation and early control of Leishmania donovani infection. Robert-Gangeux, 

Drogoul, Rostan et al., PLoS One, 2012. 
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Invariant NKT cells drive hepatic cytokinic microenvironment favoring efficient 

granuloma formation and early control of Leishmania donovani infection. 

Robert-Gangeux, Drogoul, Rostan et al., PLoS One, 2012. 
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Partie II : Etude des propriétés immunostimulatrices des cellules dendritiques humaines 

infectées par Leishmania donovani dans un modèle de micro-environnement hépatique in vitro 

 

 

 

I. Contexte 

 

Les cellules dendritiques hépatiques favorisent une réponse suppressive susceptible de 

contribuer à la tolérance hépatique. L’objectif de ce travail était l’étude de l’impact du micro-

environnement hépatique sur les propriétés immunes des cellules dendritiques infectées par L. 

donovani, et de rechercher un impact potentiel des propriétés tolérogénes des cellules dendritiques 

hépatiques dans la réponse anti-leishmanienne. 

 

 

II. Matériel et méthodes 

 

Un modèle approprié de cellules dendritiques différenciées à partir de monocytes a été 

développé, avec des milieux conditionnés provenant de cellules épithéliales bilaires de rat ou de 

cellules non parenchymateuses de foie humain. Ces cellules ont ensuite été infectées, dans le but 

d’étudier leurs propriétés fonctionnelles par cytométrie en flux, ELISA et réaction mixte 

lymphocytaire. 

 

 

III. Résultats 

 

Les cellules dendritiques différenciées en milieu conditionné hépatique présentaient un 

phénotype CD14+ CD16+ CD123+, soit un phénotype semi-mature intermédiaire entre monocytes et 

cellules dendritiques. Elles sécrétaient peu d’IL-12p70 et beaucoup d’IL-10, et avaient une capacité 

altérée à stimuler la prolifération des lymphocytes T allogéniques et la sécrétion d’IFN-Ȗ. 

L’infection de ces cellules dendritiques hépatiques par L. donovani a restauré leur capacité de 

stimulation de la prolifération des lymphocytes T allogéniques, et induit la sécrétion d’IFN-Ȗ. 
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IV. Conclusion 

 

Les propriétés immunostimulatrices spécifiques des cellules dendritiques hépatiques infectées 

pourraient amplifier la maturation des granulomes hépatiques dépendante de l’IFN-Ȗ, assurant ainsi 

le contrôle de l’infection hépatique au cours de la leishmaniose viscérale.  

 

 

 Article 4 : Immunostimulatory properties of dendritic cells after Leishmania donovani 

using an in vitro model of liver microenvironment. Donaghy, Cabillic, Corlu, Rostan et al., PLoS 

Neglected Tropical Diseases, 2012. 
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 using an in vitro model of liver microenvironment. 

Donaghy, Cabillic, Corlu, Rostan et al., PLoS Neglected Tropical Diseases, 2012. 
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IL-33/ST2 axis is associated with human visceral leishmaniasis and suppresses Th1 responses in 

the liver of BALB/c mice infected with Leishmania donovani 
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Abstract  
During visceral leishmaniasis, the control of hepatic parasite burden is mainly due to the granuloma 
assembly, in a micro-environment consisting of both Th1 and Th2 components. Using ELISA dosages, 
q-PCR, immunohistochemistry and flow cytometry, we studied the role of IL-33, a recently described 
cytokine signaling through ST2 receptor, during visceral leishmaniasis. 
We showed that a higher level of IL-33 was detected in the serum of patients with visceral 
leishmaniasis compared to healthy donors, and demonstrated the presence of IL-33+ cells in the liver 
biopsy of a patient. Similarly, in BALB/c mice experimentally infected with L. donovani, a higher 
level of IL-33 was detected in the serum, as well as the presence of IL-33+ cells and ST2+ cells in the 
mouse liver. In ST2-/- BALB/c mice, a better control of the hepatic parasite burden and a reduced 
hepatomegaly were observed. This was associated with a strong induction of Th1 cytokines (IFN-Ȗ, 
IL-12) compared to WT mice, and a better recruitment of myeloid cells associated with strongly 
induced chemokines (CCL2, CXCL2) and receptors (CCR2, CXCR2). Conversely, BALB/c mice 
treated twice weekly with recombinant IL-33 showed a dramatically reduced induction of Th1 
cytokines and a delayed inhibition of monocytes and neutrophils recruitment in the liver, associated 
with reduced KC and CXCR2 expression. 
Taken together, our results suggest that IL-33 could be a new deleterious regulator of the hepatic 
immune response against Leishmania donovani, via the repression of the Th1 response and myeloid 
cell recruitment. 
 

Importance 
Visceral leishmaniasis is a life-threatening systemic disease due to the Leishmania protozoa L. 
infantum and L. donovani, and is ranked by the World Health Organization as second most important 
protozoan parasitic disease after malaria for its grave morbidity, high mortality and global distribution. 
Leishmania parasites subvert the host immune response to propagate to target organs, the spleen, the 
bone marrow and the liver. Control of hepatic parasite burdens depends on a delicate and poorly 
understood Th1/Th2 immune balance. To better understand this complex immune response, new 
cytokines are interesting targets for research studies. IL-33 is a newly described cytokine usually 
associated with Th2 response and involved in different diseases including infectious diseases and 
hepatitis. Our results suggest that IL-33 could be a new factor of susceptibility and a potential 
prognostic marker during visceral leishmaniasis. 
 

Key words: IL-33, ST2, Visceral leishmaniasis, Th1 cytokines, Chemokines, Monocytes, Neutrophils, 
Leishmania donovani  
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Introduction 
 

Interleukin-33 (IL-33) is a recently identified 
member of the IL-1 cytokine family that can act 
either as a nuclear binding factor or as a cytokine 
(4, 50). Once secreted, IL-33 signals through a 
heterodimer composed of the ST2 specific 
receptor (also called T1 or IL-1RL1) and the IL-
1 receptor accessory protein, which is a member 
of the IL-1 receptor family (50). Before the 
discovery of IL-33, ST2 was known as a Th2 
cell marker constitutively expressed or induced 
on several immune cell types, such as Th2 
lymphocytes, invariant natural killer T (iNKT),  
natural killer (NK) cells, cytotoxic T cells, 
monocytes, macrophages, dendritic cells, 
polymorphonuclear neutrophils (PMN), mast 
cells, basophils and eosinophils (37). 
Accordingly, IL-33 has a broad range of effects 
on the immune system, either proinflammatory 
effects or promotion of Th2 immune response, 
leading to beneficial or worsening outcomes 
depending on the clinical setting (27, 41). IL-33 
plays a deleterious role in many auto-immune 
diseases such as rheumatoid arthritis (44, 60) 
and inflammatory bowel disease (5), and induces 
a predisposition to asthma and other allergic 
diseases (19, 24). Conversely, IL-33 has a 
protective role in many diseases associated with 
exacerbated Th1 response like atherosclerosis 
(35) and in some cardiovascular or metabolic 
diseases (33-34). During infectious diseases, IL-
33 may also play opposing roles depending on 
the organ involved and the Th1/Th2 immune 
balance necessary to control the infection. IL-33 
was shown to be protective during sepsis (1) or 
keratitis due to Pseudomonas aeruginosa (14) 
and during infections with Trichuris muris (16), 
Schistosoma mansoni (56) or Toxoplasma gondii 
(17), whereas it is deleterious during cutaneous 
leishmaniasis. In Leishmania major infected 
mice, it was demonstrated that a minor 
population of ST2+ Th2 cells were specifically 
enriched in the non healing infection site (20), 
and that blockade of ST2 using a ST2-specific 
blocking antibody or a fusion protein T1-Fc, 
resulted in the development of less severe 
disease, with reduced parasite load and a switch 
in T cell response polarity to a protective Th1 
response (21). 

During visceral leishmaniasis (VL) due to L. 
infantum and L. donovani, the control of hepatic 
parasite burden is mainly due to a granulomatous 

inflammatory response, mostly involving 
Kupffer cells (KC) and infiltrating blood 
monocytes (40). In experimental models of VL, 
IL-12 plays a pivotal role by initiating a Th1 cell 
response with the production of IFN-Ȗ, which 
activates macrophages leading to parasite death 
(11). However, regarding its sustained 
exposition to many antigens and chemicals, the 
liver is characterized by a tolerogenic Th2 biased 
micro-environment, with IL-10 and TGF-ȕ 
secretion (6). Thus, a peculiar immune 
environment involving both Th1 and Th2 cells is 
usually described during VL and is associated 
with the efficient granuloma assembly and 
parasite killing (10, 54). Recently described 
cytokines could be involved in this complex 
hepatic immune response. Whereas ST2 is 
clearly associated with the deleterious Th2 
response against L. major in the skin during 
cutaneous leishmaniasis (21), no data are 
available about the role of IL-33 and ST2 in the 
liver during VL. Here, we show that IL-33 and 
ST2 are expressed in the liver during human and 
experimental murine VL. ST2 deficiency in 
transgenic BALB/c mice led to better controlled 
parasite burden in the liver, associated with an 
early infiltrate of PMN and monocytes and a 
Th1 polarized immune response. Conversely, 
injection of recombinant IL-33 in BALB/c mice 
led to repressed Th1 response and limited 
infiltrate of PMN and monocytes. 
  
 
Results 

 
Human visceral leishmaniasis is associated 

with increased serum IL-33 and IL-33 
expression in the liver 

IL-33 was detected at significantly higher 
levels in the serum of the 6 VL patients than in 
the 21 healthy controls (41.8±13.5 pg/mL, 
versus 8.6±2.2 pg/mL, p=0.0105) (Figure 1A). 
All dosages were carried out before onset of 
treatment. 

Immunohistochemical staining of the liver 
biopsy obtained from a patient with VL revealed 
huge parasite burden, associated with numerous 
IL-33 positive cells, either endothelial cells or 
infiltrating cells and cells surrounding 
granulomatous foci (Figure 1B). These 
observations led us to further investigate the role 
of IL-33 in murine models. 
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Infection with L. donovani is associated with 

increasing levels of serum IL-33 and IL-33 
expression in the liver 

IL-33 levels were measured in the serum of 
BALB/c mice infected with L. donovani at 
different time points of the disease, and revealed 
a low level of detection in non infected mice 
(3.4±1.8 pg/mL), as well as at day 15 and day 30 
post-infection (respectively 2.4±2.3 and 4.1±4.1 
pg/mL). A significant increase in IL-33 was 
detected in the serum at day 60 with a mean 
concentration of 89.7±20.1 pg/mL (p<0.05 
compared with D0, D15 and D30) (Figure 1C).  

As for human, immunohistochemical staining 
of liver biopsies using a goat anti-mouse IL-33 
revealed the presence of a specific nuclear 
staining in cells preferentially located in 
granulomas and infiltrates surrounding blood 
vessels at D60 (Figure 1D), and to a lower extent 
at D15 and D30 (data not shown). In addition, as 
classically described, some endothelial cells 
were also IL-33+, as confirmed via a co-staining 
of IL-33 and CD31 by immunofluorescence on 
liver frozen sections at all time points (data not 
shown). 
 
Infection with L. donovani induces the 
recruitment of ST2+ cells in the liver of BALB/c 

mice 
In order to study the impact of this IL-33 

hepatic expression and late systemic secretion, 
the presence of ST2 expressing cells was first 
demonstrated by immunohistochemistry in the 
liver at D60 (Figure 2A). A flow cytometry 
analysis in the whole liver using the same 
antibody revealed a specific ST2 expression in 
CD11b+ GR1int cells and in CD19+ cells 
compared with isotype control antibody (Figure 
2B). Indeed, the MFI ratio of anti-ST2 antibody 
and isotype were respectively 2.2 and 2.3 and 
significantly differed from 1, whereas other 
analyzed cell populations showed lower and non 
significant ratios (Figure 2C). On day 60 after 
infection, no significant change was observed in 
the MFI ratio for any cell type (Figure 2C). 
However, a significant infiltrate of all analyzed 
cell types was observed at D60 compared to non 
infected mice, with a 5.5 fold increase of 
CD11b+ GR1int cell number in the total liver, 
whereas other cell types were only 2.5 to 3.8-
fold increased (Figure 2D), leading to an 
enrichment of ST2+ cells after infection. 
 

The hepatic Leishmania burden is better 

controlled in ST2-/- BALB/c mice 
To address the role of the ST2+ infiltrating 

cells, the hepatic immune response was 
compared in wild-type (WT) and ST2 deficient 
mice after infection with L. donovani. In WT 
mice, the parasite burden was significantly 
higher at D60 (757.0±125.3 LDU), compared 
with D15 and D30 (399.4±76.86 and 
389.5±73.67 LDU, respectively). In ST2-/- mice, 
the parasite burden was not different from WT 
mice at D15 and D30, but no increase was 
observed at D60. At this time post-infection, the 
liver parasite burden was significantly lower in 
ST2-/- mice (400.8±69.62 LDU) compared to 
WT mice (p<0.05) (Figure 3A). 

The uncontrolled parasite burden in BALB/c 
mice at D60 was associated with an important 
hepatomegaly, a common feature of VL. Indeed, 
the weight of the liver reached 1.4±0.1 g at D60, 
and was significantly increased, compared with 
non infected mice (1.1±0.1, p<0.05). The basic 
liver weight of non infected ST2-/- mice was 
comparable to that of non infected WT mice, but 
at D60 it was significantly lower in ST2-/- mice 
compared to WT mice (1.0±0.1, p<0.05) (Figure 
3B). 
 
ST2-/- mice infected with L. donovani display a 
Th1 polarized immune response 

As the hepatic immune response against L. 
donovani is highly dependent on cytokine 
induction, q-PCR analyses were performed on 
hepatic lysates to quantify the induction of key 
Th1 and Th2 cytokines. Whereas IL-12p35 was 
not significantly induced in WT mice during the 
course of the disease, a strong induction was 
observed in ST2-/- mice at D15 and D60 (p<0.01 
and p<0.05, respectively) (Figure 4A). Similarly, 
IFN-Ȗ was not significantly induced in infected 
WT mice compared to non infected mice, but a 
significant induction was observed in ST2-/- mice 
at early and late time points (p<0.05) (Figure 
4B). In contrary, IL-13 and IL-4 were not, or 
were weakly, detected with no difference 
between infected and non-infected mice (data 
not shown). 
 
Monocytes and PMN are recruited early in the 
liver of ST2-/- BALB/c mice in response to L. 

donovani infection 
As monocytes and PMN are important cell 

types recruited early in the liver for an efficient 
immune response against L. donovani, some key 
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chemokines involved in their attraction, CCL2 
and CXCL2, were quantified by q-PCR. A 
significant elevation in CCL2 mRNA was 
observed at D15 (p<0.05) and D30 (p<0.01) in 
the ST2-/- samples as compared to those from 
WT mice (Figure 5A). A significant rise of 
CXCL2 expression was also observed in ST2-/- 
mice at D30 (p<0.001) with a significantly 
stronger induction compared to WT mice 
(p<0.05) (Figure 5B). 

To quantify the recruitment of CCL2 and 
CXCL2 responding cells, the induction of CCR2 
and CXCR2 receptors was analyzed by q-PCR in 
hepatic lysates. CCR2 was not perceptibly 
induced in WT mice, whereas a significantly 
higher induction was observed in ST2-/- mice at 
D15 (p<0.05) and D30 (p<0.01) (Figure 5C). 
Similarly, a significant induction of CXCR2 was 
observed at D15 in ST2-/- mice, compared to WT 
mice (p<0.001) (Figure 5D).  

To address the role of CCL2 and CXCL2 to 
recruit myeloid cells in the liver during the 
course of infection, the expression of the 
myeloperoxidase (MPO) was quantified by q-
PCR in the liver. The expression of this enzyme, 
mostly expressed in PMN, was higher in ST2-/- 
mice after infection (p<0.05 at D30) (Figure 5E). 
To confirm the stronger myeloid cell recruitment 
in ST2-/- mice, an immunohistochemical staining 
using an anti-MPO antibody was performed on 
liver sections. The number of MPO+ cells was 
expressed by the tissue surface (mm2). A striking 
infiltrate of MPO+ cells was observed at D15. At 
this time point, the number of MPO+ cells was 
two-fold higher in ST2-/- compared to WT mice 
(p<0.05) (Figure 5F-H), but no significant 
difference was observed between WT and ST2-/- 
mice at D30 and D60 (Figure 5F). 
 
Recombinant IL-33 treatment limits the Th1 

immune response in infected BALB/c mice 
In order to consolidate the data obtained with 

ST2 deficient mice and address more 
specifically the role of free IL-33 in the liver, 
BALB/c WT mice were infected with L. 
donovani and treated intraperitoneally with 
recombinant IL-33 (rIL-33) twice a week until 
D15, D30 or D60. 

A dramatic reduction of hepatic IFN-Ȗ and 
IL-12p35 induction was observed in rIL-33 
treated mice compared to non treated mice (NT) 
(p<0.001 and p<0.05 on day 60, respectively) 
(Figure 6A-B). No difference was observed in 
the induction levels of IL-4 and IL-13 at all time 

points (data not shown), suggesting a specific 
Th1 repression in the liver of BALB/c mice in 
response to IL-33. Additionally, a mild increase 
in parasite loads was observed in treated mice 
compared to NT mice (528±83 LDU and 433±56 
LDU at day 30, respectively, p=ns). 
 
Treatment of BALB/c mice with rIL-33 inhibits 

the hepatic recruitment of monocytes and PMN 
after infection with L. donovani 

Quantitative analysis of chemokine mRNA in 
liver lysates showed a significant induction of 
CCL2 at D15, D30 and D60 and of CXCL2 at 
D15 and D30 (p<0.05), but the kinetics was 
surprisingly similar between NT and rIL-33 
treated mice for both chemokines (Figure 7A-B). 

The induction of chemokine receptors was 
also analyzed. A significant induction of CCR2 
was observed at all time points (p<0.05 at day 15 
and p<0.01 at day 60), with no obvious 
difference between NT and rIL-33 treated mice 
(Figure 7C). CXCR2 was also significantly 
induced in both NT and rIL-33 treated mice 
(p<0.01 and p<0.05, respectively), but to a lower 
extent at D30 and D60 in rIL-33 treated mice 
(p<0.05 between both groups of mice at day 60) 
(Figure 7D). The discrepancy of reduced 
CXCR2 but unmodified expression of CXCL2 in 
rIL-33 treated mice led us to investigate KC 
expression, since KC responding cells also 
express CXCR2. This chemokine was indeed 
significantly induced in the liver of NT mice at 
D15, D30 and D60 (p<0.05), whereas it was 
significantly repressed at D60 in treated mice, 
compared to NT mice (p<0.001) (Figure 7E). 

To analyze the impact of KC and CXCL2 
repression in rIL-33 treated mice, infiltrating 
MPO+ cells were counted on liver sections 
stained by immunohistochemistry. As expected, 
a significant recruitment of MPO+ cells was 
observed in NT mice at D30 and D60 (p<0.05). 
In rIL-33 treated mice, the number of MPO+ 
cells was similar at D15 and D30 but 
significantly lower at D60 (p<0.05) (Figures 7F-
H). Flow cytometry analysis was performed on 
infected NT or rIL-33 treated mice to 
characterize the presence of PMN and 
macrophages in the total liver during the course 
of the disease. In agreement with 
immunohistochemistry, no difference was 
observed between NT and rIL-33 treated mice at 
D15 and D30, but the number of CD11b+ 
GR1high cells was significantly reduced in rIL-33 
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treated mice at D60, as well as the number of 
CD11b+ GR1int cells (Figures 7I-J). 
 

 
Discussion  
 

IL-33 is a recently described cytokine with 
involvement in many diseases (23, 26, 36, 41, 
43). Our team and others have contributed to the 
characterization of IL-33 sources during acute 
hepatitis (2-3). During chronic hepatitis, 
expression of IL-33 and its receptor ST2 is 
associated with sustained inflammation and Th2 
response leading to fibrosis in the liver of both 
mouse and humans, with a correlation between 
IL-33 expression and fibrosis severity (30). As 
liver fibrosis is a common feature during visceral 
leishmaniasis (VL) (7), we investigated the 
expression of IL-33 during human VL. 
Significant IL-33 release in the serum of VL 
patients was observed compared with healthy 
blood donors, and numerous IL-33+ cells were 
detected by immunohistochemistry in the liver 
biopsy from a patient. Thus, IL-33 could be 
either a biomarker of the disease which could 
reflect its severity, or a marker among others of 
the host defense against Leishmania parasites. 
The large variation in the IL-33 levels in the 
patients (SEM=13,50) compared with healthy 
donors (SEM=3,227) suggests a variable release 
of IL-33, possibly depending on the severity of 
the disease, the genetic background of the 
patient, the immunologic status and/or other 
associated diseases. The place of IL-33 and ST2 
as diagnostic or prognostic tools, as proposed in 
other diseases (18, 55), should be explored in a 
larger and prospective study of VL patients with 
different risk factors, but also before and after 
treatment. 

To elucidate the role of IL-33 during VL, a 
model of BALB/c mice was used. As observed 
in humans, IL-33 was significantly increased in 
the serum of BALB/c mice infected with L. 
donovani and was detected in the liver by 
immunohistochemistry. As expected, most 
endothelial cells were IL-33+ cells (38), but 
additionally, numerous IL-33+ infiltrating cells 
were observed in the hepatic tissue, mainly 
located in granulomas. This led us to investigate 
the effect of IL-33 on the recruitment of ST2+ 
immune cells in the liver of BALB/c mice. 
Immunohistochemistry revealed the localization 
of ST2+ infiltrating cells in and around the 
granulomas, suggesting a regulatory role for IL-

33 signaling via ST2 in the granulomatous 
response against L. donovani. Flow cytometry 
analysis of the liver immune cells showed the 
presence of ST2+ macrophages and ST2+ B 
lymphocytes in the liver of BALB/c mice, but no 
significant increase of ST2 MFI was observed 
after infection. However, the important 
recruitment of monocytes/macrophages (5.5) 
and B lymphocytes compared to other immune 
cell types could account for enrichment in ST2+ 
cells in the liver after infection. Interestingly, 
flow cytometry analysis on C56BL/6 mice, 
performed simultaneously, showed lower levels 
of ST2 MFI (data not shown). Since C56BL/6 
mice display a preferential Th1 immune 
response whereas BALB/c mice are known as 
having a Th2-biased genetic background (28), 
these data are consistent with the widely 
recognized function of ST2 as a marker 
associated with Th2 response (22, 51, 57). As 
the balance between Th1 and Th2 responses is 
critical for VL susceptibility (29, 47), we further 
investigated whether IL-33 could act as a factor 
of susceptibility associated with Th2 response. 

ST2 deficient BALB/c mice indeed showed a 
better control of the hepatic parasite burden and 
a reduced hepatomegaly, compared with wild-
type (WT) congenic controls. During cutaneous 
leishmaniasis (CL) due to L. major, the blockade 
of ST2 in BALB/c mice was associated with 
limited lesions and better control of the parasite 
burden, via an improved Th1 response. 
Similarly, we showed a switch in the immune 
response in favor of Th1, with an increased 
expression of IFN-Ȗ and IL-12 in the liver of 
ST2-/- mice during VL, both cytokines of utmost 
importance in the control of infection. The 
expression of Th2 cytokines such as IL-13 and 
IL-4 did not significantly differ during the 
course of murine VL between WT and ST2-/- 
mice (data not shown). Inversely, recombinant 
IL-33 (rIL-33) treated mice displayed reduced 
IL-12 and IFN-Ȗ induction levels without change 
in IL-4 expression in the liver. These data 
suggest that IL-33 could act as a repressor of 
Th1 response during VL as observed during CL 
(21), rather than an inducer of Th2 response as 
described during other diseases (45, 56).  

The influx of both monocytes and PMN is 
necessary for functional granuloma 
formation and final parasite clearance in the liver 
(9, 40, 53). Previous studies of our team and 
others showed a key role of CCL2, CXCL2 and 
KC in the recruitment of these myeloid cells and 
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the efficacy of disease control (8, 32, 46), thus 
we focused on these chemokines. We observed 
an earlier and stronger induction of CCL2 and 
CXCL2 in ST2-/- mice than in WT mice, 
associated with a higher induction of their 
corresponding receptors CCR2 and CXCR2. 
Conversely, rIL-33 treated mice displayed an 
impaired induction of CXCR2, delayed to 60 
days post-infection. This apparent difference in 
kinetics is probably linked to these experimental 
models, with an early impact of genetic ST2 
deficiency on micro-environmental factors, but 
late effects of long-term treatment with low rIL-
33 dosages. Moreover, no difference in CCL2 
and CXCL2 was observed between treated and 
non-treated mice, whereas KC was dramatically 
reduced in rIL-33 treated mice and was 
unmodified in ST2-/- mice (data not shown). 
These results suggest that beside CCL2 and 
CXCL2, KC is also implicated in the recruitment 
of MPO+ cells in BALB/c mice and can be 
down-regulated by IL-33. Overall, the reduction 
of CCL2, CXCL2 and KC induction associated 
with IL-33 signaling in both models was 
correlated with the decrease in monocytes and 
PMN influx in the liver. Although divergent 
conclusions can be found in the literature 
regarding the role of IL-33 in monocytes and 
neutrophils recruitment according to the model 
(1, 25-26, 48), it is frequently associated with 
inflammatory responses and cell attraction 
during inflammatory diseases. By contrast, our 
results are consistent with a recent study, 
showing that IL-33 was associated with a 
repression of neutrophils recruitment, thereby 
limiting liver damage and disease severity in an 
experimental model of liver ischemia and 
reperfusion (48).  

The signaling pathways underlying the down-
regulation of Th1 effectors in our model remain 
to be determined. As IL-33 is known to be a 
regulator of the NF-țB pathway (49), and NF-
țB is a key regulator of cytokines, chemokines 
and receptors expression, including IL-12 (15, 
39), IFN-  (12), KC (42), CCL2 (58), CXCL2 
(59) and CXCR2 (31), which were identified to 
be of major interest in our study, the study of 
NF-țB regulation by IL-33 in infected cells 
should be undertaken to better understand the 
mechanism of action of IL-33 during VL. As a 
first approach, we analyzed the NF-țBp65 
induction by q-PCR on liver extracts, which 
revealed a significant overexpression in ST2-/- 
BALB/c mice and a significant downregulation 

in rIL-33 treated mice compared to WT 
untreated mice (data not shown). These results 
suggest that IL-33 could repress the NF-țBp65 
expression, as stated in a previous study (49), in 
order to counterbalance the NF-țB induction 
observed in response to Leishmania infection  
(13, 52), leading to downregulation of 
chemokines and Th1 cytokines. As IL-33 
signaling via ST2 is usually associated with NF-
țB activation (50), the apparent down-
modulation of NF-țBp65 expression by IL-33 
during L. donovani VL needs further 
investigations to better characterize the post-
translational regulation of NF-țB pathways in 
this model.  

In conclusion, our results showed that in 
BALB/c mice, the IL-33/ST2 pathway does not 
to control L. donovani infection, but instead is 
associated with the down-regulation of the Th1 
response and poorer outcome. The role IL-33 as 
a prognostic marker during VL in humans 
should be explored. 
  
 
Materials and Methods 

 
Ethics statement 

The study on mouse models was carried out 
in accordance with the French institutional 
guidelines (Direction des Services Vétérinaires, 
agreement number #35-135), and with the EC 
directive #86/609/CEE. The use of ST2-/- mice 
in our animal facilities was approved by the 
Commission Génie Génétique (Ministère de 
l’Enseignement Supérieur et de la Recherche, 
agreement number 5387-CA-1). Human blood 
samples were collected after written informed 
consent was obtained from the patients. 
 
Patients 

The sera from patients with VL (n=6) and 
healthy donors (n=21) were collected for IL-33 
dosage. A liver biopsy performed during the 
diagnosis of one case of VL was also available 
for histological analysis with IL-33 staining. 
 
Mice 

Female BALB/c wild-type mice were 
purchased from Janvier Laboratories (Le Genest-
Saint-Isle, France) and acclimatized for at least 
10 days before challenge. BALB/c ST2-deficient 
(ST2-/-) mice (56) and were backcrossed for at 
least 10 generations. Mice were bred and housed 
in our animal facilities. Mice were 7-12-weeks-
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old when challenged with L. donovani. Naïve 
congenic mice, matched according to age, were 
used as non-infected controls. 
 
Parasites and infection of mice  

The L. donovani strain 
(MHOM/SD/97/LEM3427, typed as Zym MON-
18 by the Centre National de Référence des 
Leishmanioses, Montpellier, France) was 
maintained in vivo by serial murine passages and 
grown in vitro on NNN (Novy-McNeal-Nicolle) 
blood agar at 27°C. Prior to infection, 
amplification of promastigotes was carried out 
by culture in Schneider’s Drosophila medium 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 
10% FCS, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL 
streptomycin, for 6 days at 27°C, until they 
reached stationary phase. Animals were infected 
on day 0 (D0) by intraperitoneal injection of 108 
promastigotes, and groups of 4-13 mice were 
sacrificed on D15, D30, or D60. Prior to 
sacrifice, blood was collected by retro-orbital 
puncture, and the serum was stored at -80°C. 
The liver was recovered and weighed, cut into 
pieces and then used for immune cell typing by 
flow cytometry or formalin-fixed and paraffin-
embedded or snap frozen in isopentane/liquid 
nitrogen for mRNA extraction. 
 
Treatment with recombinant IL-33 

Recombinant IL-33 (rIL-33) was purchased 
from Peprotech. Mice were infected with L. 
donovani at D0 as previously described and then 
intraperitoneally treated with 0.5 µg of rIL-33 
per mice twice a week until their sacrifice at 
D15, D30 or D60. 
 
Serum IL-33 quantification 

IL-33 was quantified in the serum of both 
human and mouse serum with a 1:2 dilution 
using respectively the specific human and mouse 
Duoset ELISA® development systems (R&D 
Systems), according to the manufacturer’s 
instructions, except for the reveal step in which 
orthophenyl-dianizidine was used instead of 
tetramethylbenzidine. Absorbance was 
determined at 490 nm using a 
spectrophotometer, and the results were 
determined from a ten-point standard curve, and 
expressed as pg/mL. 
 
Quantification of liver parasitic burden  

Parasite burden was determined by 
microscopic examination of Giemsa-stained 

smears, with the results expressed as Leishman 
Donovan Units (LDU) (i.e. number of 
amastigotes per 1000 cell nuclei  liver weight 
in mg) (Murray et al., 2005).  
 
Immunohistochemical characterization of 

immune cells in the liver 
Mouse myeloperoxidase (MPO) was stained 

using a polyclonal rabbit anti-MPO antibody 
diluted 1/1000 (DakoCytomation), mouse ST2 
receptor was stained by immunochemistry of 
liver sections using a rat anti-mouse ST2 
antibody diluted 1/100 (DJ8, MB Bioproducts), 
mouse IL-33 was stained using a goat anti-
mouse IL-33 diluted 1/50 (R&D systems), and 
human IL-33 was stained using the Nessy-1 
monoclonal antibody diluted 1/50 (Enzo Life 
Sciences). All immunohistochemical 
experiments were performed on the Ventana 
Discovery XT robot, using the Ventana 
DABMap detection kit (Ventana Medical 
Systems, Tucson, Arizona) with a biotinylated 
goat anti-rabbit antibody diluted 1/700 (Vector 
laboratory), a biotinylated donkey anti-rat 
antibody diluted 1/100 (Jackson immune 
research), a horse anti-goat antibody diluted 
1/700 (Vector laboratory) and a horse anti-
mouse antibody diluted 1/700 (Vector 
laboratory), respectively. The sections were then 
counterstained with hematoxylin. The number of 
MPO+ cells was counted after microscopic 
examination and reported per mm2 using a Zeiss 
Primo Star optical microscope. Pictures were 
obtained with a Nikon 80i optical microscope 
equipped with a numerical camera. 
 
RNA isolation and analysis of hepatic gene 
expression  

Total cellular RNA was extracted and 
purified from liver samples using Trizol reagent 
(Invitrogen), then treated with DNase (10 U 
DNase I/µg total RNA) and reverse transcribed 
with a High Capacity cDNA Reverse 
Transcription kit (Applied Biosystems) 
according to the manufacturer’s instructions. 
Quantitative PCR amplifications were carried 
out in duplicate using Power SYBR®green PCR 
Master Mix (Applied Biosystems), 3 µM primers 
and cDNA corresponding to 30 ng of total RNA 
input in a final volume of 10 µL, in 384-well 
optical plates, using a 7900HT Fast Real Time q-
PCR system (Applied Biosysems). The PCR 
primers were designed using Primer express 3 
software and synthesized by Qiagen or Sigma-
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Aldrich (Lyon, France).  Expression levels of 
target genes were normalized by comparison to 
expression of 18S rRNA. Results were expressed 
as 2–ǻǻCt referred as fold induction in relation to 
the mean Ct obtained with non-infected WT 
mice. 
 
Flow cytometry analyses 

For flow cytometry analyses, livers were 
perfused with PBS to remove blood cell 
contamination prior to dissection. After 
homogenization of liver tissue and elimination 
of hepatocytes by sedimentation, immune cells 
were purified using 35% Percoll (GE healthcare) 
and red blood cells were lyzed. 106 leucocytes 
were incubated with anti-CD16/32 (BD 
Pharmingen) to block non-specific binding and 
washed. Cells were then incubated 30 minutes 
with appropriate dilutions of anti-GR1-PB, anti-
CD11b-PE-Cy7, anti-CD3-Pacific Blue, anti-
CD8-APC-Cy7, anti-CD4-PE, anti-NP46-Percp-
Cy5.5 and anti-CD19-APC antibodies, all 
purchased from BD PharMingen. The staining of 
ST2 was assessed with a rat monoclonal anti-
mouse ST2-FITC antibody (clone DJ8, MB 
Bioproducts). Cells were washed, fixed in PBS 
containing 2 % FCS, 0.01 M sodium azide and 2 
% formaldehyde and analyzed on a FACS Aria 
II ® flow cytometer using BD FACS Diva 
software (BD Bioscience), and the data were 
processed using CXP software (Beckman 
Coulter). Dead cells and doublet cells were 
excluded on the basis of forward and side 
scatter. The different immune cell types were 
identified and gated as follows: B lymphocytes 
were CD19+, NK cells were NP46+ CD3-, NKT 
cells were NP46+ CD3+, T CD8+ lymphocytes 
were NP46- CD3+ CD8+ CD4-., T CD4+ 
lymphocytes were NP46- CD3+ CD4+ CD8-. 
PMN were GR1high CD11b+ and macrophages 
were GR1int CD11b+ (Figure S1). The 
macrophage gating strategy was validated using 
a F4/80 antibody as previously described (46). 
Cell numbers per liver were calculated as 
follows: (number of gated cells / number of 
living cells) x number of infiltrating cells 
purified from the whole liver. ST2 expression 
and induction were quantified by the ratio mean 
fluorescence intensities (MFI) of ST2 / MFI of 
control Ig-FITC in each gated cell types. 
 
Statistical analysis 

Data were expressed as mean±SEM for each 
group of mice (4-11 mice per group from 2-3 

independent experiments). Differences between 
groups were analyzed using the t-test of Student 
(human data) or the non-parametric Mann and 
Whitney test (mouse data). A one-sample t-test 
was used to confirm the expression of ST2 
observed by flow cytometry on different cell 
types as follow: the MFI ratios were compared 
to 1, which is the value theoretically expected if 
there were no difference between a specific 
antibody and its control isotype. Statistical 
analysis was performed using GraphPad Prism 
5.02 software. Differences were considered 
significant when the p-value was <0.05, and 
graduated as *(p<0.05), **(p<0.01), and 
***(p<0.001).  
 
 
Acknowledgments 

 
Octavie Rostan was granted by the 

“Ministere de l’Enseignement Superieur et de la 
Recherche”. This work was supported by the 
“Institut de Parasitologie de l’Ouest” and a grant 
from the CPER Bretagne - 360b 2007-2013/ 
European funding FEDER. We thank Pascal 
Bellaud, Roselyne Viel and Dr. Alain Fautrel for 
technical support and advices, and the SFR 
BIOSIT Histopathology platform H2P2 for the 
use of its histology facilities. We thank Dr. 
Gersende Lacombe and the cytometry plateform 
of SFR BIOSIT for flow cytometry acquisition. 
We thank Dr. Charles Mary from the CHU of 
Marseille for providing some blood samples. 
 
 

References 
 
1. Alves-Filho, J. C., F. Sonego, F. O. Souto, 

A. Freitas, W. A. Verri, Jr., M. Auxiliadora-

Martins, A. Basile-Filho, A. N. McKenzie, D. Xu, 
F. Q. Cunha, and F. Y. Liew. 2010. Interleukin-33 
attenuates sepsis by enhancing neutrophil influx to 
the site of infection. Nat Med 16:708-12. 

2. Arshad, M. I., C. Piquet-Pellorce, A. 

L'Helgoualc'h, M. Rauch, S. Patrat-Delon, F. 

Ezan, C. Lucas-Clerc, S. Nabti, A. Lehuen, F. J. 

Cubero, J. P. Girard, C. Trautwein, and M. 
Samson. 2012. TRAIL but not FasL and TNFalpha, 
regulates IL-33 expression in murine hepatocytes 
during acute hepatitis. Hepatology 56:2353-62. 

3. Arshad, M. I., M. Rauch, A. 

L'Helgoualc'h, V. Julia, M. C. Leite-de-Moraes, C. 

Lucas-Clerc, C. Piquet-Pellorce, and M. Samson. 
2011. NKT cells are required to induce high IL-33 



9 

 

expression in hepatocytes during ConA-induced acute 
hepatitis. Eur J Immunol 41:2341-8. 

4. Baekkevold, E. S., M. Roussigne, T. 

Yamanaka, F. E. Johansen, F. L. Jahnsen, F. 

Amalric, P. Brandtzaeg, M. Erard, G. Haraldsen, 
and J. P. Girard. 2003. Molecular characterization 
of NF-HEV, a nuclear factor preferentially expressed 
in human high endothelial venules. Am J Pathol 
163:69-79. 

5. Beltran, C. J., L. E. Nunez, D. Diaz-

Jimenez, N. Farfan, E. Candia, C. Heine, F. Lopez, 
M. J. Gonzalez, R. Quera, and M. A. Hermoso. 
2010. Characterization of the novel ST2/IL-33 system 
in patients with inflammatory bowel disease. Inflamm 
Bowel Dis 16:1097-107. 

6. Donaghy, L., F. Cabillic, A. Corlu, O. 

Rostan, O. Toutirais, C. Guguen-Guillouzo, C. 
Guiguen, and J. P. Gangneux. 2010. 
Immunostimulatory properties of dendritic cells after 
Leishmania donovani infection using an in vitro 
model of liver microenvironment. PLoS Negl Trop 
Dis 4:e703. 

7. Duarte, M. I., and C. E. Corbett. 1987. 
Histopathological patterns of the liver involvement in 
visceral leishmaniasis. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 
29:131-6. 

8. Elshafie, A. I., E. Hlin, L. D. Hakansson, 

G. Elghazali, S. H. Safi, J. Ronnelid, and P. Venge. 
2011. Activity and turnover of eosinophil and 
neutrophil granulocytes are altered in visceral 
leishmaniasis. Int J Parasitol 41:463-9. 

9. Engwerda, C. R., and P. M. Kaye. 2000. 
Organ-specific immune responses associated with 
infectious disease. Immunol Today 21:73-8. 

10. Gangneux, J. P., L. Donaghy, and P. 

Marty. 2006. [Liver involvement during visceral 
leishmaniasis]. Gastroenterol Clin Biol 30:1027-32. 

11. Ghalib, H. W., J. A. Whittle, M. Kubin, F. 

A. Hashim, A. M. el-Hassan, K. H. Grabstein, G. 
Trinchieri, and S. G. Reed. 1995. IL-12 enhances 
Th1-type responses in human Leishmania donovani 
infections. J Immunol 154:4623-9. 

12. Goodbourn, S. 1990. The regulation of 
beta-interferon gene expression. Semin Cancer Biol 
1:89-95. 

13. Gregory, D. J., M. Godbout, I. Contreras, 
G. Forget, and M. Olivier. 2008. A novel form of 
NF-kappaB is induced by Leishmania infection: 
involvement in macrophage gene expression. Eur J 
Immunol 38:1071-81. 

14. Hazlett, L. D., S. A. McClellan, R. P. 

Barrett, X. Huang, Y. Zhang, M. Wu, N. van 
Rooijen, and E. Szliter. 2010. IL-33 shifts 
macrophage polarization, promoting resistance 
against Pseudomonas aeruginosa keratitis. Invest 
Ophthalmol Vis Sci 51:1524-32. 

15. Homma, Y., S. Cao, X. Shi, and X. Ma. 
2007. The Th2 transcription factor c-Maf inhibits IL-
12p35 gene expression in activated macrophages by 

targeting NF-kappaB nuclear translocation. J 
Interferon Cytokine Res 27:799-808. 

16. Humphreys, N. E., D. Xu, M. R. 

Hepworth, F. Y. Liew, and R. K. Grencis. 2008. 
IL-33, a potent inducer of adaptive immunity to 
intestinal nematodes. J Immunol 180:2443-9. 

17. Jones, L. A., F. Roberts, M. B. Nickdel, F. 

Brombacher, A. N. McKenzie, F. L. Henriquez, J. 
Alexander, and C. W. Roberts. 2010. IL-33 
receptor (T1/ST2) signalling is necessary to prevent 
the development of encephalitis in mice infected with 
Toxoplasma gondii. Eur J Immunol 40:426-36. 

18. Kakkar, R., and R. T. Lee. 2008. The IL-
33/ST2 pathway: therapeutic target and novel 
biomarker. Nat Rev Drug Discov 7:827-40. 

19. Kim, Y. H., T. Y. Yang, C. S. Park, S. H. 

Ahn, B. K. Son, J. H. Kim, D. H. Lim, and T. Y. 
Jang. 2012. Anti-IL-33 antibody has a therapeutic 
effect in a murine model of allergic rhinitis. Allergy 
67:183-90. 

20. Kropf, P., Q. Bickle, S. Herath, R. 

Klemenz, and I. Muller. 2002. Organ-specific 
distribution of CD4+ T1/ST2+ Th2 cells in 
Leishmania major infection. Eur J Immunol 32:2450-
9. 

21. Kropf, P., S. Herath, R. Klemenz, and I. 

Muller. 2003. Signaling through the T1/ST2 
molecule is not necessary for Th2 differentiation but 
is important for the regulation of type 1 responses in 
nonhealing Leishmania major infection. Infect 
Immun 71:1961-71. 

22. Kunes, P., Z. Holubcova, M. Kolackova, 

and J. Krejsek. 2010. Interleukin-33, a novel 
member of the IL-1/IL-18 cytokine family, in 
cardiology and cardiac surgery. Thorac Cardiovasc 
Surg 58:443-9. 

23. Kurowska-Stolarska, M., A. Hueber, B. 

Stolarski, and I. B. McInnes. 2011. Interleukin-33: a 
novel mediator with a role in distinct disease 
pathologies. J Intern Med 269:29-35. 

24. Kurowska-Stolarska, M., P. Kewin, G. 

Murphy, R. C. Russo, B. Stolarski, C. C. Garcia, 

M. Komai-Koma, N. Pitman, Y. Li, W. Niedbala, 

A. N. McKenzie, M. M. Teixeira, F. Y. Liew, and 
D. Xu. 2008. IL-33 induces antigen-specific IL-5+ T 
cells and promotes allergic-induced airway 
inflammation independent of IL-4. J Immunol 
181:4780-90. 

25. Le, H. T., V. G. Tran, W. Kim, J. Kim, H. 

R. Cho, and B. Kwon. 2012. IL-33 priming regulates 
multiple steps of the neutrophil-mediated anti-
Candida albicans response by modulating TLR and 
dectin-1 signals. J Immunol 189:287-95. 

26. Liew, F. Y. 2012. IL-33: a Janus cytokine. 
Ann Rheum Dis 71 Suppl 2:i101-4. 

27. Liew, F. Y., N. I. Pitman, and I. B. 

McInnes. 2010. Disease-associated functions of IL-
33: the new kid in the IL-1 family. Nat Rev Immunol 
10:103-10. 



10 

 

28. Locksley, R. M., F. P. Heinzel, M. D. 

Sadick, B. J. Holaday, and K. D. Gardner, Jr. 
1987. Murine cutaneous leishmaniasis: susceptibility 
correlates with differential expansion of helper T-cell 
subsets. Ann Inst Pasteur Immunol 138:744-9. 

29. Mansueto, P., G. Vitale, G. Di Lorenzo, G. 
B. Rini, S. Mansueto, and E. Cillari. 2007. 
Immunopathology of leishmaniasis: an update. Int J 
Immunopathol Pharmacol 20:435-45. 

30. Marvie, P., M. Lisbonne, A. 

L'Helgoualc'h, M. Rauch, B. Turlin, L. Preisser, 
K. Bourd-Boittin, N. Theret, H. Gascan, C. Piquet-
Pellorce, and M. Samson. 2010. Interleukin-33 
overexpression is associated with liver fibrosis in 
mice and humans. J Cell Mol Med 14:1726-39. 

31. Maxwell, P. J., R. Gallagher, A. Seaton, C. 

Wilson, P. Scullin, J. Pettigrew, I. J. Stratford, K. 
J. Williams, P. G. Johnston, and D. J. Waugh. 
2007. HIF-1 and NF-kappaB-mediated upregulation 
of CXCR1 and CXCR2 expression promotes cell 
survival in hypoxic prostate cancer cells. Oncogene 
26:7333-45. 

32. Mehrotra, S., M. Fakiola, J. Oommen, S. 

E. Jamieson, A. Mishra, M. Sudarshan, P. Tiwary, 

D. S. Rani, K. Thangaraj, M. Rai, S. Sundar, and 
J. M. Blackwell. 2011. Genetic and functional 
evaluation of the role of CXCR1 and CXCR2 in 
susceptibility to visceral leishmaniasis in north-east 
India. BMC Med Genet 12:162. 

33. Miller, A. M., D. L. Asquith, A. J. Hueber, 

L. A. Anderson, W. M. Holmes, A. N. McKenzie, 

D. Xu, N. Sattar, I. B. McInnes, and F. Y. Liew. 
2010. Interleukin-33 induces protective effects in 
adipose tissue inflammation during obesity in mice. 
Circ Res 107:650-8. 

34. Miller, A. M., and F. Y. Liew. 2011. The 
IL-33/ST2 pathway--A new therapeutic target in 
cardiovascular disease. Pharmacol Ther 131:179-86. 

35. Miller, A. M., D. Xu, D. L. Asquith, L. 

Denby, Y. Li, N. Sattar, A. H. Baker, I. B. 
McInnes, and F. Y. Liew. 2008. IL-33 reduces the 
development of atherosclerosis. J Exp Med 205:339-
46. 

36. Milovanovic, M., V. Volarevic, G. 

Radosavljevic, I. Jovanovic, N. Pejnovic, N. 
Arsenijevic, and M. L. Lukic. 2012. IL-33/ST2 axis 
in inflammation and immunopathology. Immunol Res 
52:89-99. 

37. Mirchandani, A. S., R. J. Salmond, and F. 

Y. Liew. 2012. Interleukin-33 and the function of 
innate lymphoid cells. Trends Immunol 33:389-96. 

38. Moussion, C., N. Ortega, and J. P. Girard. 
2008. The IL-1-like cytokine IL-33 is constitutively 
expressed in the nucleus of endothelial cells and 
epithelial cells in vivo: a novel 'alarmin'? PLoS One 
3:e3331. 

39. Murphy, T. L., M. G. Cleveland, P. 
Kulesza, J. Magram, and K. M. Murphy. 1995. 

Regulation of interleukin 12 p40 expression through 
an NF-kappa B half-site. Mol Cell Biol 15:5258-67. 

40. Murray, H. W. 2000. Mononuclear cell 
recruitment, granuloma assembly, and response to 
treatment in experimental visceral leishmaniasis: 
intracellular adhesion molecule 1-dependent and -
independent regulation. Infect Immun 68:6294-9. 

41. Oboki, K., T. Ohno, N. Kajiwara, H. 

Saito, and S. Nakae. 2010. IL-33 and IL-33 
receptors in host defense and diseases. Allergol Int 
59:143-60. 

42. Ohmori, Y., S. Fukumoto, and T. A. 

Hamilton. 1995. Two structurally distinct kappa B 
sequence motifs cooperatively control LPS-induced 
KC gene transcription in mouse macrophages. J 
Immunol 155:3593-600. 

43. Palmer, G., and C. Gabay. 2011. 
Interleukin-33 biology with potential insights into 
human diseases. Nat Rev Rheumatol 7:321-9. 

44. Palmer, G., D. Talabot-Ayer, C. 

Lamacchia, D. Toy, C. A. Seemayer, S. Viatte, A. 
Finckh, D. E. Smith, and C. Gabay. 2009. 
Inhibition of interleukin-33 signaling attenuates the 
severity of experimental arthritis. Arthritis Rheum 
60:738-49. 

45. Piehler, D., A. Grahnert, M. Eschke, T. 

Richter, G. Kohler, W. Stenzel, and G. Alber. 
2012. T1/ST2 promotes T helper 2 cell activation and 
polyfunctionality in bronchopulmonary mycosis. 
Mucosal Immunol. 

46. Robert-Gangneux, F., A. S. Drogoul, O. 

Rostan, C. Piquet-Pellorce, J. Cayon, M. 

Lisbonne, A. Herbelin, H. Gascan, C. Guiguen, M. 
Samson, and J. P. Gangneux. 2012. Invariant NKT 
cells drive hepatic cytokinic microenvironment 
favoring efficient granuloma formation and early 
control of Leishmania donovani infection. PLoS One 
7:e33413. 

47. Saha, S., S. Mondal, A. Banerjee, J. 

Ghose, S. Bhowmick, and N. Ali. 2006. Immune 
responses in kala-azar. Indian J Med Res 123:245-66. 

48. Sakai, N., H. L. Van Sweringen, R. C. 

Quillin, R. Schuster, J. Blanchard, J. M. Burns, A. 
D. Tevar, M. J. Edwards, and A. B. Lentsch. 2012. 
Interleukin-33 is hepatoprotective during liver 
ischemia/reperfusion in mice. Hepatology 56:1468-
78. 

49. Sanada, S., D. Hakuno, L. J. Higgins, E. 

R. Schreiter, A. N. McKenzie, and R. T. Lee. 2007. 
IL-33 and ST2 comprise a critical biomechanically 
induced and cardioprotective signaling system. J Clin 
Invest 117:1538-49. 

50. Schmitz, J., A. Owyang, E. Oldham, Y. 

Song, E. Murphy, T. K. McClanahan, G. 

Zurawski, M. Moshrefi, J. Qin, X. Li, D. M. 
Gorman, J. F. Bazan, and R. A. Kastelein. 2005. 
IL-33, an interleukin-1-like cytokine that signals via 
the IL-1 receptor-related protein ST2 and induces T 



11 

 

helper type 2-associated cytokines. Immunity 23:479-
90. 

51. Seidelin, J. B., G. Rogler, and O. H. 

Nielsen. 2011. A role for interleukin-33 in T(H)2-
polarized intestinal inflammation? Mucosal Immunol 
4:496-502. 

52. Singh, V. K., S. Balaraman, P. Tewary, 

and R. Madhubala. 2004. Leishmania donovani 
activates nuclear transcription factor-kappaB in 
macrophages through reactive oxygen intermediates. 
Biochem Biophys Res Commun 322:1086-95. 

53. Smelt, S. C., S. E. Cotterell, C. R. 

Engwerda, and P. M. Kaye. 2000. B cell-deficient 
mice are highly resistant to Leishmania donovani 
infection, but develop neutrophil-mediated tissue 
pathology. J Immunol 164:3681-8. 

54. Stager, S., J. Alexander, K. C. Carter, F. 
Brombacher, and P. M. Kaye. 2003. Both 
interleukin-4 (IL-4) and IL-4 receptor alpha signaling 
contribute to the development of hepatic granulomas 
with optimal antileishmanial activity. Infect Immun 
71:4804-7. 

55. Sun, P., Q. Ben, S. Tu, W. Dong, X. Qi, 
and Y. Wu. 2011. Serum interleukin-33 levels in 
patients with gastric cancer. Dig Dis Sci 56:3596-
601. 

56. Townsend, M. J., P. G. Fallon, D. J. 

Matthews, H. E. Jolin, and A. N. McKenzie. 2000. 

T1/ST2-deficient mice demonstrate the importance of 
T1/ST2 in developing primary T helper cell type 2 
responses. J Exp Med 191:1069-76. 

57. Trajkovic, V., M. J. Sweet, and D. Xu. 
2004. T1/ST2--an IL-1 receptor-like modulator of 
immune responses. Cytokine Growth Factor Rev 
15:87-95. 

58. Ueda, A., K. Okuda, S. Ohno, A. Shirai, T. 

Igarashi, K. Matsunaga, J. Fukushima, S. 
Kawamoto, Y. Ishigatsubo, and T. Okubo. 1994. 
NF-kappa B and Sp1 regulate transcription of the 
human monocyte chemoattractant protein-1 gene. J 
Immunol 153:2052-63. 

59. Widmer, U., K. R. Manogue, A. Cerami, 

and B. Sherry. 1993. Genomic cloning and promoter 
analysis of macrophage inflammatory protein (MIP)-
2, MIP-1 alpha, and MIP-1 beta, members of the 
chemokine superfamily of proinflammatory 
cytokines. J Immunol 150:4996-5012. 

60. Xu, D., H. R. Jiang, P. Kewin, Y. Li, R. 

Mu, A. R. Fraser, N. Pitman, M. Kurowska-

Stolarska, A. N. McKenzie, I. B. McInnes, and F. 
Y. Liew. 2008. IL-33 exacerbates antigen-induced 
arthritis by activating mast cells. Proc Natl Acad Sci 
U S A 105:10913-8. 

 



12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1:  Dosage of serum IL-33 and IL-33 hepatic expression in patients with visceral leishmaniasis and 
in BALB/c mice infected with Leishmania donovani. IL-33 was quantified by ELISA in the serum of VL 
patients compared with healthy donors (A). IL-33 expression was detected by immohistochemistry in the liver of 
a VL patient; picture was acquired at a x400 magnification (B). IL-33 was quantified by ELISA in the serum of 
BALB/c mice infected with L. donovani after 15, 30 or 60 days post-infection (D15, D30 and D60) compared 
with non infected mice (D0) (C). IL-33 expressing cells were detected by immohistochemistry on liver section of 
infected BALB/c mice (D60); picture was acquired at a x400 magnification (D). 
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Figure 2:  ST2 hepatic in the liver of BALB/c mice infected with Leishmania donovani. ST2 expression was 
detected by immohistochemistry in the liver of infected BALB/c mice (D60); picture was acquired at a x400 
magnification (A) The immune cells in the total liver of BALB/c mice were characterized and quantified by a 
flow cytometry analysis as explained in the materials and methods section in non infected (D0) or infected mice 
at 60 days post-infection (D60). ST2 was detected in GR1int CD11b+ cells and CD19+ cells; grey curve represents 
the control isotype; black transparent curve represents the specific ST2 staining. This panel is representative of 
3-4 mice per group (B). The expression of ST2 receptor was quantified in each characterized cell types; ST2 
expression was expressed by the ratio of ST2/control Ig-FITC mean fluorescence intensities (MFI). The ratio 
was annotated * when significantly higher than 1 (C). The number of infiltrating cells in the total liver of mice 
was quantified by flow cytometry at D0 and D60 (D). 
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Figure 3: Hepatic parasite burden and liver weight in BALB/c WT and ST2-/- mice after infection with 
Leishmania donovani. Liver parasite burden was determined on day 15, day 30, and day 60 post-infection (D15, 
D30 and D60) by microscopic counting of Giemsa-stained tissue sections, and expressed as LDU (number of 
parasites/1000 nuclei x liver weight (mg)) (A). The liver was weighted over the course of infection in WT and 
ST2-/- mice from three independent experiments (B). Data are the mean ± SEM for each group of mice (7-13 
mice per group from three independent experiments). 
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Figure 4: Kinetics of hepatic mRNA induction and expression of IL-4, IL-12 and IFN-Ȗ in WT and ST2-/- 
mice infected with Leishmania donovani. mRNA induction of IL-12 (A) and IFN-Ȗ (B) were quantified by 
quantitative PCR in liver extracts at various time points after infection and normalized by comparison to 18S 
mRNA. Data are the mean ± SEM for each group of mice (7-13 mice per group from three independent 
experiments). 
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Figure 5: Recruitment of polymorphonuclear neutrophils and monocytes in the liver of WT and ST2-/- 
mice infected with Leishmania donovani.  Expression and induction of CCL2 (A), CXCL2 (B), their receptors 
CCR2 (C) and CXCR2 (D) and MPO (E) were quantified by quantitative PCR at various time points after 
infection and normalized by comparison to 18S mRNA. MPO+ cells were stained by immunochemistry and 
counted per mm2 of liver section during the course of the disease in infected WT and ST2-/- mice (F).  Data are 
expressed as mean ± SEM for each group of mice (7-13 mice per group from three independent experiments). 
Representative field of MPO+ staining by immunohistochemistry at 15 days post-infection in WT (G) or ST2-/- 
mice (H), at a x100 magnification. MPO+ cells are pointed with black arrows. 
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Figure 6: Kinetics of hepatic mRNA induction and expression of IL-12 and IFN-Ȗ in BALB/c mice infected 
with Leishmania donovani and treated with recombinant IL-33 (rIL-33) or non treated (NT). mRNA 
induction of IL-12 (A) and IFN-Ȗ (B) were quantified by quantitative PCR in liver extracts at various time points 
after infection and normalized by comparison to 18S mRNA. Data are the mean ± SEM for each group of mice 
(7-13 mice per group from three independent experiments). 
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Figure 7: Recruitment of polymorphonuclear neutrophils and monocytes in the liver of BALB/c mice 
infected with Leishmania donovani and treated with recombinant IL-33 (rIL-33) or non treated (NT).  
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Legend to figure 7: Recruitment of polymorphonuclear neutrophils and monocytes in the liver of BALB/c 

mice infected with Leishmania donovani and treated with recombinant IL-33 (rIL-33) or non treated (NT).  
Expression and induction of CCL2 (A), CXCL2 (B), their receptors CCR2 (C) and CXCR2 (D) and KC (E) were 
quantified by quantitative PCR at various time points after infection and normalized by comparison to 18S 
mRNA. MPO+ cells were stained by immunochemistry and counted per mm2 of liver section during the course of 
the disease in infected NT and rIL-33 treated mice (F).  Data are expressed as mean ± SEM for each group of 
mice (7-13 mice per group from three independent experiments). MPO+ cells are pointed with black arrows. 
Representative field of MPO+ staining by immunohistochemistry at 60 days post-infection in WT (G) or ST2-/- 
mice (H), at a x100 magnification. MPO+ cells are pointed with black arrows. A flow cytometry analysis was 
performed to quantify polymorphonuclear neutrophils (PMN, CD11b+ GR1high) (I) and macrophages (CD11b+ 
GR1int) (J) in the total liver of NT or rIL-33 treated mice, as described in materials and methods section. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1:  Flow cytometry gating strategy. Different immune cell types were identified and gated as follows: 
NK cells were NP46+ CD3-, NKT cells were NP46+ CD3+ and T lymphocytes (TL) were NP46- CD3+ (A). T 
lymphocytes were separated regarding their expression or CD8 and CD4 (B). B lymphocytes (BL) were CD19+ 
(C). Polymorphonuclear neutrophils (PMN) were GR1high CD11b+, macrophages were GR1int CD11b+ (D). 
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SUMMARY

Leishmania parasites can escape the immune response by invading cell types lacking leishmanicidal mechanisms. Silent

persistence of Leishmania parasites in the host organism is responsible for asymptomatic carriage and relapses after cured

leishmaniasis. Here, we studied the interaction betweenHepatic Stellate Cells (HSC) andLeishmania.An original model of

humanHSC in primary culture infected withL. donovaniwas developed. The presence of intracellular parasites was studied

and quantified using optical and confocal microscopy. HSC characteristics were studied using microscopy, methylene blue

assay, long-term cultures and qPCR.We showed for the first time that human HSC are permissive to L. donovani infection,

with no modification of HSC survival, growth rate and proinflammatory and fibrogenic characteristics. Intracellular

parasites did not replicate but HSC had no effect on their survival. Indeed, after a 40-day culture, infected HSC cultures

transferred on NNN medium yielded new promastigotes that were able to proliferate and efficiently infect new cells. HSC

are permissive to L. donovani, with neither parasite killing nor apparent cell damage. Thus, HSC could act as potent

sanctuary cells for Leishmania in the liver, which could partially explain parasite reactivation after an asymptomatic carriage

or a cured visceral leishmaniasis.

Key words: Leishmania donovani, visceral leishmaniasis, liver, hepatic stellate cells, sanctuary cells, asymptomatic carriage,

relapses.

INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL) is a vector-borne sys-

temic disease, caused by Leishmania protozoans,

especially L. donovani and L. infantum (L. chagasi).

More than 500000 VL cases per year are reported

worldwide (Desjeux, 2004). Following promastigote

inoculation by sandflies, parasites are passively

phagocytosed by competent cells and disseminate

through the blood flow towards target organs, i.e.

bone marrow, spleen and liver. The main symptoms

of VL are anarchic fever, hepatosplenomegaly,

substantial weight loss, and finally death if left

untreated. Efficient chemotherapy usually leads to a

life-long immune response and allows clearance of

Leishmania intracellular amastigotes and patient

recovery. However, relapse or reactivation episodes

frequently occur in seriously immunocompromised

patients such as HIV-positive patients (Alvar et al.

1997, 2008), but also in organ transplant patients

(Basset et al. 2005) and occasionally in other patients

who are apparently immunocompetent (Dereure

et al. 2003; Gorski et al. 2010; Kajaia et al. 2011).

Reactivation can occur after several years of residence

in a non-endemic area and despite a well conducted

therapy. Moreover, after L. infantum (L. chagasi)

infection, it is now admitted that a great number of

infections can remain asymptomatic and the disease

can develop later on (Michel et al. 2011).

Leishmania parasites have developed various strat-

egies to escape from the host immune system, which

have been extensively reviewed (Zambrano-Villa

et al. 2002; Antoine et al. 2004; Olivier et al. 2005;

Kima, 2007; Bogdan, 2008). Intracellular amasti-

gotes are characterized by having a high resistance

against low pH, hydrogen peroxide (H2O2), nitric

oxide (NO) and lysosomal enzymes (Mauel, 1996;

Miller et al. 2000). Then, amastigotes are able to

initiate an inappropriate immune response with

reduced interleukin (IL-12) that allows parasite

survival (Reiner et al. 1994). Finally, Leishmania

parasites can evade the immune response, by invad-

ing cell types lacking leishmanicidal effector mech-

anisms, using them as sanctuary cells where they can

persist in a latent stage until their further release
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(Rittig and Bogdan, 2000). Limited data are available

on potential sanctuary cells in deep sites during VL,

such as the spleen or the liver.

During VL, Kupffer cells (KC) are target cells for

Leishmania in the liver and allow the formation of

inflammatory granulomas that lead to parasite clear-

ance (Murray, 2001; Kaye et al. 2004). Hepatocytes

which are not professional phagocytic cells, were

shown to be permissive to L. donovani in vitro

(Gangneux et al. 2005). Hepatic stellate cells (HSC)

are another important cell type in the liver. They are

localized in the Disse’s spaces and account for

approximately one third of the non-parenchymal

cell population (Friedman, 2008b). HSC are at a

quiescent stage in the healthy liver but can become

activated in the setting of chronic hepatic inflam-

mation. Once activated, HSC proliferate and acquire

a myofibroblast-like phenotype (Friedman, 2008a).

They can secrete pro-fibrotic cytokines such as

TGF-β, IL-6 and IL-33 (Gressner et al. 2002;

Thirunavukkarasu et al. 2006; Marvie et al. 2010),

and contribute to hepatic fibrosis through production

of collagen fibres and structural glycoproteins

(Tsukada et al. 2006), and inhibition of matrix

degradation (Arthur, 2000). Interestingly, an in-

crease of the number of HSC, the deposition of

collagen fibres and the enlargement of the Disse’s

spaces were demonstrateded in 35 out of 47 biopsies

or necropsies from VL patients (Duarte and Corbett,

1987).Whereas skin and lymph node fibroblasts have

been shown to be permissive to L. major, no data are

available about the interaction of HSC and

Leishmania donovani. Skin fibroblasts were proposed

to be safe targets for L. major during cutaneous

leishmaniasis (CL), which could explain life-long

parasite persistence and patient relapses after efficient

chemotherapy (Bogdan et al. 2000). In this work,

using human HSC in primary culture infected with

L. donovani, we analysed the complex interplay

between this particular cell type and L. donovani.

We showed that quiescent, as well as activated HSC,

are permissive to L. donovani, with no apparent

impact on HSC functional characteristics following

the cell exposure to parasites. Conversely, HSC

had no impact on intracellular parasite survival and

infection capability, indicating that these cells could

be another sanctuary cell type for the parasite.

MATERIALS AND METHODS

Parasite culture

Leishmania donovani strain MHOM/SD/97/

LEM3427 ZymMON-18 was isolated from a patient

with VL and cryopreserved at the WHO collabora-

tive centre of Montpellier (French Reference Center

for Leishmania). This strain is regularly passed in

mouse to recover promastigotes from the amastigotes

of the spleen or the liver, and then it is grown in vitro

on Novy-McNeal-Nicolle (NNN) blood Agar. Prior

to infection, amplification of promastigotes was

carried out by culture in Schneider’s Drosophila

medium (Gibco, Invitrogen) supplemented with

10% FCS, penicillin 200 IU/ml and streptomycin

200 μg/m for 6 days, until they reached the infective

stationary phase. The infectivity of L. donovani

promastigotes was assessed by efficient infection of

THP-1 driven macrophages and mice.

Cell culture

Human HSC were isolated as previously described

from histologically normal biopsy specimens after

partial hepatectomy in adult patients from both sexes

undergoing hepatic resection for liver metastases (Le

Pabic et al. 2005; Bourd-Boittin et al. 2008; Marvie

et al. 2010). Access to the biopsy material was in

agreement with French laws and satisfied the

requirements of the Ethics Committee of the

institution. Dissociation of the liver was performed

by perfusion with a pronase and collagenase solution

by the company Biopredic International (Rennes,

France). HSC purification was performed from the

first supernatant of liver perfusion enriched in non-

parenchymal cells after hepatocyte isolation. It relies

on particular properties of HSC naturally rich in

vitamin-A, which allow their purification by a single-

step density-gradient centrifugation with Nycodenz

(Sigma-Aldrich®). For this, the supernatant was

centrifuged and the pellet was re-suspended with

7ml of final volume of cold Gey’s balanced salt

solution (GBSS), and added with 5ml of calcium-

free GBSS Nycodenz 29%. After mixing of the tube,

1 ml of calcium-free GBSS BSA 0·3% was gently

placed on the cell suspension surface. The tube was

then centrifuged for 15min at 1400 g, to allow HSC

collection at the interface between Nycodenz and

BSA, whereas other residual cell types fell to the

bottom of the tube. Finally, HSC were washed once

in GBSS and seeded on tissue-culture dishes treated

by vacuum gas plasma (BD Falcon™ , USA) in

DMEM GlutaMAX™ containing glucose 1 g/l and

completed with 10% FCS, penicillin 200 IU/ml and

streptomycin 200 μg/ml. HSC primary cultures were

maintained at 37 °C with 5% CO2 with a passage

every 5–10 days. Purification and culture on plastic

dishes is known to spontaneously initiate HSC

activation (Friedman, 2008b), so that quiescent

HSC are only available for a few days. HSC purity

was assessed using a Cy3mousemonoclonal antibody

that specifically targets human α-Smooth Muscle

Actin (αSMA) (Sigma-Aldrich®). Labelling of the

HSC cytoskeleton showed that activated HSC

obtained after the first passage and maintained until

passage 8 were 100% αSMA positive.

THP-1macrophage cellswere propagated inRPMI

medium containing 10% FCS, penicillin 200 IU/ml

and streptomycin 200 μg/ml.
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Cell infection

Freshly purified quiescent HSC were seeded the day

before their exposure to L. donovani. Activated HSC

were seeded in similar conditions. Prior to infection,

THP-1 cells were plated in the bottom of culture

wells in RPMI supplemented with 2 μM phorbol

12-myristate-13-acetate (Sigma-Aldrich®). In all

cases, the medium was removed after overnight

exposure to L. donovani (ratio cell/parasites: 1/10)

and the wells were thoroughly washed to remove free

promastigotes. At the end-point of each experiment,

cells were stained with May-Grünwald Giemsa

(MGG). The percentage of infected cells and the

mean number of parasites per infected cell were

recorded after microscopic examination of at least

100 cells per condition with a Zeiss Primostar

microscope (magnification:1000X). Pictures were

obtained with a Nikon 80i optical microscope

(magnification: 600X) equipped with a numerical

camera. Each experiment was repeated 3–4 times.

Fluorescent staining and confocal microscopy

Approximately 107 L. donovani promastigotes were

labelled with 2 μM of PKH-26 (Sigma-Aldrich®) or

carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl Ester

(CFSE) (Invitrogen) during 5min following the

manufacturer’s instructions. The labelled promasti-

gotes were incubated overnight with activated HSC,

directly seeded on a FlexiPERM® glass slide (Sigma-

Aldrich®) (ratio cell/parasites: 1/10). The slide

was vigorously washed 3 times in PBS, fixed with

PBS4% formaldehyde, washed and dried. Cells were

permeabilized using PBS and 0·5% Triton X-100.

Then, we used the fluorescent membrane and Golgi

apparatus marker AlexaFluor488-labelled wheat

germ agglutinin (WGA) (Molecular Probe®,

Invitrogen) or a Cy3 mouse monoclonal antibody

anti-human αSMA (Sigma-Aldrich) to highlight

HSC shapes, in the presence of a 100-fold excess of

mouse immunoglobulins to avoid non-specific back-

ground. The cell and parasite nuclei were stained

with DRAQ5 (Alexis® Biochemicals, Enzo Life

Sciences). Cell slides were submitted to confocal

analysis in 200 nm thick planes using a Leica TCS

SP5 microscope (Leica Microsystems). Images were

processed using LAS-AF software (Leica

Microsystems) and images analyses were performed

using ImageJ software.

HSC viability test

The viability of HSC exposed to L. donovani

promastigotes was assessed by a methylene blue

colourimetric assay as previously described

(Meurette et al. 2005). Briefly, activated HSC were

seeded in 96-well flat-bottomed plates at a density of

105 cells per well and exposed overnight to

L. donovani promastigotes at different cell/parasites

ratios (1/5, 1/10 or 1/20). Cells were then thoroughly

washed to remove promastigotes and maintained

during 1, 3 or 7 days. At each endpoint, cells were

washed twice with PBS, and fixed with absolute

ethanol for 30min. Following removal of ethanol,

fixed cells were dried and stained for 5min in

methylene blue. After 3 washes with tap water,

100 μl of 0·1 MHCl per well were added. Plates were

analysed using a spectrophotometer (VersaMAX™,

Molecular devices) at 620 nm. The percentage of

viable cells was calculated by the following formula:

(optical density values of HSC exposed to

L. donovani/optical density values of control HSC)

×100. HSC treated overnight with H2O2 30% or

staurosporine 1 μM in complete DMEM medium

were used as the cell death positive control. Statistical

analysis was performed using the Mann-Whitney

test to compare the viability of HSC exposed to

parasites or toxic treatments compared to control

uninfected and untreated HSC at each endpoint. A

P-value <0·05 was considered significant and anno-

tated *.

Long-term follow-up of infected HSC

Approximately 105 HSC from 3 different donor

patients were exposed to L. donovani promastigotes

(ratio cell/parasites: 1/10). The following day, the

medium was changed and cells were washed with

Ca2+- and Mg2+-free PBS to remove free promasti-

gotes. The 3 cell cultures were maintained in parallel

with their non-infected controls during 40 days. The

medium was changed every 2 or 3 days and a passage

with cell counting was performed every 10 days to

quantify cell growth. A detailed observation under

an inverted microscope showed the absence of free

residual promastigotes in the medium before the first

passage. After the fourth passage, cells were centri-

fuged. The cell pellet obtained from each culture was

seeded inNNNblood agar, a culture medium usually

used for parasite isolation from human specimens,

which favours the propagation of amastigotes and

their differentiation into mobile promastigotes. After

several passages on NNN medium, promastigotes

were recovered and amplified in Schneider’s

Drosophila medium and used to infect THP-1 cells

as described above (Fig. 1).

Quantification of gene expression by real-time

quantitative PCR (qPCR)

Total cellular RNA was extracted and purified using

a NucleoSpin®RNAII Kit (Macherey-Nagel) and

reverse transcribed with a High Capacity cDNA

Reverse transcription kit (Applied Biosystems) ac-

cording to themanufacturer’s instructions. Real-time

qPCR was performed in 96-well optical plates with
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Power SYBR®green PCR MasterMix (Applied

Biosystems), 300 nM primers and cDNA corre-

sponding to 30 ng of total RNA input in a final

volume of 20 μl using the 7300 sequence detection

system ABIPrism (Applied Biosystems). Each

sample was tested in duplicate in at least 3 indepen-

dent experiments, to analyse different genes using

primers whose sequences are presented in Table 1.

The 18S mRNA level was used for normalization

of gene expression and induction was calculated

by comparison to a 1-day culture of non-infected

HSC. The use of 18S as a housekeeping gene for

data normalization was validated using SDHA

and GAPDH as other control genes (data not

shown). A Mann-Whitney statistical analysis was

performed to compare the gene expression between

HSC exposed to parasites and control HSC at each

endpoint.

RESULT

HSC are permissive to Leishmania donovani

Human activated HSC from 4 different patients were

plated on slides and infected overnight with

L. donovani promastigotes. Then, the medium was

removed to eliminate free promastigotes, and the

culture was stopped (Day 1) or fresh medium was

added for 1 or 2 more day(s) (Day 2 andDay 3). After

MGG staining, the presence of intracellular amasti-

gotes was easily recognizable by their 2–5 μm

flagellum-free ovoid shape, from the first day after

Table 1. Primer sequences for qPCR analyses

Genes Forward primers Reverse primers

TGF-β TGCGCTTGAGATCTTCAAACA GGGCTAGTCGCACAGACCTC
TNF-α AACCTCCTCTGCCATCAA AACCTCCTCTGCCATCAA
IL-6 AGGCACTGGCAGAAAACAAC TTTTCACCAGGCAAGTCTCC
IL-33 AATCAGGTGACGCTGTTG ACACTCCAGGATCAGTCTTG
IL-1β GGGCCTCAAGGAAAAGAATC TTCTGCTTGAGAGGTGCTGA
MMP-2 TACTGAGTGGCCGTGTTTGC AGGGAGCAGAGATTCGGACTT
TIMP-1 ACCCACAGACGGCCTTCT CTTCTGGTGTCCCCACGAACTT
iNOS ATGCTCAGCTCATCCGCTAT CGATGCACAGCTGAGTGAAT
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTACG

Fig. 1. Long-term monitoring of hepatic stellate cells (HSC) after overnight exposure to Leishmania donovani. HSC

from 3 different patients were infected with L. donovani promastigotes. The following day, the medium was changed and

cells were washed to remove free promastigotes. The 3 cell cultures were maintained in parallel with their non-infected

controls until 40 days post-infection (D40), with a medium change every 2 or 3 days and a passage and total cell count

performed every 10 days. At D40, the cells were centrifuged. The pellet obtained from each culture was seeded in NNN

blood agar in order to reactivate intracellular parasites. After 1 month, the mobile promastigotes obtained were amplified

in Schneider’s Drosophila medium and used to infect THP-1 cells for 1, 2 or 3 days, in parallel to control promastigotes

from the initial culture. Infection rates were quantified after MGG colouration.
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cell exposure to L. donovani (Fig. 2A). The mean

percentage of amastigote-carrying cells was

4·6±0·3%, 6·0±1·2%, and 4·3±1·3% at Day 1, Day

2 and Day 3, respectively (Fig. 2B). The mean

number of parasites per cell was low and stable during

the experiment and reached 1·9±0·5 at Day 1,

1·7±0·5 at Day 2 and 2·1±0·6 at Day 3 (Fig. 2C).

It was also unchanged after 1 week (data not shown),

suggesting that intracellularLeishmaniawere not able

to significantly proliferate inside activated HSC.

In order to demonstrate that human HSC are

definitely permissive to L. donovani, we performed a

confocal microscopy analysis. Activated HSC were

exposed overnight to PKH-26- labelled L. donovani

promastigotes and analysed by confocal microscopy

in a 200 nm focal plane, after a DRAQ5 nucleus

staining and an Alexa488 WGA staining (Fig. 3A–

D).We observed thatLeishmania parasites (red label)

were actually inside HSC (green label). To ascertain

this observation despite the HSC autofluorescence

level, HSC were then infected with promastigotes

labelled with CFSE (green label) and stained with a

Cy3 antibody that target αSMA (red label) which is a

specific HSC activation marker. This second staining

protocol confirmed the presence of amastigotes inside

the cells (Fig. 3E–H). Moreover, specific labelling

also indicated that infected cells were indeed HSC

and not potential residual macrophages, since the

Cy3 anti-αSMA antibody did not stain the cytoske-

leton of humanmacrophages in primary culture (data

not shown).

To assess to what the extent the HSC are in a

quiescent state in a normal liver before parasite

infection in vivo, we verified whether quiescent

human HSC were also permissive to L. donovani

(Fig. 4A). Using freshly purified quiescent HSC, we

quantified approximately 5% of infected cells after

MGG colouration, with no obvious parasite prolifer-

ation (data not shown). Interestingly, the presence of

intracellular parasites in quiescent HSC does not

prevent their progressive activation, which is mor-

phologically characterized by cell spreading with loss

of lipidic droplets and cytoskeleton densification the

week following their purification (Fig. 4A–C).

Leishmania donovani does not affect HSC functional

characteristics

In order to determine whether L. donovani can affect

HSC viability, a methylene blue assay was performed

on activatedHSC isolated from 4 liver biopsy donors,

at different time-points following overnight exposure

to promastigotes and at different cell/parasite ratios.

No cell toxicity due to L. donovani was observed

during the 7-day period of observation, whatever the

cell/parasite ratio, indicating that human activated

HSC are able to survive despite cell interactions or

infection with L. donovani, whereas control HSC

treated with H2O2 or staurosporine displayed

approximately 70% mortality (Fig. 5A–C).

Because VL is a chronic disease characterized by

life-long parasite persistence, we performed a pro-

longed follow-up of HSC growth after serial passages

during 40 days (Fig. 1). No difference in terms of

cellular proliferation was observed between infected

and non-infected HSC cultures (Fig. 5D).

During chronic liver injury, HSC become pro-

gressively activated, then proliferate and acquire a

myofibroblast-like fibrogenic phenotype. To better

understand the impact of L. donovani on HSC

differentiation and functions, we quantified by real-

time qPCR the expression of pro-inflammatory and

fibrogenic genes known to be induced in HSC and/or

to be involved in the hepatic immune response during

VL. No statistically significant difference was ob-

served in the expression of the important pro-

inflammatory and/or pro-fibrotic cytokines TGF-β,

IL-6, TNF-α, IL-33 and IL-1β, as well as of matrix

degradation regulators MMP-2 and TIMP-1 be-

tween activated HSC exposed or not to L. donovani

(Table 2).

Fig. 2. Analysis of activated hepatic stellate cell (HSC)

permissivity to Leishmania donovani using optical

microscopy. Activated HSC were infected with L.

donovani promastigotes overnight. After a 1-, 2- or 3-day

culture, slides were stained with MGG and examined

under optical microscopy. (A) Representative slide of

infected HSC (magnification: 600X). (B) Percentage of

infected cells over time. (C) Mean number of parasites

per infected cell. Arrows indicate intracellular parasites.

Results are expressed as mean±S.E.M. of at least 3

independent experiments.
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Fig. 3. Analysis of hepatic stellate cell (HSC) permissivity to Leishmania donovani using confocal microscopy. PKH-26

or CFSE labelled promastigotes were used to infect activated HSC. One day after infection, the cell shapes were
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Fig. 4. Observation of hepatic stellate cells (HSC) activation after Leishmania donovani infection using optical

microscopy. Freshly purified quiescent HSC were infected with L. donovani promastigotes overnight. After a 1-day (A),

3-day (B) or 5-day (C) culture, slides were stained with MGG and examined under optical microscopy (magnification:

600X). Arrows show intracellular parasites.

Fig. 5. Quantification of viability and proliferation of hepatic stellate cells (HSC) exposed to Leishmania donovani.

Human HSC were exposed overnight to L. donovani promastigotes with different cell/parasites ratio (1/5, 1/10 and 1/

20). Viability was assessed after 1 day (A), 3 days (B) or 7 days (C) using a methylene blue viability test. Non-infected

cells were used as the 100% viability control, and overnight treatments with H2O2 30% or 1 μM staurosporine (StS) were

used as positive cell death controls. Results are expressed as mean±S.E.M. of HSC viability from 4 different patients

(*P<0·05). Human activated HSC from 3 different patients were infected overnight with L. donovani promastigotes and

maintained in parallel with non-infected cells during 40 days, with a passage and cell count performed every 10 days, as

described in Fig. 6. (D) Growth curve of infected and non-infected HSC cultures. Results are expressed as mean±S.E.M.

highlighted using Alexa488 WGA or a Texas red anti-αSMA antibody, respectively. Nuclei were stained using DRAQ5.

Examination was performed by confocal microscopy in a 200 nm thick plane. (A) PKH-26 amastigote labelling.

(B) Alexa488 WGA cell staining. (C) DRAQ5 nucleus staining. (D) Overlay of PKH-26 (red), Alexa488 WGA (green)

and DRAQ5 (blue) labelling. (E) CFSE parasite labelling. (F) Cy3 αSMA labelling. (G) DRAQ5 nucleus staining.

(H) Overlay of CFSE (green), Cy3-α-SMA (red) and DRAQ5 (blue) labelling. White arrows show fluorescent parasites.

477Hepatic stellate cells permissivity to Leishmania



HSC do not affect L. donovani viability and cell

infection capability

In order to determine whether intracellular

L. donovani were able to survive in HSC, HSC

from 3 different donor patients were exposed over-

night to promastigotes and maintained in culture for

40 days. After inoculation in NNN blood agar

medium maintained at 27 °C for 4 weeks (Fig. 1),

mobile promastigotes in 2 of 3 cultures were observed

after 1 and 2 weekly passages, respectively.

To analyse whether HSC could exert phagocytic

cell functions, inducible NO synthase (iNOS)

expression was analysed by real-time qPCR. A 2-

fold lower expression of iNOS was observed in

activated HSC compared to plated THP-1.

Overnight HSC exposure to L. donovani had no

effect on iNOS expression level (Fig. 6A).

Finally, to determine whether HSC can alter the

virulence ofL. donovani promastigotes collected from

long-term cultured HSC, parasites were amplified by

subculture in Schneider’s Drosophila medium and

inoculated onto plated THP-1 cells. The infection

rates of THP-1 cells were quantified after 1, 2 or

3 days and compared to that obtained with control

promastigotes. The infection rate of THP-1 infected

with control promastigotes was 11·2±2·1% at Day 1,

19·1±2·2% at Day 2 and 13·9±0·2% at Day 3,

whereas it was 16·4±9% at Day 1, 20·6±3·6% at Day

2 and 19·3±1·2% for THP-1 infected with promas-

tigotes collected from HSC (P=ns) (Fig. 6B)

DISCUSSION

During visceral leishmaniasis (VL), Kupffer cells

(KC) are acknowledged as pivotal phagocytic cells in

Table 2. Quantification of pro-inflammatory and

fibrogenic gene expression of hepatic stellate cells

(HSC) after overnight exposure to Leishmania

donovani

(Human activated HSC from at least 3 different patients
were infected with L. donovani promastigotes, then culture
was continued until 1, 2 or 3 days (D1, D2 and D3), before
real-time qPCR analysis of pro-inflammatory and fibro-
genic genes expression. Relative induction level of each
gene was normalized with 18S mRNA and compared to its
expression in D1 non-infected control cells. Results are
expressed as mean±S.E.M. The P-value represents the
result of statistical analysis using theMann-Whitney test to
compare infected and non-infected conditions at each time-
point.)

Genes Days
Exposure to
parasites

No
exposure P-value

TGF-β D1 1·00±0·00 0·85±0·28 0·75
D2 1·56±1·04 1·01±0·43 0·80
D3 0·63±0·51 0·30±0·18 0·80

TNF-α D1 1·00±0·00 1·94±1·78 1·00
D2 0·56±0·07 1·50±1·35 1·00
D3 0·86±0·30 1·11±0·94 1·00

IL-6 D1 1·00±0·00 4·02±2·64 0·50
D2 4·10±1·63 4·79±3·41 1·00
D3 3·42±1·55 3·97±2·46 1·00

IL-33 D1 1·00±0·00 1·26±0·70 1·00
D2 1·04±0·40 1·08±0·35 1·00
D3 0·56±0·17 0·78±0·15 0·70

IL-1β D1 1·00±0·00 4·33±3·20 1·00
D2 1·94±0·26 2·07±1·07 1·00
D3 0·89±0·33 1·08±0·13 1·00

MMP-2 D1 1·00±0·00 1·37±0·87 1·00
D2 1·17±0·31 1·54±0·70 1·00
D3 1·37±0·40 1·82±0·40 0·70

TIMP-1 D1 1·00±0·00 1·34±0·87 1·00
D2 0·67±0·36 0·99±0·53 1·00
D3 0·63±0·30 0·81±0·27 1·00

Fig. 6. Lack of leishmanicidal effects of human hepatic

stellate cells (HSC). (A) Induction rates of iNOS mRNA

in HSC, compared to non-infected control THP-1.

Human activated HSC from 3 donors and THP-1 cells

were infected overnight with Leishmania donovani

promastigotes. Real-time qPCR analysis of iNOS mRNA

expression was performed after 1, 2 or 3 days and

normalized with 18S mRNA expression. Results are

expressed as mean±S.E.M. (B) Infection rate of THP-1

cells by promastigotes recovered from long-term cultured

of human activated HSC transferred on NNN medium.

THP-1 cells infected with promastigotes from the initial

culture were used as controls. Results are expressed as the

percentage of infected cells after microscopic examination

of slides stained with MGG and are mean±S.E.M. of 3

independent experiments.

478O. Rostan and others



the host defence against Leishmania donovani infec-

tion in the liver (Murray, 2001), whereas little is

known on HSC, which play a major role in the

fibrotic process (Friedman, 2008a,b) complicating

some infectious diseases (Bartley et al. 2006; Chang

et al. 2006; Tomanovic et al. 2009) and commonly

observed in human VL (Duarte and Corbett, 1987;

Corbett et al. 1993; el Hag et al. 1994). Hepatic

fibrosis due to HSC activation was shown to be

correlated with the progression of VL and to regress

after clinical cure of the disease (Corbett et al. 1993;

Duarte and Corbett, 1987). Similarly, canine VL is

associated with collagen, fibronectin and laminin

deposition in the liver, and there is a correlation

between fibrosis and parasite loads or severity of the

disease in dogs naturally infected with L. chagasi

(Melo et al. 2009). Despite these clinical obser-

vations, the Leishmania-HSC interaction has never

been studied.

In this work, we developed an original model of

L. donovani infection of HSC in primary culture. For

the first time, we provide evidence that human HSC

in primary culture are permissive to L. donovani

promastigotes using confocal microscopy. In order to

bypass the autofluorescence level of HSC (Friedman,

2008b), 2 complementary staining protocols of

parasites and cells using different fluorescent dyes

were performed. In both cases, Leishmania parasites

were localized inside the cells, clearly demonstrating

their permissivity to L. donovani, thus raising the

question of how the parasite can enter these cells.

Several studies have shown that HSC can express

surface markers, such as members of the HLA family

(MHC-I and MHC-II), lipid presenting molecules

(CD1b and CD1c), co-stimulatory proteins (CD80,

CD40) and proteins involved in antigen trafficking

(CD68). They can otherwise phagocytose latex bead

particles, they closely interact with lymphocytes in

Disse’s spaces, and stimulate T-cell proliferation,

suggesting that they share features of antigen

presenting cells (Vinas et al. 2003; Muhanna et al.

2007). Therefore, HSC could phagocytose

Leishmania promastigotes like professional phagocy-

tic cells.

In our model, the cell infection rate reached 6%,

both in activated HSC and in quiescent HSC freshly

purified from human liver donors. No effect on

activated HSC survival and proliferation was noticed

after cell exposure to parasites, showing that contact

or infection with promastigotes does not induce cell

death or cell cycle disruption. During our study, we

analysed the pro-inflammatory and fibrogenic phe-

notype of activated HSC exposed overnight to the

parasite. Unfortunately, it was not possible to analyse

separately the mRNA expression of infected cells,

because of specific technical limitations: (i) strong

and wide-length autofluorescence of HSC limiting

phenotype analysis by flow cytometry, and (ii) lack of

availability of a cell sorter operating in a negative

pressure environment adapted to sorting of living

cells infected with L. donovani. Nevertheless, whole

HSC exposure to parasites resulting both in a low

percentage of infected cells but also in overall contacts

and exposure to excreted/secreted antigens even

without infection, did not disturb the HSC pheno-

type. Indeed, the expression of key genes which are

the hallmark of HSC activation and hepatic fibrosis,

such as TGF-β, IL-6, TNF-α, IL-33, IL-1β, MMP-

2 and TIMP-1 (Gressner et al. 2002; Friedman,

2008b; Marvie et al. 2010; Thirunavukkarasu et al.

2006), was not modified. Furthermore, the spon-

taneous activation of quiescent HSC, normally

observed after several days of ex vivo culture

(Friedman, 2008b) was never altered following

infection with L. donovani. These data suggest that

the parasite itself has neither the capacity to stimulate

HSC fibrogenic phenotype, nor the ability to

contribute to the expansion of extracellular matrix

and fibrosis through induction of HSC proliferation.

Thus, L. donovani itself is unlikely to be directly

involved in the hepatic fibrogenesis process during

VL, but could induce the onset of sustained cytokine

responses favouring long-term fibrosis. Indeed, HSC

are indirectly modulated by the liver micro-environ-

ment via cell-to-cell interactions or more likely via

paracrine or cytokine pathways. During VL, it was

shown that hypertrophic KC intensively express

TGF-β that activates HSC cells for extracellular

matrix production (Duarte et al. 2009). Thus our

results spread a new light on the complex interplay

between HSC and KC, which needs to be further

explored to better understand the regulation of HSC

proliferation and its consequences on liver injuries

and hepatic fibrosis during VL.

The absence of modification in functional charac-

teristics of infected HSC raises the hypothesis that

they could be sanctuary cells for persisting

L. donovani parasites. In this work, it was shown

that HSCwere able to harbour parasites during long-

term primary culture (>1 month) and survive with-

out killing parasites. This inability to get rid of

Leishmania parasites could be explained by their low

iNOS expression level compared to THP-1 cells.

Indeed this key enzyme is essential for efficient

phagocytic function, and is strongly induced in

professional phagocytic cells (Green et al. 1991;

James, 1995). This lack of iNOS induction probably

contributes to make these cells a safe target for

L. donovani. After a 40-day culture and serial

passages of HSC, intracellular parasites were able to

reactivate in Novy-Nicolle-McNeal (NNN) medium

and to convert into promastigotes, for which the

infectivity for THP-1 cells was not altered. This

observation demonstrates thatL. donovani can persist

in a latent intracellular stage inside HSC until their

further release. The sensitivity to leishmanicidal

drugs of these latent intracellular parasites could be

an interesting aspect to explore.
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Sanctuary cells have been described as immune

privileged safe targets for pathogens such as

Toxoplasma gondii, Leishmania major or herpes

virus, that contribute to life-long pathogen persist-

ence even after efficient chemotherapies (Bogdan,

2008). During cutaneous leishmaniasis (CL), im-

mature myeloid precursor cells have been described

as safe targets for L. major (Mirkovich et al. 1986), as

well as skin and lymph node fibroblasts (Bogdan et al.

2000). During VL, a few cell types were postulated to

function as safe targets, especially sialoadhesin-

positive stromal macrophages of the bone marrow

(Leclercq et al. 1996; Cotterell et al. 2000) and

hepatocytes which show a low permissivity level and

limited cell damage (Gangneux et al. 2005).

Interestingly, Bogdan and co-workers reported that

persisting L. major parasites were largely associated

with skin and lymph node fibroblasts lacking

leishmanicidal effectors (Bogdan et al. 2000). Our

results suggest that quiescent and activated myofi-

broblast-likeHSC are able to phagocyte viscerotropic

Leishmania parasites during VL and to behave in a

similar way as fibroblasts during CL. This could be

an evading mechanism for Leishmania parasites that

may explain patient relapses after a curedVL episode.

Furthermore, we observed thatHSCwere permissive

to L. infantum (data not shown), suggesting that this

phenomenon could occur whatever the parasite

species involved and explain asymptomatic carriage

frequently observed in endemic areas (Michel et al.

2011). As KCs regulate HSC growth during VL

through TGF-β synthesis (Duarte et al. 2009), they

could contribute to amplify the number of safe

targets cells for Leishmania parasites.

In conclusion, human HSC in our model can

harbour persisting L. donovani parasites and could be

a sanctuary cell subset in the liver during VL, which

opens new insights into the patho-physiology of

immune evasion, asymptomatic carriage and clinical

relapse after treatment.
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Abstract

The development of inflammatory granulomas around infected Kupffer cells is necessary for hepatic parasite clearance
during visceral leishmaniasis. Invariant NKT (iNKT) cells are predominant T cells in the mouse liver and can synthesize large
quantities of IL-4 and IFN-c, two cytokines involved in granuloma formation. This study analyzed the role of iNKT cells in the
hepatic immune response during Leishmania donovani infection, using a murine model of wild-type (WT) and iNKT cell-
deficient (Ja18-/-) C57BL/6 mice sacrificed 15, 30 or 60 days post-infection. We recorded hepatic parasite loads, cytokine
expression, and analyzed granulomatous response by immunohistochemistry and hepatic immune cell infiltration by flow
cytometry. Whereas WT animals rapidly controlled the infection and developed an inflammatory response associated with a
massive influx of iNKT cells observed by flow cytometry, Ja18-/- mice had significantly higher parasitic loads on all time
points. This lack of control of parasite burden was associated with a delay in granuloma maturation (28.1% of large
granulomas at day 60 versus 50.7% in WT). Cytokine transcriptome analysis showed that mRNA of 90/101 genes encoding
chemokines, cytokines and their receptors, was underexpressed in Ja18-/- mice. Detection of IL-4 and TNF-a by ELISA in liver
extracts was also significantly lower in Ja18-/- mice. Consistent with flow cytometry analysis, cytokinome profile in WT mice
showed a bias of expression towards T cell-chemoattractant chemokines on D15, and displayed a switch towards expression
of granulocytes and/or monocytes -chemoattractant chemokines on D60. In Ja18-/- mice, the significantly lower expression
of CXCL5, MIP-2 and CCL2 mRNA was correlated with a defect in myeloperoxidase positive-cell attraction observed by
immunohistochemistry and with a lower granulocyte and monocyte infiltration in the liver, as shown by flow cytometry.
These data indicate that iNKT cells play a role in early and sustained pro-inflammatory cytokine response warranting
efficient organization of hepatic granulomas and parasite clearance.
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Introduction

The liver is a target organ in a number of infectious diseases and

its own particular way of both tolerating antigens and clearing

blood borne pathogens determines the outcome of infection.

During visceral leishmaniasis, the tissue microenvironment

influences the control of infection, which is organ-specific [1]. In

the liver of mice, experimentally infected with the protozoan

parasite Leishmania donovani, acquisition of resistance is associated

with a hepatic granulomatous response [2,3]. As in other infections

with intracellular microorganisms, granulomas are presumed to

represent tissue expression of a successful T cell-dependent

immune response [2,4,5], leading to attraction of different cell

types around infected Kupffer cells [6] and potentialization of their

microbicidal activity involving reactive oxygen and nitrogen

intermediates [7]. It has been shown that IL-12, IL-4, IFN-c

and TNF-a play a key role in the control of parasite multiplication

and liver granuloma formation [8,9,10,11,12,13]. Concerning cell

effectors, blood monocyte influx is necessary for functional

granuloma formation [14] and CD4 and CD8 T cell subsets are

crucial for chemokine and cytokine synthesis supporting successful

granuloma assembly and function [15,16,17]. Polymorphonuclear

neutrophils (PMN) have also been shown to play a key role in the

early control of hepatic parasite burden in mice [1,18].

More recently, the role of a peculiar subset of T cells, known as

natural killer T (NKT) cells, was described in other models of

chronic microbial infection involving granulomatous reactions, such

as Mycobacterium infection [19,20,21]. This unique subset of T cells

harbors both NK surface markers such as NK1.1 and ab T cell

receptors capable of recognizing only lipid or glycolipid antigens,
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either endogenous or exogenous (a-galactosylceramide (a-GalCer))

presented by the MHC class Ib molecule CD1d. Two subtypes of

NKT cells can be distinguished: i) invariant NKT (iNKT, or type I)

cells, which express a semi-invariant TCR consisting, in mice, of an

invariant Va14Ja18 chain paired with a limited repertoire of b
chains mostly biased towards Vb8, Vb7 or Vb2; and ii) the less

abundant type II NKT cells, with more diverse TCR expression. In

mice, iNKT cells represent a major lymphocyte subtype in the liver

[22,23]. The fact that these cells can be stimulated by glycolipid

antigens makes them key candidate effector cells in the early

immune response against Leishmania, whose main surface compo-

nents are comprised of glycoinositol phospholipids and lipopho-

sphoglycan (LPG) [24]. It was indeed recently shown that glyco-

sphingophospholipid antigens of L. donovani can bind to CD1d [25],

and that LPG can activate iNKT cells efficiently [26]. Once

activated, iNKT cells rapidly produce large amounts of IFN-c and

IL-4 [27], and various other cytokines promoting either Th-1 or Th-

2 immune responses, and modulate a wide range of immune

phenomena, whether anti-tumoral, or anti-microbial, or even

exacerbating inflammatory responses and tissue damage [28,29].

Indeed, a consistent body of evidence indicates that iNKT cells may

have contrasting roles depending on the initial stimulus and

subsequent modulation of other cell types [28,30,31,32,33]. The

iNKT cell subset was shown to play a protective role in cutaneous

leishmaniasis in a murine model infected with L. major [34,35], but

data are scarce in the field of visceral leishmaniasis. Recently, it has

been reported that L. donovani-induced expression of signal

regulatory protein a on Kupffer cells enhances iNKT cell activation

and IFN-c production in the first day after infection, suggesting

early interaction between the parasite and these cells [36]. Amprey

et al. [26] previously pointed to a role of the whole NKT cell subset

in anti-leishmanial protective immunity, using CD1d-/- BALB/c

mice, whereas Stanley et al. found no improvement of the disease

after a-GalCer activation of iNKT cells in mice with previously

established or concomitant L. donovani infection [33].

In the present study, we investigated selectively the role of the

iNKT cell subset, using iNKT cell-deficient C57BL/6 mice

(Ja18-/-), by examining their potency to contribute or not to a

favorable hepatic microenvironment warranting parasite clear-

ance. Using a large scale approach of cytokine transcriptome,

coupled to hepatic histology and flow cytometry analysis of liver

homogenates, we aimed to finely dissect the role of iNKT cells in

the early orientation of the hepatic immune response to L. donovani

and their long-term effect on the histological response. Our results

indicate that iNKT cells participate in the establishment of a

sustained cytokine synthesis network, involved in cell attraction

within liver granulomas and contribute to enhanced phagocytic

functions and parasite clearance.

Results

iNKT cells contribute to early control of L. donovani
burden in the liver
Comparison of the course of liver infection between wild-type

(WT) and Ja18-/- mice for 60 days after challenge revealed that the

parasite burden was higher in iNKT cell-deficient mice at all time

points. At D15 post-infection, the liver parasite burden was 4.5-

fold higher in Ja18-/- mice (37611.6 LDU) compared to WT mice

(8.360.9 LDU, p,0.05) (Figure1A). At D30 post-infection, the

liver parasite burden was still 3-fold higher in Ja18-/-mice

(60.5622.7 LDU vs 18.162.3 in WT mice, p,0.01). At D60

post-infection, the hepatic parasite load decreased in both groups,

reaching a residual level of 24.967.2 LDU and 7.862.9, in

Ja18-/-mice and WT mice, respectively (p,0.05).

Hepato-splenomegaly is a common feature of visceral leish-

maniasis. An increase in liver weight was observed in both groups

of infected mice, but the weight of the livers obtained from aged-

matched WT and Ja18-/- mice did not differ significantly

(Figure1B).

Ja18-/- mice display an impaired hepatic granulomatous
response
In experimental visceral leishmaniasis, resistance to L. donovani

depends on T cell-mediated formation of tissue granulomas, which

Figure 1. Hepatic parasite burden and liver weight in C57BL/6
WT and Ja18-/- mice after infection with Leishmania donovani. (A)
Liver parasite burden determined on day 15, day 30, and day 60 post-
infection by microscopic counting of Giemsa-stained tissue sections,
and expressed as LDU (number of parasites/1000 nuclei6 liver weight
(mg)). (B) Change in liver weight over the course of infection in WT and
Ja18-/- mice. Pooled data from two independent experiments (8–10
mice per group).
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g001
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are assembled around a core of fused, parasitized resident

macrophages. The liver histological response to Leishmania

infection was quantified by microscopic examination of tissue

sections stained with HES (Figure2A–D). The total number of

granulomas in 100 consecutive fields (6400) increased over time

post-infection in both groups of mice (p,0.001 in WT) but did not

differ quantitatively between the two groups at each time point

(Figure2E). Granulomas were classified into two categories based

on their size (i.e. ,25 or .25 cells attracted to the foci) and

maturation stage, and counted in 100 microscopic fields. The total

number of small inflammatory foci was not significantly altered in

Ja18-/- mice (not shown). However, when we focused on large-

sized (.25 cells) or mature granulomas, that guarantee an effective

immune response, it appeared that the mean percentage of large

granulomas was almost 2-fold higher in WT compared to Ja18-/-

mice, with a significant difference on D60 (50.764.8% and

28.166%, respectively; p,0.05) (Figure2F). Similarly, mature

well-organized granulomas were more frequently observed in WT

mice (54.363% versus 36.162.6% in Ja18-/- mice at D60;

p,0.01) (Figure2G). In WT mice only, the number of granulomas

was negatively correlated with the liver parasite burden (Spearman

r=20.53, p,0.05), suggesting that in WT mice, a stronger

granulomatous tissue response was associated with more efficient

parasite clearance, whereas in Ja18-/- mice, impaired granuloma

maturation could account for enhanced parasite multiplication.

iNKT cells are recruited early during hepatic Leishmania

infection in wild-type mice
In the aim to understand the cellular factors contributing to a

more efficient and earlier parasite control in WT mice, we

undertook the quantification of immune cell populations in the

liver of WT and Ja18-/- mice 15 days after infection, using flow

cytometry. The total amount of NKT cells was quantified using an

anti-CD3-PB and an anti-NK1.1-PerCP-Cy-5.5, and showed that

this cell subset was more abundant in WT mice than in Ja18-/-
mice (13.5762.6% versus 7.9260.77, p,0.05), as expected in

iNKT-cell deficient mice (Figure3A). The proportion of iNKT

cells among the NKT cell subset was estimated using a tetramer-

CD1d/aGalCer-PE antibody which showed that iNKT cells

account for 75–85% of the NKT cell subset in WT animals,

whether infected or not (Figure3B). Whereas NKT cells (CD3+/

NK1.1+ subset) were massively recruited in the liver of WT

animals with a nearly 3-fold increase (0.2260.02 to 0.6260.09

6106 cells per liver, p,0.05) 15 days after infection, this cell subset

raised only mildly in Ja18-/- mice (0.1660.01 to 0.2760.0036106

cells per liver). Instead, the lack of iNKT cells in Ja18-/- mice was

mainly compensated by T lymphocytes (CD3+/ NK1.1– subset)

which increased from 0.4660.02 to 1.1460.06 6106 cells per

liver, p,0.05) and, to a lesser extent, by NK cells (CD3–/NK1.1+

subset) which increased from 0.2960.01 to 0.4860.036106 cells

in Ja18-/- mice (p,0.05) (Figure3A). The major part of NKT cells

in the liver of WT animals were CD4+ (p,0.05). Double negative

(CD4–/CD8–) NKT cells was enhanced after infection in both

groups of mice (p,0.05, Figure3C). T cell (NK1.1-/CD3+)

infiltration in the liver of Ja18-/ -mice was a mix of CD8+ and

CD4+ T cells (p,0.05 for both subsets) (Figure3D). In the aim to

confirm the predominant role of iNKT cells in the hepatic

response to infection, a fine characterization of the T cell subsets

was undertaken in WT mice, using an 8-coulour antibody panel

(Figure4). It confirmed that iNKT cells (TCRb+/CD1d-TT+)

account for about 80% of CD3+/NK1.1+ cells. Besides, nearly

7% of TCRb+/CD1d-TT+ are NK1.1-, suggesting that iNKT cell

subset is somewhat underestimated when estimating their amount

by gating on CD3+/NK1.1+ cells (Figure4A). Furthermore, using

an anti-cdTCR antibody, we could show that the CD3+/NK1.1+

cell subset is only mildly contaminated by cdT cells, since only 2–

3% of cdTCR+/CD3+ were found in this gate (Figure4B). The

percentage of these minor subsets, as well as the non invariant

NKT cell subset, did not vary after infection. As already shown on

the NK1.1+/CD3+ cell subset, iNKT cells were mostly CD4+

(Figure4C), and the proportion of CD4+ iNKT, and CD4-/CD8-

iNKT subsets remained nearly stable after infection. The dramatic

increase in the total amount of CD4+ iNKT cells (Figure3) is

explained by the high proportion of these cells (about 80% of all

iNKT cells), but as the percentage of all subsets did not vary

(Figure4B), it can be assumed that minor NKT cell subsets were

recruited in similar proportion.

Myeloid cells showed slight differences between both genetic

backgrounds, but at this stage of infection they represented less

than 10% of all hepatic immune cells, and infection did not

significantly modify their amount at this time point (data not

shown). Taken together, flow cytometry analysis showed that

CD4+ iNKT cells are strongly attracted in the liver of WT mice,

and that the lack of this cell subset is quantitatively compensated in

Ja18-/- mice by T lymphocytes and NK cells.

Ja18-/- mice display an impaired transcriptome of soluble
immune effectors
In an attempt to characterize the soluble factors involved in the

differential cell recruitment observed in the liver of both groups of

mice, we used a high-throughput qPCR approach for quantifica-

tion of mRNA induction of a large panel of cytokines and

chemokines genes (Table S1). Overall, compared to housekeeping

genes, high expression levels of genes encoding a number of

chemokines and their receptors were observed, whatever the

group of mice, probably related to the C57BL/6 background

(Figure S1). However, when computing a ratio of relative gene

induction between WT and Ja18-/- mice, it revealed that Ja18-/-
mice had an overall impaired induction of most cytokines as a

result of their individual background (day 0) as well as after

infection. Indeed, in Figure5 most data points (90/101) are located

below the curve, indicating a preferential induction in WT animals

at a basal level (Figure5A), as well as after infection with L. donovani

at any time point (Figure5B–D). Of these 90 genes, 33 were

induced at an at least 2-fold higher rate in WT than in Ja18-/-

mice (Figure S2). This stronger gene induction in WT mice

probably reflects the deployment of immune effectors participating

to anti-parasite defense.

Interestingly, the most significantly under-expressed genes on

D15 in Ja18-/- mice encode chemokines or receptors for

chemokines involved in activated T cell attraction, i.e. CCL19,

CCL27, CXCL16, CCR9, as well as the pan-chemoattractant

chemokine CXCL12 and its receptor CXCR4 (Figure S2). Other

chemokines were highly induced in both backgrounds (though to a

lesser extent in Ja18-/-), such as CXCL9, CXCL10, CCL25 and

CCL9 and the receptors CCR2, CCR5, CXCR3, CX3CR1 and

CXCR6, that could explain the attraction of T cells and NK cells

observed by flow cytometry analysis in the liver of Ja18-/- mice

(Figure3). Individual analysis of mRNA induction showed a

significant increase of CCL19 and CXCL16 in WT mice at D15

(p,0.05 and p,0.01, respectively) (Figure5E–F), as well as a

higher basal expression level of chemokines capable of attracting

iNKT cells, i.e. CXCL9 (3.8-fold), CXCL10 (2.2-fold) and CCL2

(2-fold) (Figure S1), that could explain the early recruitment of

iNKT cells observed by flow cytometry at D15. In agreement with

this hypothesis, flow cytometry analysis on D15 showed an

increase of CXCR3+ cells in WT mice, with a predominant

recruitment of CXCR3+ iNKT cells after infection, this

iNKT Cells and Leishmania donovani Infection
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lymphocyte cell subset being obviously the main CXCR3+ cell

subset in the liver with about 90% of positive cells (Figure S3).

Together with iNKT cells though to a far lesser extent, CXCR3-

positive T cells and NK cells were also recruited in WT mice

(Figure S3), and could partly explain the T and NK cell attraction

observed in Ja18-/- mice.

Figure 2. Ja18-/- mice display a qualitatively and quantitatively impaired hepatic granulomatous response after infection with
L.donovani. Quantification of granuloma formation in the liver of L. donovani infected WT and Ja18-/-mice by microscopic examination of tissue
sections stained with HES, at D15, D30 and D60 post-infection. Representative granuloma foci from WT mice at D15 (A) and D60 (B), and from Ja18-/-

mice at D15 (C) and D60 (D) (6100 magnification). (E) Total number of granulomas in 100 microscopic fields (6400) at various time points. (F) Relative
percentage of large granulomas (.25 cells) detected in each group of mice. (G) Relative percentage of mature granulomas detected in each group of
mice.
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g002
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Figure 3. iNKT cells are recruited in the liver of WT mice on D15 after infection with L.donovani. Hepatic cell infiltration of C57BL/6 WT
and Ja18-/- mice was analyzed by flow cytometry 15 days after infection with L. donovani, using an anti-Gr1-FITC, anti-CD11b-PE-Cy7, anti-CD11c-APC,
anti-CD4-PB, anti-CD3-FITC, anti-NK1.1-PerCP-Cy-5.5, and anti-CD8-APC-Cy7, and aGalCer-tetramer-PE. (A) Absolute quantification of hepatic NK
(NK1.1+/CD3-), NKT (NK1.1+/CD3+), and TL (NK1.1-/CD3+) cell subsets in lymphocyte gated cells.(B) proportion of iNKT and non iNKT cell subsets in
each group of mice in CD3+/NK1.1+ gated cells. (C) Absolute quantification of CD4+ and CD8+ cell subsets in gated NKT cells (CD3+/NK1.1+). (D)
Absolute quantification of CD4+ and CD8+ cells in gated T lymphocytes (CD3+/NK1.1-). 106 cells of liver homogenates were labeled and data were
analyzed on 50.000 events. Data are the mean 6 SEM of four mice per group.
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g003
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Pro-inflammatory cytokines are correlated with granu-
loma formation and are less expressed in Ja18-/- mice
As efficient granuloma formation is under the control of key pro-

inflammatory cytokines, such as IFN-c, IL-12, and TNF-a

[10,12,13], we focused on individual analysis of mRNA expression

of these genes. All three cytokines increased significantly during the

course of the infection in WT mice, reaching a maximal expression

level on D60 (p,0.05, p,0.001, and p,0.001, respectively). In

Ja18-/-mice, IFN-c and TNF-a, but not IL-12, were also induced at

significant levels on D60 compared to D15 (p,0.01 and p,0.001,

respectively, Figure6A–C). Although the mean induction rate was

higher for all three cytokines inWTmice on D60, this difference did

not reach statistical significance when compared to Ja18-/- mice.

Overall, the number of granulomas was highly correlated with

mRNA induction of IFN-c (r = 0.82, p,0.0001) and TNF-a

(r = 0.83, p,0.0001). In addition, TNF-a was highly correlated

with the number of large granulomas (r = 0.85, p,0.0001) (Table1).

In liver extracts, TNF-a was detected by ELISA at higher

concentrations in WT mice at all time points (p,0.05 on D15 and

D30, and p,0.01 on D60), but the level of hepatic IFN-c did not

differ significantly between the two groups of mice, although it was

higher at all time points in WT (Figure6D–E).

IL-4 detection is higher in the liver of wild-type mice and
its induction is reduced in Ja18-/-mice
A striking difference in the expression and induction of IL-4 was

observed between the two groups of mice. IL-4 induction

increased over time in WT mice only (p,0.05) (Figure6F),

Figure 4. Phenotypic characterization of the iNKT cell infiltrate in the liver of WT mice on day 15 after infection with L.donovani.
Hepatic cell infiltration of C57BL/6 WT was analyzed by flow cytometry using anti-CD3-V500, anti-NK1.1-PerCP-Cy-5.5, anti-TCRb-V450, anti TCR cd-
FITC, and aGalCer/CD1d tetramer-APC, anti-CD4-PE-Cy7, anti-CD8-APC-Cy7. (A) Gating strategy allowing to estimate the low percentage of NK1.1-
and NK1.1+ cells among TCRb+/aGalCer/CD1d tetramer+ cells. (B) Gating strategy and evaluation of the percentage of cd-T cells and non iNKT cells
among CD3+/NK1.1+. (C) Percentage of CD4+ and CD4-/CD8- cells among iNKT cells (TCRb+/aGalCer/CD1d tetramer+). This panel is representative of
three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g004
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Figure 5. Hepatic transcriptome of cytokines and receptors is altered in Ja18-/- mice. Graphs represent the ratio of genes induction in
Ja18-/- mice compared to WT, after normalization on three housekeeping genes, at day 0 (non infected) (A), day 15 (B), day 30 (C) or day 60 (D) after
infection, with the central 45u angle line indicating a same level of induction in both backgrounds of mice and the two border lines corresponding to
a 2-fold induction in one or the other group of mice. Data are the mean6SEM of triplicate samples pooled from 8 to 10 mice from two independent
experiments. Quantification of mRNA of the T cell-chemoattractant chemokines CCL19 (E) and CXCL16 (F) in liver extracts of naı̈ve WT and
Ja18-/-mice, 15 days after infection. Data represent mRNA induction normalized on three housekeeping genes, and are the mean6SEM for each
group of mice (8–10 mice per group from two independent experiments).
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g005
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whereas it was usually absent in Ja18-/- mice, which displayed

induction indices at lower levels than in control non-infected mice.

IL-4 mRNA induction was highly correlated to IL-12 induction in

WT (r= 0.72, p,0.0001). The detection of IL-4 in the liver tissue

by ELISA was also significantly higher in WT mice compared to

Ja18-/- mice on D30 (p,0.05) and D60 post-infection (p,0.01)

(Figure6G).

Chemokine mRNA expression is sustained and raises over
time in WT mice
As chemokines are powerful chemoattractants for several cell

types known to contribute to granuloma assembly, the transcrip-

tomic approach used at early time points (Table S1) was also

applied on late time points. It appeared that expression of most

chemokines was sustained over time in WT animals and peaked at

D60. By contrast, 11/13 chemokines and 6/7 receptors for

chemokines were under-expressed in Ja18-/- mice at D60

compared to WT mice, as shown in Figure S2, which displays

the most significant differences of gene expression (i.e. differences

in mRNA induction of at least 2-fold between the two groups of

mice).

Quantification of gene expression of some of the most expressed

chemokines (compared to housekeeping genes) was made after

individual analysis of cDNA from all mice. Whereas the T cell and

NK-chemoattractant chemokines CXCL9 and CXCL10 were

strongly induced over time in both groups of mice, the induction of

Figure 6. Kinetics of hepatic mRNA induction and expression of key cytokines in WT and Ja18-/- mice infected with L.donovani.
Quantification of mRNA induction of IFN-c (A), TNF-a (B), and IL-12 (C). Quantitative PCR was performed in liver extracts at various time points after
infection and normalized by comparison to 18S mRNA. (D) Detection of TNF-a by ELISA in liver extracts. (E) Quantification of mRNA induction of IL-4.
(F) Detection of IL-4 by ELISA in liver extracts. Data are the mean6SEM for each group of mice (8–10 mice per group from two independent
experiments).
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g006
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their receptor CXCR3 was higher in WT mice (p,0.05,

Figure7A), which is consistent with the data obtained by flow

cytometry analysis. The neutrophil-chemoattractant chemokines

MIP-2/CXCL2 and CXCL5 [37], as well as their receptor

CXCR2 were strongly induced on D60 in WT mice only

(Figure7B). Similarly, CCL2/MCP-1 and its receptor CCR2 were

also higher on D60 in WT mice than in Ja18-/- (p,0.05)

(Figure7C). There was a strong correlation between mRNA

induction of CCL2 and MIP-2 and the number of granulomas

(r = 0.84, and r = 0.67, respectively; p,0.0001). Similarly,

CXCL1/KC induction was also correlated, to a lesser degree,

with the number of granulomas (r = 0.52, p,0.0001) (Table1).

Myeloid cell infiltration is strongly reduced in the liver of
infected Ja18-/- mice
Since striking differences in expression were observed for

chemokines attractant for neutrophils (CXCL1, MIP-2/CXCL2,

CXCL5) or monocytes (CCL2/MCP-1) on late time points

[37,38], we quantified these cells within granuloma by immuno-

histochemistry using an anti-myeloperoxidase (MPO) antibody

which mainly stains PMN cells (Figure8A). Not surprisingly, we

obtained contrasting data between WT and Ja18-/- mice, with

higher proportion of MPO-positive cells within the granulomas of

WT mice, whatever the size of granulomas (p,0.01) (Figure8B).

Consistent with chemokines expression data, the absolute

number of intra-granuloma MPO-positive cells counted in 100

consecutive microscopic fields (6400) increased during the 60-day

follow-up (p,0.001 and p,0.01, for WT and Ja18-/- mice,

respectively) (Figure8C). Moreover, this cell attraction was

correlated with the total number of granulomas (r = 0.85;

p,0.0001) (Table1). MPO-positive cell number was about 2-fold

higher in WT mice compared to Ja18-/- mice on D60 (144623

and 70620, respectively; p,0.05) and 5-fold higher on D15

(2869 vs 561, respectively; p,0.05) (Figure8C).

The level of MPO-positive cell infiltration was highly correlated

with mRNA induction of MIP-2 and CCL2 chemokines

(Spearman r= 0.71 and r = 0.74, respectively; p,0.0001), and to

a lesser extent to mRNA induction of CXCL1/KC (Spearman

r= 0.38; p,0.01) (Table1). When performing the statistical

analysis on each individual group of mice, induction of

CXCL1/KC was correlated with the number of MPO-positive

cells in WT mice (r = 0.58; p,0.01) but not in Ja18-/- mice.

Immunohistological findings were confirmed by flow cytometry

analysis of hepatic immune cells on D60, which clearly

demonstrated that PMN cells (GR-1hi/CD11b+ panel) were

present in larger amounts in WT than in Ja18-/- mice (180625

6103 versus 546166 103 cells; p,0.05) representing more than

half of the myeloid cell population at that time (Figure 87D–E).

Macrophage cells (GR-1int/CD11b+ subset, which matched with

F4/80+ cells) accounted for about 18% of myeloid cells and did

not rise significantly (Figure8D–E). An increase in monocyte cell

counts (GR-1low/CD11b+ subset) was also observed on D60

(p,0.01) in WT mice, reaching about 23% of the amount of

myeloid cells (Figure8D). By contrast, no significant change in the

amount of myeloid cell subsets was noted in Ja18-/- mice, which is

consistent with the defect in chemokines observed in these mice.

Concomitant analysis of lymphoid cell subsets revealed also a

sustained attraction of all three subsets, i.e. NKT cells, T

lymphocytes and NK cells (p,0.05) from D15 to D60 in WT,

with a large predominance of T lymphocytes, whether CD4+ or

CD8+ (Figure9A–B). These results are indeed in accordance with a

progressive maturation of granulomas.

Phagocytic enzymatic effectors are reduced in Ja18-/-

mice
The final step of granuloma maturation in the liver is the

potentiation of phagocytic cells to eliminate the parasite through

ROI and RNI intermediates. The induction of inducible nitric

Table 1. Spearman’s correlation rank between variables.

Granulomas Large granulomas

MPO+ cells

/100 fields TNF-a mRNA MPO mRNA iNOS mRNA

IFN-c mRNA 0.82**** - NS - - -

TNF-a mRNA 0.83**** 0.85**** 0.71**** - - -

CCL2 mRNA 0.84**** 0.82**** 0.74**** - - 0.90****

MIP-2 mRNA 0.67**** 0.63**** 0.71**** - - 0.85****

iNOS mRNA 0.78**** - - - - -

MPO+ cells 0.85**** 0.84**** - 0.71**** 0.68**** -

IL-4 mRNA 0.61**** - - - - -

MPO mRNA 0.65**** - 0.68**** - - -

IL-10 mRNA 0.52**** - - - - -

KC mRNA 0.52**** - 0.38** - - -

KC ELISA 0.47*** - 0.38** - - 0.74****

IL-12 mRNA 0.4** a - - - - -

Liver weight 0.47*** 0.53**** - - - -

LDU NS b NS - 0.32* c - 0.49*** d NS e

NS, not significant; *, p,0.05; **, p,0.01; ***, p,0.001; ****, p,0.0001.
aNS in Ja18-/-in individual analysis.
b
20.53 (p,0.05) in WT, NS in Ja18-/-mice.

c
20.52 (p,0.01) in WT, NS in Ja18-/-mic.
d
20.74 (p,0.0001) in WT.

e
20.41 (p,0.05) in WT.
doi:10.1371/journal.pone.0033413.t001
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Figure 7. Kinetics of selected chemokine and related chemokine receptors expression in liver extracts from WT and Ja18-/- mice.
mRNA expression of selected chemokines and their receptors was quantified by qPCR in liver extracts at various time points after infection.
Quantification of mRNA for the T and NK cell-chemoattractant chemokines CXCL9, CXCL10 and their receptor CXCR3 (A), quantification of the PMN-
chemoattractant chemokines MIP-2 and CXCL5 and their receptor CXCR2 (B) and of CCL2 and its receptor CCR2 (C). Data are the mean6SEM of 8 to
10 mice per group from two independent experiments and normalized on the expression of three housekeeping genes.
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g007
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oxide synthase (iNOS) and of MPO genes was measured in liver

extracts. MPO induction increased throughout the infection in

WT mice (p,0.05 between D15 and D60) but not in Ja18-/- mice

(Figure8F). The induction of MPO mRNA was correlated with

MPO-positive cell infiltration and with the number of granulomas

(Spearman r= 0.68 and r = 0.65, respectively, p,0.0001), and

inversely correlated with hepatic parasite burden (Spearman

r=20.49, p,0.001), this correlation being stronger in WT

(Table1). The induction of iNOS was also correlated with the

granuloma tissue response (Spearman r= 0.78, p,0.0001), and

was higher on D60 compared to D15 post-infection (p,0.01). Like

other markers, iNOS induction was highly correlated with MIP-2

and CCL2 induction (r = 0.85 and 0.90, respectively; p,0.0001),

as well as with CXCL1/KC (r = 0.74; p,0.0001). Moreover,

iNOS induction was correlated to parasite clearance in WT mice

only (Table1).

Discussion

NKT cells together with dendritic cells are pivotal cell subsets

involved in the link between innate and adaptive immune response

against microorganisms. A role for NKT cells in the defense

against Leishmania donovani infection was pointed previously by

Amprey et al. [26], who showed that liver granuloma formation

was impaired and parasite burdens were higher in the absence of

NKT cells, using a model of BALB/c CD1d-/- mice. However the

genetic background is known to influence the capacity of mice to

control Leishmania infection [39], and BALB/c mice which display

a biased Th2 immune response, express a different susceptibility

profile to infection. Moreover, among NKT cells, the precise role

of the iNKT cell subset, the main T cell subset in the mouse liver,

needed to be confirmed, since contradictory data were reported by

Stanley et al. [33]. In the aim to display robust conclusions about

the requirement of these cells for parasite control in the liver, we

used a model of iNKT cell-deficient mice on a C57BL/6 genetic

background, a more resistant genetic background due to its

capacity to produce more IFN-c than BALB/c mice [40]. Hence,

enhanced susceptibility in the absence of iNKT cells would

strongly suggest that these cells actively participate to mouse

resistance. We showed effectively that WT mice drove efficient

parasite clearance after infection. Conversely, parasite prolifera-

tion was significantly higher in the liver of Ja18-/- mice at all time

points post-infection. Our model of intraperitoneal inoculation of

promastigotes yielded lower parasite burdens in the liver than

those reported in other studies using amastigotes by intravenous

route, but we speculate that the intraperitoneal route is closer from

the natural inoculation of promastigotes by sand flies. In their

study, Stanley et al. [33] also found higher parasite loads in the

liver of Ja18-/- mice on late time points (D56) after infection with

L. donovani. However, the authors concluded to a minor

physiological role in the protection during murine Leishmania

infection, since cell stimulation by injection of a-GalCer prior or

concomitantly to mouse infection did not concur to improve

disease resolution, but even led to enhanced parasite burdens [33].

In our opinion, this observation, under non physiological

conditions, should warn on the possible risk of a paradoxical

effect during NKT cell activation, but cannot allow to draw

definitive conclusions about the role of iNKT cells during the

natural course of infection. In other models, activation of iNKT

cells with a-GalCer led to contradictory results, suggesting that

Figure 8. Quantification of myeloid cells in the liver of wild-type and Ja18-/- mice. (A) Representative slides of small (Day 15) and large (Day
60) hepatic granulomas labeled by immunohistochemistry using an anti-MPO antibody, in WT and Ja18-/- mice. (B) Proportion of MPO+ cells in
granulomas, according to the size of the foci (i.e. small granulomas of ,25 cells, and large granulomas .25 cells). (C) Quantification of the absolute
number of MPO+ cells in granulomas in 100 consecutive microscopic fields (6400) at various time points. Data are the mean6 SEM for each group of
mice (8–10 mice per group from two independent experiments). (D) Absolute quantification of myeloid cell infiltration in the liver of C57BL/6 WT and
Ja18-/- by flow cytometry on D60 after infection with L. donovani, using an anti-Gr1-FITC, anti-CD11b-PE-Cy7, and anti-F4/80-PE. Analysis was done on
live cells after excluding lymphocyte cells. 106 cells of liver homogenates were labeled and data were analyzed on 50.000 events. Data are the mean
6 SEM of four mice per group. (E) Quantification of MPO mRNA expression in the liver of WT and Ja18-/- mice. Data are the mean6SEM for each
group of mice (8–10 mice per group from two independent experiments).
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g008

Figure 9. Hepatic lymphoid cell infiltration in wild-type and
Ja18-/- mice at day 60 of infection. Quantification of lymphoid cells
in the liver of C57BL/6 WT and Ja18 by flow cytometry after infection
with L. donovani, using anti-CD4-PE, anti-CD3-Pacific Blue, anti-NK1.1-
PerCP-Cy-5.5, and anti-CD8-APC-Cy7. 106 cells of liver homogenates
were labeled and data were analyzed on 50.000 events. Absolute
quantification of hepatic NK (NK1.1+/CD3-), NKT (NK1.1+/CD3+), and TL
(NK1.1-/CD3+) cell subsets (A), absolute quantification of CD4+ and
CD8+ cell subsets in gated TL (B). Data are the mean6 SEM of four mice
per group.
doi:10.1371/journal.pone.0033413.g009
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over-stimulation does not reflect the fine regulation of these cells in

vivo in the context of physiological activation, since it does not

reproduce exactly the microenvironment associated with antigen

presentation. For example, in the work of Osman et al. [41]

activation of hepatic NKT cells with a-GalCer induces liver injury,

whereas this cell subset is protective against acute hepatitis in

another study [42]. Another important point is that strong

activation of iNKT cells with a-GalCer can lead to a profound

anergy of these cells and a down-regulation of CD1d [43], which

renders them refractory to subsequent activation, and could

explain the exacerbation of Leishmania infection observed by

Stanley et al. [33].

The better control of parasite burdens observed as soon as day

15 in WT mice was associated with a massive iNKT cell

infiltration detected by flow cytometry in the liver. Indeed, the

TCRb+/CD1d-aGalCer-TT+ cell subset accounted for the

dramatic increase of CD3+/NK1.1+ cells in WT mice, whereas

other minor subsets remained almost stable (Figure4). In addition,

iNKT cells supported most of the CXCR3 and CD69 expression

in lymphoid cells (Figure S3 and data not shown), suggesting that

they are the activated T cell main subset recruited at this time

point. A recent Indian study conducted in Human patients

infected with L. donovani pointed to an increased amount of iNKT

cells both in peripheral blood and bone marrow compared to

healthy controls [44], as well as an increased proportion of the

whole CD69+ NKT cell subset in the bone marrow from patients

with visceral leishmaniasis [45], suggesting a role in the defense

against the parasite. The proportion of iNKT cells returned to

basal levels after treatment [44].The CD4+ iNKT cell subset was

the predominant infiltrating subset in WT mice; this cell subset

was previously reported to be crucial in the control of parasite

burdens in lymph nodes from C57BL/6 mice during the first week

following infection with L. major [34,46]. We also showed the

presence of a NK1.1-/CD1d-aGalCer-TT+ iNKT cell subset,

which role remains to be determined. However, its proportion was

unchanged after infection.

The higher levels of hepatic parasite burdens in Ja18-/- mice

were associated with a defect in the process of tissue granulomas

formation. The results observed during our two-month follow-up

of WT and Ja18-/- infected mice suggest that iNKT cells

contribute to a favorable cytokinic/chemokinic environment that

allows an efficient lymphoid response at early steps, but also

influence late steps of the granuloma maturation process. We

postulate that iNKT cells are the conductor of a progressive

orchestration of synchronized actors through progressive and

sustained chemokines synthesis, modulating the recruitment and

function of various cell types. It is long known that pro-

inflammatory cytokines play a key role during the course of

infection. TNF-a, was detected by ELISA at significantly higher

concentrations in the liver of WT mice at all time points. These

data are consistent with a sustained hepatic impregnation with

TNF-a, reflecting the greater amount and stronger responsiveness

of inflammatory cells in WT animal. TNF-a has previously been

shown to play a pivotal role in T cell and monocyte recruitment

[5], and Murray et al. [12] observed in TNF-a knock-out (KO)

mice, that the absence of granuloma assembly on D15 post-

infection was correlated with a higher liver parasite burden. Both

IL-12 and IFN-c are also required for resistance to Leishmania

infection and granuloma assembly, as demonstrated in studies

using KO mice [47,48] or anti-IFN-c or anti-IL-12 injections

[8,10]. In the present study, IL-12 induction increased significantly

between D15 and D60 post-infection, and was correlated with the

number of granulomas in WT mice only. Murray [3] reported that

there was a defect in granuloma formation in IL-12 and IFN-c

KO mice, with a ‘‘no structure-no function’’ relationship,

extended to the later stage of infection. Thus, the partial deficiency

of IL-12, IFN-c, and TNF-a induction in Ja18-/- mice could be

responsible for a similar mechanism, since the granulomas

observed in these mice were less abundant and less well-organized

than in WT mice. Interestingly, IFN-c expression increased

throughout the infection and was strongly correlated to the

number of granulomas, irrespective of the type of mice, despite

higher levels of induction in WT mice. This observation raises the

possibility of partial compensatory mechanisms for IFN-c
production in Ja18-/-mice, probably through T cells or NK cells,

but inadequate to drive efficient chemokines pathways. A recent

study suggests that maximal activation of NK cells would result

from a cross-talk between NK and iNKT cells, thus would be

observed only in WT mice. Indeed, it was shown that iNKT

activation by a-GalCer results in a high speed transactivation of

NK cells in a model of C57BL/6 mice, as well as a delayed

activation of B cells and T cells [49].

Recently, Uemura et al. [50] demonstrated that stimulation of

iNKT cells by their specific ligand a-GalCer modifies the IL-

12p70/IL-23 balance in favor of enhanced IL-12p70 production

by dendritic cells; the down-regulation of IL-23 was markedly

associated with IL-4 and IL-10 production by iNKT cells. These

data corroborate our results, since we detected significantly higher

levels of IL-4 by ELISA and mRNA in WT than in Ja18-/- mice,

together with a significant induction of IL-12 in WT mice only,

both cytokines being highly correlated in these mice (r = 0.71,

p,0.0001). These observations are also consistent with the data of

Zhu et al. [29], who showed that in a model of T cell mediated

hepatitis, the capacity of iNKT cells to produce IL-4 was directly

influenced by IL-12. Altogether, these data could point iNKT cells

as a major hepatic source of IL-4, contributing to the peculiar

hepatic microenvironment and involved in the development of

efficient granuloma maturation [13].

Granuloma maturation is indeed a complex process depending

on efficient attraction of competent cells in the aim to help infected

cells to get rid of parasites. To explain the strong and sustained

attraction of immune cells in the liver of infected mice all along the

infection process, we investigated large scale chemokine expres-

sion, and found that WT mice were more likely able to produce

most chemokines, particularly Th1 chemokines, and to induce

their receptors than Ja18-/- mice. In particular, we showed that

IFN-c-dependent chemokines (CXCL9/10) were strongly in-

duced, as shown by others [51], and increased during the course

of infection, as well as their receptor CXCR3. The role of NKT

cells in the homing of CXCR3+ cells in the liver was described in a

recent paper [52], but in our model iNKT cells themselves

represent the main proportion of CXCR3+ cells infiltrating the

liver. Here we also show that numerous other chemokines were

generally more strongly induced in WT compared to Ja18-/- mice.

Whereas lymphoid cells-attracting chemokines (CCL19, CCL27,

CXCL16, CCL9, CCL25) were significantly induced at early time

points, myeloid cells-attracting chemokines are mostly induced on

D60. Among them, we observed in WT animals a marked

expression of the PMN-attractant chemokines MIP-2/CXCL2

and CXCL5, and of the monocyte-attractant chemokine CCL2/

MCP-1, as well as of their receptors CXCR2 and CCR2,

respectively. This strong induction was correlated with the number

of granulomas and in particular with mature granulomas,

therefore is supposed to help resolving infection. In cutaneous

leishmaniasis, a number of chemokines were shown to be

expressed in Humans, of which CCL2, CCL19 and CCL17

[53]. An essential role for CCL2 in the defense against

intracellular pathogens, was also described for Listeria [54].
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Consistent with expression data, flow cytometry analysis of liver

immune cell populations assessed the presence of significantly

higher amounts of granulocytes and monocytes in WT animals on

D60. Histological data definitely confirmed the progressive and

stronger attraction of MPO-labeled cells within the hepatic

granulomas of WT mice. Finally, we demonstrated the higher

induction of enzymes of the oxidative burst, iNOS and MPO, in

WT mice, and their correlation to the efficient control of parasite

burdens. MPO activity is mostly due to neutrophils, whereas iNOS

is associated to phagocytic potency of monocytes-macrophage cells

which are target cells for Leishmania parasites and display enhanced

phagocytic activity after activation. Recent data have shown that

neutrophils contribute to efficient protective immune response

during L. donovani infection of BALB/c mice, since in neutrophil-

depleted mice, parasite burdens were higher and granuloma

formation was impaired [55]. In Human, the lack of neutrophils

recruitment is a histopathologic feature of diffuse cutaneous

leishmaniasis, by contrast to local cutaneous leishmaniasis [53],

which is also an indirect argument pleading for a beneficial role of

these cells. Another recent paper [56] is in accordance with our

observations, since it claims that activation of iNKT cells

ameliorates listeriosis by accelerating infiltration of Gr-1+ cells

into the liver. However, the role of neutrophils in the late stage of

hepatic infection with L. donovani and the accurate link between

iNKT cells and neutrophil attraction in the liver are poorly

explored, and should be revisited in the light of these results.

Many chemokines were shown to be induced in the liver of WT

mice in our study. They probably have intricate and redundant

actions and because of the long term follow-up of this study design,

it was not possible to dissect their role independently, as it can be

made in early steps of infection. However, this large scale

descriptive study offers an overview of chemokine expression

and provides new insights on the complex pathophysiology of

granuloma assembly in the liver. Finally, our data are consistent

with a role of iNKT cells in the efficient host response and early

control of L. donovani proliferation.

Materials and Methods

Ethics statement
This study was carried out in accordance with the French

institutional guidelines (Direction des Services Vétérinaires,

agreement number 35–86), and with the EC directive #86/

609/CEE. The use of Ja18-/- mice in our animal facilities was

approved by the Commission Génie Génétique (Ministère de

l’Enseignement Supérieur et de la Recherche, agreement number

5387-CA-1).

Mice
Female C57BL/6 wild-type mice were purchased from Janvier

Laboratories (Le Genest-Saint-Isle, France) and acclimatized for at

least 10 days before challenge. C57BL/6 iNKT cell-deficient

(Ja18-/-) mice were generated and provided by M. Taniguchi

(Chiba University, Japan) and were backcrossed for at least 10

generations. Mice were bred and housed in our animal facilities

under pathogen-free conditions. Mice were 7–10-weeks-old when

challenged with L. donovani. Naı̈ve congenic mice, matched

according to age, were used as non-infected controls.

Parasites and infection of mice
The L. donovani strain (MHOM/SD/97/LEM3427, typed as

Zym MON-18 by the Centre National de Référence des

Leishmanioses, Montpellier, France) was maintained in vivo by

serial murine passages and grown in vitro on NNN (Novy-McNeal-

Nicolle) blood agar at 27uC. Prior to infection, amplification of

promastigotes was carried out by culture in Schneider’s Drosophila

medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 10% FCS,

100 U/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin, for 6 days at

27uC, until they reached stationary phase. Animals were infected

on day 0 (D0) by intraperitoneal injection of 108 promastigotes,

and groups of 4–6 mice were sacrificed on D15, D30, or D60.

Prior to sacrifice, blood was collected by retro-orbital puncture,

and the serum was stored at –80uC. The liver was recovered and

weighed, then cut into pieces, formalin-fixed and paraffin-

embedded or snap frozen in isopentane/liquid nitrogen for

mRNA and protein extraction.

Quantification of liver parasitic burden
Parasite burden was determined by microscopic examination of

Giemsa-stained smears, with the results expressed as Leishman

Donovan Units (LDU) (i.e. number of amastigotes per 1000 cell

nuclei6liver weight in mg).

Quantification of granulomas in liver tissue
The histological response to infection was evaluated quantita-

tively after microscopic examination of paraffin-embedded liver

sections stained with H&E. Granulomas were classified into two

categories based on the number of cells: i) ,25 cells; ii) .25 cells.

The type of granuloma assembly was also recorded, i.e. mature

granuloma foci displaying a well-organized peripheral ring of

lymphocytes surrounding a Kupffer cell core, or poorly organized

granuloma foci.

Immunohistochemical characterization of liver
granulomas
The attraction of some effector cells to granulomas was

quantified after immunohistochemical staining. T lymphocytes

were stained using an anti-CD3 rabbit monoclonal antibody

diluted 1/200 (Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, USA) and

PMN were stained using a polyclonal rabbit anti-myeloperoxidase

(MPO) antibody diluted 1/2000 and a Vectastain ABC kit (Vector

Laboratories, Peterborough, UK), according to the manufacturer’s

instructions. The sections were counterstained with hematoxylin.

RNA isolation and analysis of hepatic gene expression
Total cellular RNA was extracted and purified from liver

samples using Trizol reagent (Invitrogen), then treated with DNase

(10 U DNase I/mg total RNA) and reverse transcribed with

SuperScriptTM II Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to

the manufacturer’s instructions. A screening of a large panel of

cytokines and chemokines and their receptors was analyzed (listed

in Table S1) using a large-scale qPCR approach to analyze the

global response of liver cells to infection. PCR amplification

reactions were carried out in triplicate with iQ-SYBR Green

Supermix (Bio-Rad) in a 15ml reaction volume containing 200 nM

primers and 5 ng of pooled cDNA from each time point and group

of mice, using a Chromo4TM System (Bio-Rad). Primers were

designed using Primer3 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer38www.cgi) and the corresponding sequences

will be available upon request. The DCt method was retained for

quantification and GAPDH, HPRT1 and HSPCB housekeeping

genes used for multiple normalization as described previously [57].

Quantitative analysis of expression of selected genes was

performed using the StepOne plus system (Applied Biosystems,

Cergy-Pontoise, France) in 96-well optical plates with Power

SYBRHgreen PCR Master Mix (Applied Biosystems), 3 mM

primers and cDNA corresponding to 30 ng of total RNA input
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in a final volume of 20 mL. Samples were analyzed in duplicate

and expression levels of target genes were normalized to

expression of 18S rRNA. Results were expressed as 2–DDCt

referred as fold induction in relation to the mean Ct obtained with

non-infected WT mice. The PCR primers were designed using

Primer express 3 software and synthesized by Qiagen or Sigma-

Aldrich (Lyon, France).

Tissue cytokine assay
For the measurement of hepatic IL-4, TNF-a, and IFN-c

expression, liver samples (200 mg) were homogenized individually

using a disperser (Ultra-Thurax T25; Janke & Kunkel, Labor-

technick, Germany) in 0.5 ml of ice-cold PBS containing complete

protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science, Meylan,

France). Homogenates were centrifuged for 15 min at

10,000 rpm at 4uC. The supernatants were recovered and

submitted to a second centrifugation. All lysates were equalized

with complement-free FCS to a 10% concentration, and tested

whole and diluted 1:2 in 10% complement-free FCS. The different

cytokines were quantified using Duoset ELISA development

systems for mouse IL-4, TNF-a, and IFN-c (R&D Systems),

according to the manufacturer’s instructions, except for the reveal

step in which orthophenyl-dianizidine was used instead of

tetramethylbenzidine. Absorbance was determined at 490 nm

using a spectrophotometer, and the results were determined from

a seven-point standard curve, and expressed as pg/mL/100 mg of

tissue.

Flow cytometric analyses
For flow cytometric analyses, livers were perfused with PBS to

remove blood cell contamination prior to dissection. After

homogenization of liver tissue and elimination of hepatocytes by

sedimentation, immune cells were purified using 35% Percoll (GE

healthcare) and red blood cells were lyzed. 106 leucocytes were

incubated with anti-CD16/32 (BD Pharmingen) to block non-

specific binding and washed. The cells were then incubated with

appropriate dilutions of anti-Gr1-FITC, anti-CD11b-PE-Cy7,

anti-CD11c-APC, anti-CD4-PECy7 or anti-CD4-PB, anti-CD3-

PB or FITC, anti-NK1.1-PerCP-Cy-5.5, anti-F4/80-PE, and anti-

CD8-APC-Cy7 antibodies, all purchased from BD PharMingen.

Other antibody panels associating CD3-V500, anti-TCRb-V450,
anti-TCRcd-FITC and CD69-PE or CXCR3-PE were used for

accurate phenotyping of lymphoid cells. Invariant NKT cells were

characterized using aGalCer-tetramer-PE or APC, provided by

the NIH tetramer facility (Atlanta, GA). The cells were washed,

fixed in PBS containing 2% FCS, 0.01 M sodium azide and 2%

formaldehyde. The stained cells were analyzed on a FACS Aria II

H flow cytometer using BD FACS Diva software (BD Bioscience)

and the data were processed using CXP software (Beckman

Coulter). Dead cells and doublet cells were excluded on the basis

of forward and side scatter.

Statistical analysis
Data are expressed as mean6SEM for each group of mice (8–

10 mice per group from two independent experiments). Differ-

ences between groups were analyzed using non-parametric tests

(Mann-Whitney test). Correlations between variables were evalu-

ated using the Spearman rank correlation test. Paired statistical

analysis of mRNA induction between the two groups was

performed using the Student’s t-test. Data from mRNA high

throughput screening were analyzed using the Kruskal-Wallis test

and the Dunn’s multiple comparison test. Statistical analysis was

performed using GraphPad Prism 5.02 software. Differences were

considered significant when the p-value was,0.05, and graduated

as *(p,0.05), **(p,0.01), and ***(p,0.001).

Supporting Information

Figure S1 Induction rates of genes mRNA from selected
immune markers in C57BL/6 and Ja18-/- mice. (A) Mean

induction rates in non infected mice. (B) Mean induction rates 15

days after infection with L. donovani. mRNA induction was

normalized on housekeeping genes. Gene targets which were not

more expressed than housekeeping genes are not represented.

(TIF)

Figure S2 Ratios of most significant mRNA induction
rates of immune markers in Ja18-/- compared to WT
mice at early stage (D15) and late stage (D60) of
infection (induction of at least +/- 2-fold compared to
WT mice).

(TIF)

Figure S3 CXCR3 expression on lymphoid cells in the
liver of C57BL/6 WT. Analysis by flow cytometry after

infection with L. donovani, using, anti-NK1.1-PerCP-Cy-5.5, anti-

bTCR-V450, aGalCer/CD1d tetramer-PE, anti-CD4-PE-Cy7,

anti-CD8-APC-Cy7, CD3-FITC and anti-CXCR3-APC. (A)

Quantification of CXCR3 expression in the following subsets:

total lymphocytes, CD4+TL, iNKT cells (TCRb+/aGalCer/

CD1d tetramer+ gated cells), and NK cells (TCRb-/NK1.1+gated

cells). Black transparent curve represents a non infected mice; grey

curve represents an infected mice. This panel is representative of

three mice per group. 106 cells of liver homogenates were labeled

and data were analyzed on 60.000 events. (B) Mean percenta-

ge6SEM of CXCR3+cells in each gated cell subset from infected

or non infected WT mice. (C) Absolute numbers of recruited

CXCR3+cells in the liver from infected or non infected WT mice.

(TIF)

Table S1 List of immune markers analyzed by tran-
scriptomic approach.

(DOC)
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Abstract

Background: Recent advances demonstrated that liver dendritic cells (DCs) promote immunologic hyporesponsiveness that
may contribute to hepatic tolerance. Although there has been significant work on the phenotypic and functional roles of
such DCs, the impact of liver microenvironment on the immune properties of infected DC is still poorly explored, probably
because of the limitations of modelization.

Methodology/Principal Findings: Here, we hypothesized that DC tolerogenic properties have an impact on the
antimicrobial response, particularly during the infection by the protozoan parasite Leishmania donovani. Indeed, a
lymphocytic Th2 environment was reported to favour the growth and proliferation of L. donovani. We first modelized an
adequate monocyte-differentiated DC model, either in rat liver epithelial cell- or in a human hepatic non-parenchymal cell-
conditioned medium in order to infect them further. We established that DCs differentiated in a hepatic microenvironment
displayed a CD14+/CD16+/CD123+ phenotype, secreted low IL-12p70 and had an impaired capacity to stimulate allogeneic
T lymphocyte proliferation and IFNc secretion. We then infected DCs with L. donovani in the in vitro-defined hepatic
microenvironment. The infection of hepatic DCs restored their capacity to stimulate allogeneic T-cell proliferation and to
induce lymphocytic secretion of IFNc. Such characteristics were recently shown to favour granuloma formation in mice liver.

Conclusions/Significance: Our results suggest that the specific immunostimulatory properties of infected hepatic DCs
might amplify the granuloma maturation, which warrants the effective control of infection in the liver during visceral
leishmaniasis.
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Introduction

Parasitic infection with the obligate intracellular protozoan

Leishmania spp. results in a broad spectrum of clinical diseases in

humans. Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of

leishmaniasis, compared to cutaneous, diffuse cutaneous and

mucocutaneous leishmaniasis. The viscerotropic species Leishmania

donovani and Leishmania infantum are responsible for 500,000 new

cases of VL each year in 62 endemic countries. VL ranges from

asymptomatic infection, known as the sub-clinical form, to acute

and potentially fatal disseminated disease with bone marrow, liver

and spleen involvement [1,2].

In the blood stream, freely circulating Leishmania parasites are

rapidly coated by complement molecules (C3, C5…) and

immunoglobulins. Complement receptors (CR1 and CR3) and

Fcc receptors expressed on macrophage and dendritic cell (DC)

membranes can recognize opsonized parasites and induce

phagocytosis [3,4]. In vitro infection of DCs with axenic non-

opsonized Leishmania has also indicated the involvment of the C

type lectin receptor DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3-

grabbing nonintegrin) in Leishmania internalization. DC-SIGN

mediated internalization acts by recognition of mannose glyco-

conjugates which are strongly expressed on the cytoplasmic

membrane of parasites [5,6]. However, its precise ligand has not

yet been described. DCs play a pivotal role in the control of

Leishmania infection by directing T-cell polarization and cytokine

production [3]. Their capability to modulate the immune response

greatly depends on parasite diversity, with contradictory data

obtained depending on whether DCs are infected with viscero-

tropic or dermotropic strains of Leishmania [7–15]. The response of

DCs to infection also depends on their lineage, stage of

maturation, processed antigens and tissue localization.
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Because of its location and function, the liver is continuously

exposed to a wide range of antigens. Pathogenic microorganisms

must be eliminated whereas a large number of dietary or

commensal organism antigens as well as hepatic metabolites must

be tolerated. Therefore, the liver has developed a specialized

immune system that favours tolerance rather than immunity

[16–22]. The survival of liver allografts without the need of

immunosuppressive treatment provides evidence of such tolerance

[23–25]. Thus, hepatic DCs may play a critical role in the accurate

initiation and control of the specialized immune response in the

liver [18,26]. Human liver myeloid DCs of human liver have been

identified in cells spontaneously migrating from thin pieces of liver

[27] and in cells eluted from donor livers prior to transplantation

[28]. Human liver myeloid DCs express a semi-mature phenotype,

with lower expression levels of CD80, CD86, DC-LAMP and

CCR7 than those of DCs in lymph nodes [28]. Hepatic DCs

express DC-SIGN, CD40 and MHC II molecules but also the

common monocyte lineage marker CD14 and the plasmacytoid

marker CD123 [27]. These cells synthesize IL-10 but not IL-

12p70 [18], whereas IL-12p40 and IL-12p35 transcripts were

detected by real-time PCR [27]. Finally, hepatic DCs stimulated T

lymphocytes to secrete IL-10 and very low amounts of IFNc [27].

One of our team has developed an in vitro model of monocyte-

derived DCs co-cultured with rat liver epithelial cells (RLEC). This

model of hepatic DCs differentiated into a CD11c+/CD14+/

CD123+ DC subset that synthesized IL-10 but not IL-12p70 and

promoted a Th2 immune response [29]. Recently, Bamboat et al.

[30] definitely confirmed that human liver DCs promote

immunologic hyporesponsiveness through the generation of

suppressive T lymphocytes and a subset of IL-4 producing Th2

cells, via an IL-10-dependent mechanism.

In this study, we evaluated the molecular response of DCs to

Leishmania infection in a hepatic microenvironment. We first

developed an in vitro model for the differentiation of human

myeloid DCs in a hepatic microenvironment, using either a rat

liver epithelial cell-conditioned medium (RLEC-CM) or a human

hepatic non parenchymal cell-CM (hNPC-CM). We then

compared the molecular response of hepatic DCs to the infection

with a hepatotropic isolate of L. donovani. Here, we report that DCs

differentiated in a liver-CM show impaired allostimulating

capacity. The infection of these DCs with L. donovani amplified

their Th2 polarizing cytokine profile and restored their ability to

stimulate the proliferation and IFNc secretion of T lymphocytes.

This response could act as a specific hepatic immunological

mechanism involved in the control of parasitic infections.

Methods

Ethics statement
Access to the biopsy material was in agreement with French

laws and satisfied the requirements of the Ethics Committee of the

institution.

Cultures of hepatic cells and production of hepatic
conditioned medium
A rat liver epithelial cell line (RLEC) was isolated and cultured

in William’s E medium (Invitrogen, France) with 10% foetal calf

serum (FCS, Invitrogen) as described by Williams et al. [31].

Human hepatic cells were isolated from liver biopsies by

collagenase digestion [32] and centrifuged at low speed for

1 min. Hepatocytes were recovered from the pellet and the

enriched hepatic nonparenchymal cell (hNPC) population from

the supernatant. hNPCs were cultured in Williams’ E medium

with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 5 mg/mL bovine insulin,

561025 M hydrocortisone hemisuccinate. When RLEC or hNPC

reached confluence, the medium was removed and replaced with

RPMI 1640 Glutamax-I medium (Invitrogen, France) containing

10% FCS. The 24 h culture supernatant was then recovered,

filtered, and used as RLEC-CM and hNPC-CM for DC

differentiation.

Dendritic cell differentiation and maturation
Monocytes were isolated and purified from healthy blood

donor buffy-coats (Etablissement Français du Sang, Rennes,

France) using a RosetteSepTM human monocyte enrichment

cocktail (StemCell Technologies, France) and centrifugation on

a Ficoll-Hypaque gradient (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.).

Human monocytes were then plated (26106 cells in 2 mL) into

6-well culture plates. Monocytes were cultured in RLEC-CM or

hNPC-CM, both supplemented with IL-4 (500 U/mL; Pepro-

tech Inc., Rocky Hill, NJ). Control monocytes were simulta-

neously cultured in RPMI 1640 Glutamax-I medium containing

25 mM HEPES, 10% FCS, IL-4 (500 U/mL) and GM-CSF

(800 U/mL; Peprotech Inc., Rocky Hill, NJ). On day 2, cultures

were fed by removing half of the spent medium and adding fresh

medium containing cytokines to fulfill the initial volume of

2 mL. After 5 days of culture, immature myeloid DCs were

harvested and recultured (56105 cells/mL) for two additional

days in maturation medium containing complete culture

medium supplemented with IFNc (1000 IU/mL; Imukin,

Boehringer Ingelheim, France) and Escherichia coli LPS (1 mg/

mL; Sigma). Culture supernatant was recovered on day 7 and

centrifuged prior to be cryopreserved for subsequent analysis of

cytokine production. IL-10 and IL-12p70 secretions were

measured using ELISA kits (optEIA; BD Biosciences, France).

For the intracellular IL-12 detection, anti-IL-12 (p35/70p)-APC

antibodies from Miltenyi Biotec Inc. (USA) were used according

the manufacturer’s recommendations.

Parasite culture and DC infection
L. donovani strain MHOM/SD/97/LEM3427 Zym MON-18

was isolated from a patient with VL and was grown in vitro on

Author Summary

Because of its location and function, the liver is
continuously exposed to a wide range of antigens.
Pathogenic microorganisms must be eliminated while a
large number of dietary or commensal organism antigens
and hepatic metabolites must be tolerated. Therefore, the
liver has developed a specialized immune system that
favours tolerance rather than immunity and liver dendritic
cells (DCs) act as a major cell subtype in promoting this
response. Our work aimed to examine if such immunologic
hyporesponsiveness has an impact on the control of the
hepatic burden of Leishmania donovani, a protozoan
parasite that grows in liver and spleen tissues after
infection (called visceral leishmaniasis in South America
and Mediterranean basin, and Kala Azar in South East Asia).
We first modelized an original model of hepatic DCs and
infected them with Leishmania donovani. In contrast to
control DCs, infection of hepatic DCs restored the alterate
capacity of non-infected liver DCs to stimulate allogeneic T
cell proliferation and IFNc secretion. Such characteristics
were recently shown to favour granuloma formation in
mouse liver. This research provides an explanation for the
observation that Leishmania parasite growth is controlled
in the liver via an efficient granuloma response.

Leishmania donovani and Liver Dendritic Cells
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blood agar. Prior to infection, amplification of promastigotes was

carried out by culture in Schneider medium (Gibco, Invitrogen)

supplemented with 10% FCS and antibiotics (penicillin 200 IU

and streptomycin 200 mg/mL) for 6 days, until they reached

infective stationary phase. Five-day-old DCs were then exposed to

stationary phase promastigotes for 2 days. Carboxyfluorescein

diacetate succinimidyl ester (CFSE, Invitrogen, France) labelling of

Leishmania donovani promastigotes was performed at a 2 mM

concentration for 107 parasites/mL. Excreted-secreted antigens

(ESA) from Leishmania donovani were obtained by centrifugation of

the parasite suspension (600 g, 10 min) and 0,2 mm filtration of the

supernatant.

Flow cytometric analysis of cell surface molecules
Control and infected DCs were incubated for 30 min at 4uC

with monoclonal antibodies (mAb) directed against CD14, CD16,

CD40, CD86, HLA DR, CD123, DC-SIGN and CD83 (BD

PharMingen, USA) and CD1c (Miltenyi Biotec, France). Isotype-

matched control labelling was included in all experiments. For cell

viability assays, cells were incubated 5 min with 7ADD (e-

bioscience, SD, USA). Data acquisition was performed using a

FACSCalibur flow cytometer and CellQuest software (Becton-

Dickinson, USA). Data analyses were performed with WinMDI

software (J. Trotter).

Allogeneic stimulation assay
T lymphocytes were isolated from healthy blood donor buffy-

coats with RosetteSepTM human T-cell enrichment cocktail

(StemCell Technologies, France) and centrifugation on Ficoll-

Hypaque gradient. Mixed leukocyte reactions (MLRs) were

carried out in 96-well culture plates with 200 mL of medium.

Allogeneic lymphocytes (16105) were co-cultured in complete

RPMI 1640 medium with 7, 5 or 3-day-old DCs differentiated

either in RPMI 1640 medium or RLEC-CM and infected or not

with L. donovani. DC:T lymphocyte ratio of 1:10, 1:20 and 1:100

were used. Lymphocyte proliferation was measured on day 6

after a 16 h pulse with [3H]-methyl-thymidine (1 mCi/well).

CD4+ or CD8+ T lymphocyte proliferation was characterized

by flow cytometry after CFSE labelling (0.2 mM concentration

for 106 cells/mL). To analyse cytokine production by lympho-

cytes, 16105 6-day-old MLR cultures lymphocytes were

restimulated with anti-CD3 (1 mg/mL) and anti-CD28 (1 mg/

mL) antibodies. IFNc, IL-4 and IL-10 secretion was measured

48 h after restimulation using ELISA kits (OptEIA, BD

Biosciences).

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using the non-parametric

Mann-Whitney test. Values of p,0.05 were considered statistically

significant.

Figure 1. Immunophenotype and cytokine secretion profile of
monocyte-derived DCs from RLEC-CM and hNPC-CM cultures.
Monocytes were cultured in RPMI medium, RLEC-CM or hNPC-CM with
the indicated cytokine combinations. On day 5, DCs were harvested and
recultured (56105 cells/ml) for 2 days in the presence of IFNc (1000 IU/
ml) plus LPS (1 mg/ml). A. Cells were stained with specific antibodies
(thick line histograms) or isotype controls (thin line histograms). Results
for a single representative donor out of at least three donors are shown.
B. Production of IL-10 and IL-12p70 was measured by ELISA after 48 h
of maturation. Results are expressed as the mean 6 SD of at least three
experiments. When indicated, the mean value was statistically
significant compared to control DCs (*, p,0.05).
doi:10.1371/journal.pntd.0000703.g001

Figure 2. Allogeneic lymphocyte proliferation induced by DCs
from RLEC-CM culture. DCs were differentiated and matured (IFNc/
LPS) in RPMI medium in the presence of GM-CSF and IL-4, or in RLEC-CM
with IL-4 and then cultured for 6 days with allogeneic T lymphocytes
(16105). A. Lymphocyte proliferation induced by 3, 5 and 7-day-old DCs
was measured after a 16 h pulse with [3H]-methylthymidine (1 mCi/
well); DC:T lymphocyte ratios of 1:10, 1:20 and 1:100 were used. *,
p,0.05; **, p,0.01; ***, p,0.001. B. T lymphocytes were labelled with
CFSE and stained with anti-CD4 and anti-CD8 antibodies for flow
cytometry analysis. Percentage of proliferating cells is indicated on the
histograms.
doi:10.1371/journal.pntd.0000703.g002
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Results

Hepatic conditioned-medium influences the
differentiation of monocytes in a specific hepatic DC
subset
The influence of the hepatic environment on human monocyte

differentiation was investigated using RLEC and hNPC condi-

tioned-medium (CM). Monocytes cultured in both RLEC-CM

and hNPC-CM differentiated into a CD16+/CD14+/CD123+

DC subset as shown in figure 1A. By contrast, control DCs were

CD16-/CD14-/CD123low. Over-expression of co-stimulatory

(CD40 and CD86) and MHC-class II molecules was observed

(data not shown) as previously shown using a co-culture model

[29]. Regarding the cytokine secretion, mature RLEC-CM- and

hNPC-CM-differentiated DCs produced IL-10 at similar level

than control DCs, but IL-12p70 secretion was dramatically

reduced compared with control DCs (p,0.05) (Fig. 1B). Thus,

both RLEC-CM and hNPC-CM DCs display the same specific

hepatic phenotype and secretion profile.

RLEC-CM DCs have an impaired capacity to stimulate
allogeneic T lymphocyte proliferation
To determine the capacity of this hepatic DC subset to induce

an immune response, we carried out MLRs. Allogeneic T

lymphocytes were co-cultured with 7, 5 ou 3 day-old DCs.

Thymidine incorporation assays demonstrated an impaired

capacity of RLEC-CM DCs to induce allogeneic lymphocyte

proliferation for both 1:10 and 1:20 DC:T lymphocyte ratios,

compared with control DCs (Fig. 2A). Flow cytometry analysis of

CFSE-labelled lymphocytes showed that the percentage of

proliferating T lymphocytes was two-fold lower with RLEC-CM

DCs than control DCs (13% vs 23% and 26% vs 48% for T CD4

and CD8, respectively). Moreover, the CD4:CD8 proliferating T

lymphocyte ratio was similar i.e. 1:2 for both RLEC-CM and

control DCs (Fig. 2B).

L. donovani infection does not alter the phenotypic
maturation of RLEC-CM DCs
To assess the effects of L. donovani infection on the immuno-

phenotype and cytology of RLEC-CM DCs, infection with L.

donovani was carried out during the final 2 days of DC culture. The

percentage of infected DCs ranged between 31% and 35% for

control DCs and was 49% and 48% for RLEC-CM DCs at days 1

and 3, respectively (Fig. 3A). The average of intracellular

amastigote number was of 3 per infected cells, either in RLEC-

CM and control DCs. This level of infection remained stable

between day 1 and day 3 suggesting their intracellular survival

(Fig. 3B and 3C). The viability of infected DCs was preserved as

shown by staining with the marker of cell viability 7AAD (Fig. 3D).

In addition, the infection of immature DCs did not induce the

CD83 maturation marker expression (Fig. 3E). By contrast, LPS

and IFNc maturation stimuli induced CD83 expression in non-

infected as well as in infected RLEC-CM and control DCs

(Fig. 3E). Of note that the use of CFSE-labelled parasites

evidenced that the up-regulation of CD83 was similar in the

infected cell and non infected cell populations (Fig. 3E). Moreover,

the immunophenotype (CD16, CD14, CD123, DC-SIGN, CD40,

CD86 and HLA-DR) of infected mature RLEC-CM and control

Figure 3. Infection of RLEC-CM and control DCs by L. donovani. Monocytes were cultured in RPMI or RLEC-CM with the indicated cytokine
combinations. On day 5, DCs were harvested and recultured (56105 cells/ml) for 2 days in the presence of IFNc (1000 IU/ml) plus LPS (1 mg/ml) with
or without L. donovani parasites (10:1). A/B. Percentage of infected cells and parasite number per infected cell: one and three day post-infection (dpi)
cells were analysed on May-Grünwald-Giemsa-stained cytospins. Data are the percentage of infected cell number/total cell number and the parasite
number per infected cells; data are mean 6 SD from three experiments; 250 cells were counted per experiment; NS= not significant difference. C.
Photographs of May-Grünwald-Giemsa-stained cytospins (arrows indicate intracellular parasites). D. Cell viability: cells were stained with 7ADD (thick
line histograms) or unstained (thin line histograms). Results for a single representative donor out of three donors are shown. E. CD83 expression: cells
were stained with anti-CD83 antibody (thick line histograms) or isotype control (thin line histograms). In some experiments, maturation was
performed one day post-infection (1 dpi maturation). When CFSE-stained L. donovani promastigotes (CFSE LD) were used, analysis of CD83 expression
was realized on CFSE-positive cells.
doi:10.1371/journal.pntd.0000703.g003
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DCs was similar to the non-infected mature cell phenotype (data

not shown).

L. donovani infection modifies the cytokine secretion
profile of mature RLEC-CM DCs
IL-10 and IL-12p70 secretion was measured in culture

supernatants of 7-day-old infected mature RLEC-CM and

control DCs. L. donovani infection did not modify control DC

secretion of IL-10 (Fig. 4A). Conversely, infection of RLEC-CM

DCs induced a statistically significant up-regulation of IL-10

secretion (p,0.01). IL-12p70 secretion was markedly higher in

non-infected mature control DC supernatants than in non-

infected RLEC-CM-differentiated DC supernatants. Infection of

both RLEC-CM and control DCs by L. donovani resulted in

significant decreased IL-12p70 levels (p,0.05) (Fig. 4A). IL-12

intracellular staining of DCs infected with CFSE-labelled

parasites or excreted-secreted antigens from parasites evidenced

that secretion ability was similarly reduced in infected and non-

infected cell populations (Fig. 4B).

L. donovani infection restores the allostimulating capacity
of mature RLEC-CM DCs
MLRs were carried out in order to determine the impact of L.

donovani infection on the capacity of RLEC-CM and control DCs

to stimulate allogeneic T lymphocyte proliferation and cytokine

secretion. L. donovani infection of control DCs did not modify

allogeneic lymphocyte proliferation (Fig. 5A). In contrast, infection

of mature RLEC-CM DCs significantly restored their capacity to

activate allogeneic lymphocyte proliferation (p,0.05). Regarding

the cytokine secretion, lymphocytes primed with mature RLEC-

CM DCs, and subsequently restimulated with anti-CD3 and anti-

CD28 mAbs, secreted significantly less IFNc than those primed

with control DCs (p,0.05) (Fig. 5B). The IFNc/IL-10 and IFNc/

IL-4 ratios from RLEC-CM DCs were lower than those of control

DCs (9 vs. 26 and 96 vs. 307, respectively). Interestingly,

lymphocytes stimulated with mature L. donovani infected RLEC-

CM DCs, as well as with mature infected control DCs, secreted

significantly higher amounts of IFNc compared to non-infected

DCs (p,0.01 and p,0.05, respectively) (Fig. 5B).

Discussion

The hepatic DC response to hepatotropic pathogens is still

poorly understood probably because only limited models of

hepatic DCs are available [18]. Human liver DCs have been

isolated and identified in cells eluted from donor livers prior to

transplantation [28] and in freshly purified cells from thin pieces of

liver [27,30]. Analyses of such ex vivo hepatic DCs revealed a semi-

mature phenotype [28] and expression of membrane markers

commonly associated with other lineages such as CD14 and

CD123 [27]. These liver DCs induced less alloproliferation and

promoted T cell hyporesponsiveness [30]. In vitro hepatic models

were also recently developed to generate human monocyte-

derived DCs in co-culture with either RLECs [29] or mouse liver

fibroblastic stromal cells [21]. Ex vivo and in vitro co-cultured

hepatic DCs failed to synthesize IL-12p70 and promoted a Th2

immune response orientation [18,21,27,29,30]. All together, these

results suggest that liver DCs have tolerogenic properties and put

into question the impact of such characteristics on the antimicro-

bial response.

Due to the presence of feeder cells [21,29] or a relatively low

purification levels [26], these models are not designed for infection

protocols. Cabillic et al. [29] suggested that hepatic characteristics

of DCs could be related to soluble molecules such as cytokines and

growth factors produced by the local environment. We then

developed a model of human monocyte-derived DCs in a hepatic

microenvironment without feeder cells using conditioned medium

from either hNPCs and RLEC. Here, we showed that DCs

generated in both hepatic cell-conditioned media share features

with control DCs, including typical morphology and expression of

DC-SIGN as well as over-expression of MHC II (HLA-DR) and

co-stimulation molecules (CD40, CD86), compared to monocytes.

DCs differentiated in hNPC- and RLEC-CM display a similar

immunophenotype defined as a CD14+/CD123+ DC subset, in

accordance with previous studies using other experimental models

[27,29,33]. Furthermore, we showed that CD123 expression was

increased during maturation of these cells and that they also

expressed CD16. Mature control DCs secreted IL-10 and IL-

12p70 and activated allogeneic lymphocyte proliferation. Con-

trastingly, DCs differentiated in both hepatic microenvironments

secreted very low amounts of IL-12p70, were poor inducers of

lymphocyte proliferation, as described ex vivo by Goddard et al.

[27]. In accordance with ex vivo [27,30,34,35] and in vitro [21,29]

studies, our results confirm that liver constitutes a specific micro-

Figure 4. Cytokine secretion profile of DCs after L. donovani
infection. Monocytes were cultured in RPMI medium or RLEC-CM with
the indicated cytokine combinations. On day 5, DCs were harvested and
recultured (56105 cells/mL) for 2 days with IFNc (1000 IU/mL) plus LPS
(1 mg/mL). A. L. donovani infection was carried out at a ratio of 10:1
(parasites:DCs). Secretion of IL-10 and IL-12p70 was measured in the
culture supernatant by ELISA after 48 h. Results are expressed as the
mean 6 SD of at least three experiments. When indicated, the mean
value was statistically significant compared to non infected DCs (*,
p,0.05; **, p,0.01). B. Infection was carried out with CFSE-labelled
parasites or excreted-secreted antigens (ESA) from L. donovani.
Intracellular staining of IL-12 was evaluated by flow cytometry analysis.
Percentage of IL-12 positive-cells among the whole cell population or
among infected cells (CFSE+) and non infected cells (CFSE-) is indicated
on the cytograms.
doi:10.1371/journal.pntd.0000703.g004
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environment which contributes to the tolerogenic properties of

DCs.

We then analysed the molecular response of this DC subset to

parasitic infection. Because primary human hNPCs were isolated

from human liver biopsies, it was easier to use an in vitro model

with RLEC-CM for infection protocols. We selected the

hepatotropic protozoan L. donovani and examined the impact of

an hepatic microenvironment on DC response to infection.

Whereas recent studies with dermotropic Leishmania strains

highlighted the importance of a dermal cytokine microenviron-

ment for initiation of a local inflammatory response [36], no data

are available concerning the liver, one of the main target organ

during VL. Here we showed that L. donovani infection did not

induce the maturation of DCs when infecting either immature

DCs differentiated in control medium or in RLEC-CM. Indeed,

we neither observed CD83 expression nor over-expression of co-

stimulatory molecules CD40 and CD86 or HLA-DR, and there

was no induction of IL-12p70 secretion (data not shown). Our

results are in agreement with those obtained with L. mexicana and

L. amazonensis suggesting that the promastigote surface is devoid of

DC-activating signals and that DCs infected with stationary-phase

promastigotes remain phenotypically immature [8,13]. In addi-

tion, we showed that L. donovani parasite did not further inhibit the

maturation process of infected DCs (i.e., over-expression of co-

stimulatory molecules and MHC II, expression of CD83 and

morphological modifications). However, in contrast with the

findings from McDowell et al. [11], we observed a strong inhibition

of IL-12p70 secretion during infection of mature RLEC-CM and

control DCs.

In our experimental model, L. donovani infection increased the

IL-10 secretion of DCs differentiated in RLEC-CM. Thus,

infected hepatic DCs may be partly responsible for the high

serum IL-10 levels observed in patients with active VL [37,38].

Furthermore, L. donovani infection of DCs differentiated in RLEC-

CM restored their impaired capacity to stimulate allogeneic

lymphocyte proliferation and up-regulated lymphocyte IFNc

secretion. A similar simultaneous co-expression of IL-10 and

IFNc is detected in the serum of acute VL patients [37,38].

Furthermore, a Leishmania-specific subtype of CD4+ lymphocytes

from individuals cured of VL has even been described as IFNc+/

IL-10+ [39]. In this context, Amprey et al. [40] have described a

liver-specific secretion of IFNc a few hours after Leishmania

infection. This secretion was independent of IL-12p70 and was

suggested to be produced by a subset of NKT cells.

In the liver, parasites are phagocytosed by Küpffer cells and

DCs. Infected cells secrete cytokines and recruit lymphocyte sub-

populations in order to create a granuloma. A well-formed mature

granuloma is an antigen-specific immune response mediated by

mononuclear cells. Such mature granuloma presents a delayed

appearance but a long-term persistence. During human VL,

mature hepatic granulomas commonly correlate with infection

control and clinical latency [41]. Cytokines such as IFNc and

TNFa are involved in the activation of immunocompetent cells

and account for the final microbicidal response [1,41]. However,

variable responses can be observed, depending on the host’s

genetic and immunological environment. Using a non-infected

model of IL-1 receptor antagonist-deficient mice, impaired DC

maturation associated with IL-10 secretion was shown to

exacerbate granuloma formation in murine liver [42]. Moreover,

the transfer of liver DCs loaded with an antigen to the portal vein

of mice was shown to induce a Th2 orientation of immune

response [43]. During Schistosoma mansoni/L. donovani co-infection,

Hassan et al. [44] similarly demonstrated that mature hepatic

granuloma formation was favoured by the Th2 cytokine

environment induced by S. mansoni infection. All together, an

efficient granuloma response in a Th2 environment may

Figure 5. Proliferation and cytokine secretion of allogeneic lymphocytes stimulated with DCs after L. donovani infection. DCs were
differentiated and matured (IFNc/LPS) in RPMI medium in the presence of GM-CSF and IL-4, or in RLEC-CM with IL-4. Five-day-old DCs were infected
or not with L. donovani (10:1). Allogeneic lymphocytes (16105) were co-cultured with 7-day-old mature infected or non-infected DCs (56103). A.
Lymphocyte proliferation was measured on day 6 after a 16 h pulse with [3H]-methylthymidine (1 mCi/well). B. Lymphocytes were collected after 6
days of stimulation, washed and restimulated for 48 h with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs. Supernatants were harvested and analysed by ELISA for IL-
4, IL-10 and IFNc secretion. Results are expressed as the mean 6 SD and represent at least three experiments. When indicated, the mean value is
statistically significant compared to non-infected DCs (*, p,0.05; **, p,0.01).
doi:10.1371/journal.pntd.0000703.g005
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contribute to control of infection. Hepatic DCs may then represent

a major cell subtype involved in the induction and maintenance of

such Th2 environment. This newly described in situ activation of

the liver immune response might represent a complementary

phenomenon with the model proposed by Engwerda et al. [45,46],

in which lymphocytes are primed in the spleen, where IL-12p70

production is important, and then migrate to the liver. Our data

show that L. donovani infection of DCs within a hepatic

environment restores their ability to induce allogeneic lymphocyte

proliferation and IFNc secretion. Such results suggest the existence

of an intrinsic liver activation pathway that could contribute to

granuloma formation, in addition to the spleen-mediated activa-

tion way described previously.
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Résumé 
 

La leishmaniose viscérale est une maladie systémique mortelle en l’absence de traitement. Elle est 
due aux protozoaires Leishmania donovani et L. infantum, parasites des phagocytes mononucléés, 
capables d’envahir les organes lymphoïdes et le foie. Le contrôle de l’infection hépatique repose sur 
la mise en place d’une réponse granulomateuse efficace, promue par une réponse immunitaire Th1, 
dans un environnement tissulaire Th2. L’objectif de ce travail était l'étude du rôle d’une cytokine 
Th2 récemment décrite, l’IL-33, dans cette réponse hépatique complexe encore partiellement 
incomprise. Des dosages d’IL-33 sur des sérums de patients et la détection de cellules IL-33+ dans 
le foie d’un patient rennais ont placé l’IL-33 comme un biomarqueur possible de la maladie active. 
L’IL-33 étant exprimée dans les cellules étoilées du foie au cours d’hépatites chroniques, ces 
cellules ont été exposées à L. donovani. Leur permissivité aux leishmanies sans toxicité apparente ni 
perturbation de leurs propriétés fonctionnelles, ainsi que la persistance des leishmanies sur une 
culture de plusieurs semaines, nous ont conduit à proposer les cellules étoilées comme cellules 
sanctuaires possibles pour les leishmanies viscérotropes, contribuant donc potentiellement au 
portage asymptomatique. En revanche, elles ne sont pas apparues comme une source majeure d'IL-
33 au cours de la leishmaniose viscérale. Chez des souris C57BL/6 et BALB/c infectées par L. 
donovani, l'IL-33 a été observée dans des cellules ne s'apparentant pas à des cellules étoilées, et 
principalement localisées dans les granulomes. Des cellules exprimant son récepteur ST2 ayant été 
également observées dans le foie, un rôle de l’axe IL-33/ST2 a été recherché. Les résultats obtenus 
chez des souris BALB/c déficientes en ST2 ou traitées par de l'IL-33 recombinante suggèrent que 
l'IL-33 régule négativement l'expression de cytokines Th1 (IL-12, IFN-Ȗ) et l'infiltrat de 
neutrophiles et monocytes dans le foie, limitant ainsi le contrôle de la charge parasitaire. Ainsi, l'IL-
33 semble être un facteur de susceptibilité pour la leishmaniose viscérale. En parallèle, des travaux 
entrepris sur des souris C57BL/6 infectées par L. donovani suggèrent de possibles rôles différentiels 
de l'IL-33 en fonction de l'environnement immunitaire inhérent au fond génétique de l'hôte. 
Mots clés : IL-33, Leishmaniose Viscérale, Foie, Cellules étoilées hépatiques, Cytokines Th1, 
Chimiokines, Polynucléaires neutrophiles, Monocytes/Macrophages. 
 
Abstract 
 

Visceral leishmaniasis is a life-threatening systemic disease caused by Leishmania protozoans, L. 
donovani and L. infantum, which invade mononuclear phagocytes in the lymphoid organs and the 
liver. The control of the hepatic parasite burden depends on the granuloma formation, which is 
favored by a Th1 immune response in a Th2 tissue microenvironment. The aim of this work was to 
study the role of the recently described Th2 cytokine IL-33 in this complex immune response, 
which remains partially misunderstood. IL-33 dosages in different patient sera and IL-33+ cells 
detected in the liver of a patient from Rennes suggested that IL-33 could be a biomarker for active 
visceral leishmaniasis. As IL-33 was described in hepatic stellate cells during chronic hepatitis, 
these cells were exposed to L. donovani in primary culture. The cell permissivity to L. donovani and 
the parasite persistence during a long term culture led us to propose hepatic stellate cells as a new 
type of sanctuary cells, which could partially explain asymptomatic carriage. However, these cells 
were apparently not the main source of IL-33 during visceral leishmaniasis. In infected BALB/c and 
C57BL/6 mice, IL-33 was detected in the liver in non stellate cells preferentially localized in 
granulomas. The presence of cells expressing its specific receptor ST2 in the liver led us to explore 
the role of the IL-33/ST2 axis. BALB/c mice deficient in ST2 or treated with recombinant IL-33 
and infected with L. donovani revealed that IL-33 downregulates the expression of Th1 key 
cytokines (IL-12, IFN-Ȗ) and the recruitment of neutrophils and monocytes. Finally, IL-33 acts as a 
susceptibility factor during visceral leishmaniasis. Besides, the model of L. donovani infected 
C57BL/6 mice deficient in IL-33 or treated with recombinant IL-33 suggests possible differential 
roles of IL-33 depending on the immune environment related to the host genetic background. 
Key words: IL-33, Visceral Leishmaniasis, Liver, Hepatic Stellate cells, Th1 cytokines, 
Chemokines, Polymorphonuclear neutrophils, Monocytes/Macrophages.  


