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Introduction

Les leishmanies présentent a leur surface un réseau de glycanes impliqués dans l'infectivité
et la survie intracellulaire des parasites et dont le constituant majeur est le
lipophosphoglycane (LPG). Le LPG contient des motifs galactofuranoses, non retrouvés
dans les membranes des cellules de mammiferes, ce qui en font une cible innovante a visée
antiparasitaire. Ce travail de these présente donc les leishmanioses et les caractéristiques
de la paroi des leishmanies. Puis la partie expérimentale montre d’une part la pertinence
de cibler la voie de synthese des glycanes membranes a visée antiparasitaire et I'impact

immunomodulateur de ce traitement.
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Partie 1 : Les leishmanioses et
les leishmanies

1.1. Les leishmanioses

Les leishmanioses sont un groupe de maladies tropicales considérées comme négligées par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Ces parasitoses sont causées par un
protozoaire du genre Leishmania transmis par un arthropode hématophage, le
phlébotome.

La maladie peut se présenter sous trois formes cliniques, la leishmaniose viscérale dont
I’évolution est souvent fatale en I'absence de traitement, la leishmaniose cutanée et la
leishmaniose cutanéomuqueuse.

Ces parasitoses sont endémiques dans de nombreux pays a revenus limités dans lesquels

les problématiques de logement, d’hygiéne, d’acceés aux soins et de faibles revenus rendent
difficiles leur prise en charge tant préventive, diagnostique que thérapeutique.

1.1.1 Agents pathogénes

Les leishmanies sont des parasites protozoaires flagellés appartenant a l'ordre des
kinétoplastidés, a la famille des Trypanosomatidae et au genre Leishmania (1). Ce genre est
divisé en plusieurs sous-genres, dont 2 principaux Leishmania et Viannia responsables des
atteintes humaines.

Les atteintes cutanées sont décrites depuis le VII®™ siécle avant notre ére (2), cependant la
mise en évidence du parasite dans ces lésions n’a été obtenue qu’en 1885 par le Colonel D.
D. Cunningham (3) qui présente initialement le parasite comme une spore appartenant
probablement au regne fungique.

Le parasite fut pour la premiere fois mis en évidence en 1892 par Peter Borovsky puis en
1900, Sir William Boog Leishman retrouve « des corps de Leishman » dans un préléevement
de rate provenant d’un soldat mort de la « fievre noire » en Inde (4). Trois ans plus tard
Charles Donovan effectue les mémes constatations sur un autre prélevement de rate (5) et
c’est en leur honneur que Sir Ronald Ross nomma Leishmania (L.) donovani I'espéece
responsable du terrible Kala Azar (voulant dire « fievre noire » en Hindi) dans le bassin
indien (6). Par la suite la présence de leishmanies a pu étre détectée dans d’autres régions,
chez d’autres mammiferes comme le chien et dans d’autres types d’atteinte en particulier
les lésions cutanées ou muqueuses au Brésil (7).
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Tableau 1 : Classification, distribution et types d'atteintes des espéces de Leishmanies pouvant toucher

I'hnomme (8-10)

Sous Genre Complexe  Espéces Atteintes Distribution
cliniques
L. (L.) donovani LV, LDPKA AM: Bl Chine, MO, Afrique
L. (L) archibaldi LV Centrale et de I'Est (Soudan)
I;I' . L. (L.) infantum LV, LC AM : Maghreb, Bassin
onovani méditerranéen, MO, Asie Centrale
L. (L.) chagasi LV, LC NM : Nord et centre du CSA (Brésil,
Venezuela, Bolivie, Mexique)
L. (L.) major LC AM : Maghreb, Afrique Centrale,
. . MO, Asie Centrale
Leishmania Hors L. (L.) tropica LV, LC AM : Maghreb, Afrique Centrale,
complexe MO, Asie Centrale, BI
L. (L.) eethiopica LCD, LC AM : Afrique de I'Est (Ethiopie,
Kenya)
L. (L.) mexicana LCD, LC NM: USA, Pérou, Equateur,
Venezuela
L. ) L. (L.) amazonensis LCM¥, LCD,LC NM: CSA (Bolivie, Brésil,
mexicana Venezuela)
L. (L.) venezuelensis LC NM : Venezuela
L. (V.) braziliensis LCM¥, LC NM: Bassin amazonien, CSA
(Brésil, Pérou, Bolivie, Guatemala,
Venezuela)
L. (V.) guyanensis LCM®, LC NM: Nord du CSA (Guyane
francaise, Guyana, Surinam, Brésil,
Bolivie)
. . L. L. (V.) panamensis LCM¥, LC NM : Centre et Sud du CSA (Brésil,
Viannia braziliensis Panama, Venezuela, Colombie)
L. (V.) peruviana LC, LCM* NM : Pérou, Bolivie
L. (V.) naiffi LC NM : Brésil, Guyane Francaise
L. (V.) lainsoni LC NM : Brésil, Bolivie, Pérou
L. (V.) lindenbergi LC NM : Brésil
L. (V.) shawi LC NM : Brésil
L. (M.) martiniquensis  LC, LV NM : Martinique
AM : Thailande
Mundiania (9 L. enrietti
() eNNett = L (M.) siamensis » LG, LV NM : USA
AM : Thailande, Europe Centrale
Endotrypanum (9) L. Hertigi L. (E.) colombiensis LC, LV NM : Colombie

¥ : Les cas de LCM sont surtout dus a L. (V.) braziliensis et L. (V.) panamensis et rare pour les autres espéces (6)

L. : Leishmania ; V. : Viannia ; M. : Mundiania ; E. : Endotrypanum

LV : Leishmaniose viscérale ; LDPKA : Leishmaniose Dermique post Kala-Azar ; LC : Leishmaniose Cutanée ; LCD : Leishmaniose
cutanée diffuse ; LCM : Leishmaniose Cutanéo-Muqueuse
AM : Ancien monde, NM : Nouveau monde ; Bl : Bassin Indien, MO : Moyen Orient ; CSA : Continent Sud-Américain; USA :

Etats-Unis D’Amérique



Il existe plus de 20 espéces de leishmanies pouvant infecter 'homme (Tableau 1), en
particulier le complexe L. donovani et le complexe L. mexicana ainsi que des espéeces en
dehors de ces complexes : L. tropica, L. major, L. athiopica, et enfin le sous-genre Viannia
constitué de quatre espéces principales L. (V.) braziliensis, guyanensis, panamensis et
peruviana (11).

Le parasite existe sous 2 formes au cours du cycle, une forme flagellée mobile retrouvée
libre dans l'intestin du vecteur, c’est la forme promastigote et une forme intracellulaire
stricte parasitant les cellules du systeme des phagocytes mononucléés, c’est la forme
amastigote qui n’est pas mobile et présente un résidu de flagelle internalisé.

Ce parasite posséde un kinétoplaste parmi ses organites, raison pour laquelle il appartient
a la famille des kinétoplastidés. Chez le promastigote le kinétoplaste est situé au pole
antérieur du parasite entre le noyau et le flagelle qui est la structure la plus antérieure du
parasite, en effet le déplacement se fait par traction du flagelle qui a une motilité
hélicoidale. L'amastigote de forme ovale conserve le kinétoplaste méme en I'absence du
flagelle.

1.1.2 Epidémiologie

En 2010, 98 pays sont déclarés touchés par les différentes formes de leishmanies (6). Plus
précisément sur les données de l'année 2014, I'OMS révele que 90% des cas de
leishmaniose viscérale se concentrent dans 6 pays: Bengladesh, Brésil, Ethiopie, Inde,
Soudan et Soudan du sud et pour la leishmaniose cutanée plus de 70% des cas concernent
10 pays : Afghanistan, Algérie, Brésil, Colombie, Costa Rica, Ethiopie, Pérou, République
arabe syrienne, République islamique d’Iran et Soudan (12,13).

Countries reported
imported VL cases

Saudi Arabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1
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Figure 1 : Répartition mondiale des cas de leishmaniose viscérale en 2013 selon ’'OMS (14)
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Concernant I'Europe, les pays les plus touchés sont I'ltalie, I'Espagne, I’Albanie la Grece
puis la France (15). L'espéce est L. infantum principalement responsable d’une atteinte
viscérale touchant surtout les enfants et les adultes immunodéprimés, en particulier
atteints du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) mais également les transplantés
d’organes solides ou les personnes recevant un traitement immunosuppresseur (15,16). De
rares cas d’atteintes cutanées a L. infantum sont décrits également pour le bassin
méditerranéen (17).

La leishmaniose viscérale est principalement une zoonose, hormis dans la péninsule
indienne ou il s’agit plutét d’une anthroponose, I'infection d’autres mammiféres comme le
chien restant marginale et jouant un role a priori négligeable dans la transmission. On parle
alors de cycle de type anthroponotique homme-phlébotome-homme (11). Dans le bassin
méditerranéen et au Brésil, au contraire, le chien est le réservoir principal et I'infection de
I’'homme reste accidentelle.

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepal - 28
Iraq-13

Belgium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - 8

Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1
Italy - 1

Czech Republic - 1

Number of new CL cases
reported, 2013
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yet be full agreement. © WHO 2015. All rights reserved
Figure 2 : Répartition mondiale des cas de leishmaniose cutanée en 2013 selon ’OMS (18)

Les leishmanioses cutanées et cutanéo-muqueuses sont essentiellement des zoonoses.
Plus de 70 especes de mammiféres peuvent étre touchées (7).



1.1.3 Cycle parasitaire

Le cycle parasitaire comprend 2 étapes et 2 hotes.

Le vecteur est un petit insecte diptere appartenant au sous-ordre des Nématoceres et au
genre Phlebotomus pour les espéces de I'ancien monde (AM) ou au genre Lutzomyia pour
les espéces transmises dans le nouveau monde (NM). Chez ces insectes, seule la femelle
est hématophage, elle pique a partir du crépuscule et en début de nuit. Elle est attirée par
la lumiere (en particulier les lumiéres artificielles) et sa piqlire peut étre douloureuse.

L’étape du cycle se déroulant chez I’h6te arthropode, correspond a la multiplication des
formes promastigotes du parasite (Figure 3 étapes 1 a 4). Le phlébotome se contamine lors
du repas sanguin, en absorbant des cellules parasitées (étape 1) qui libérent des
amastigotes dans le tube digestif du vecteur (étape 2). Les amastigotes se transforment
alors en promastigotes en une douzaine d’heures, sous l'influence des conditions de pH et
de température (19). Ces promastigotes procycliques vont se multiplier par division binaire
(étape 3) dans l'intestin de I’'h6te arthropode. La survie des promastigotes dans le tube
digestif du phlébotome est liée a la consommation de plantes contenant du sucrose (20).
Le métabolisme du sucrose fait appel a des enzymes appartenant a la famille de Glycosides
Hydrolases (GH), comme les invertases, qui peuvent étre intra- ou extracellulaires. A ce
stade, les promastigotes procycliques se fixent aux villosités digestives de I'insecte grace a
leur flagelle et n’ont pas de capacité infectante (19). IlIs vont ensuite évoluer de cette forme
procycliqgue a une forme métacyclique (étape 4) qui présente une paroi plus épaisse et
perdent la faculté de se multiplier, cette forme posséde une capacité infectante (21,22) et
sera transmise a I’"h6te mammifére lors d’un repas sanguin (étape 5).

Phagocytose des

romastigotes par
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3 WA | h
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Figure 3 : Cycle parasitaire de la leishmaniose

Chez I'hote mammifére (Figure 3 étape 5 a 8), les leishmanies sont des parasites
intracellulaires du systéme des phagocytes mononucléés en particulier les macrophages et
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les cellules dendritiques (DC). Les promastigotes existent de fagon transitoire et sont
rapidement phagocytés (étape 6) et transformés en amastigotes en raison du pH acide (<5)
et de la température (> 35°C) (étape 7) dans les vacuoles d’endocytose des cellules cibles.
Au sein des macrophages les amastigotes vont se multiplier par division binaire et
entrainer la rupture de la cellule hote (étape 8) ou I’exclusion de la vacuole parasitophore,
libérant ainsi de nombreux amastigotes qui vont infecter de nouvelles cellules.

Les cellules cibles privilégiées sont les macrophages et les DC, toutefois la présence de
promastigotes dans les polynucléaires neutrophiles a récemment pu étre démontrée (23).
Ainsi il y a un passage possible par le polynucléaire neutrophile avant I'internalisation dans
les macrophages et les DC, et avant la transformation en amastigotes (24).

Au sein du cytoplasme de la cellule parasitée, les amastigotes se situent dans des vacuoles
parasitophores qui peuvent étre uniques autour de chaque amastigote pour certaines
espéces ou une grande vacuole dans laquelle se situent plusieurs amastigotes, c’est le cas
pour L. amazonensis (25,26).

1.1.4 Clinique

La leishmaniose existe sous 3 formes cliniques, la leishmaniose viscérale (LV) responsable
de la mortalité imputable a cette pathologie, la leishmaniose cutanée (LC) dont il existe des
formes diffuses (LCD) et enfin la leishmaniose cutanéomuqueuse (LCM) dont les
répercussions esthétiques peuvent étre trés délabrantes.

Les promastigotes inoculés dans la peau au moment de la piqlre infestante sont
phagocytés par les cellules du systeme des phagocytes mononuclées. A l'intérieur des
cellules macrophagiques les amastigotes vont se multiplier. Aprés multiplication
intracellulaire et éclatement de la cellule héte, les amastigotes infestent localement de
nouvelles cellules phagocytaires et éventuellement migrent vers d’autres tissus.
L'expression clinique dépend a la fois du tropisme des especes de leishmanies et du statut
immunitaire de I’hote, ainsi que des modalités de la réponse immunitaire de ce dernier.
Ainsi une méme espéce peut étre impliquée dans plusieurs formes cliniques, c’est le cas
par exemple de L. infantum, qui peut étre retrouvé dans des LC, LCM et LV. Les especes
ayant un tropisme cutané vont se multiplier localement pour donner un granulome
inflammatoire correspondant a la lésion visible au point de piq(re. Certaines espéces
peuvent diffusées par voie lymphatique dans un périmétre loco-régionale expliquant
I'existence de lésions cutanées multiples parfois associées a une adénopathie avec un
risque important de récidive (fréquentes dans les atteintes a L. guyanensis) (27). L'absence
d’une réponse adaptée de I'hote peut expliquer la possibilité d’une atteinte cutanée
diffuse. En effet, on observe une anergie anti-leishmanie dans les biopsies de patients
atteints de LCD a L. athiopica. (27). Concernant les LCM, une association entre les
capacités métastatique de l'espéce en cause (L. braziliensis) (27) et d'un exces de
production de cytokines pro-inflammatoires, telle que I'lFN-y et le tumor necrosis factor
(TNF)-a (28) associé a un défaut de production de cytokines anti-inflammatoires comme
I'interleukine(IL)-10 (29). Et enfin pour certaines espéces viscérotropes (L. donovani et L.



infantum), les cellules infectées ou les amastigotes « libres» vont diffuser beaucoup plus
largement dans I'organisme, vers la rate, la moelle osseuse, le foie ou encore les ganglions.

Lors de l'infection les amastigotes peuvent pénétrer dans des cellules non phagocytaires,
comme les fibroblastes au niveau du derme, des ganglions lymphatiques et de la rate ou les
hépatocytes au niveau du foie (30—32). Ces cellules sont permissives mais ne permettent ni
la multiplication des parasites ni la destruction de ceux-ci par une réponse cytotoxique. Ce
sont donc des cellules sanctuaires expliquant les récidives sans réinfections possibles dans
la leishmaniose (en particulier LV et LCM).

1.1.4.1 La leishmaniose viscérale

La leishmaniose viscérale est la forme clinique la plus grave. Deux espéces sont
principalement responsables de cette atteinte, L. donovani dans le bassin indien et L.
infantum dans le bassin méditerranéen, dans I'Est Africain, dans le centre de I'Asie et en
Amérique du sud. L'atteinte a L. infantum touche particulierement les enfants ou les
patients immunodéprimés alors que L. donovani peut aussi contaminer les adultes
immunocompétents. Toutefois, chez les patients immunodéprimés des espéces
habituellement responsables de leishmaniose cutanée peuvent entrainer une forme
viscérale et inversement (33,34). En plus de ces atteintes particuliéres en fonction des
especes, les atteintes viscérales peuvent étre particulieres par leurs localisations
ectopiques dans 10 a 15 % des cas chez I'immunodéprimé. Elle comporte des localisations
inhabituelles : digestive, pulmonaire, cutanée (Iésions nodulaires ou ulcérées), traduisant la
diffusion poly-viscérale du parasite en I'absence de contréle immunitaire de I'h6te (35).

Aprés la pigQre qui passe souvent inapercue, I'incubation est asymptomatique et dure
entre 3 et 6 mois mais peut s’allonger sur plusieurs années. L’'infection peut méme rester
asymptomatique et ne se déclencher qu’en cas de survenue d’'une immunosuppression.

L'atteinte clinique associe une fievre « folle », complétement désorganisée avec une
splénomégalie et des signes cliniques liés a des cytopénies. La splénomégalie est tres
intense et peut atteindre I'ombilic, elle est consécutive a un hypersplénisme par
destruction des cellules parasitées. Depuis le site de piqlre les macrophages parasités vont
migrer vers la moélle osseuse qu’ils vont envahir en s’y multipliant, expliquant les
cytopénies qui sont aggravées par |I'hypersplénisme. La premiére lignée hématopoiétique
touchée est la lignée érythrocytaire, on observe donc en premier lieu une paleur
témoignant de I'anémie. L'hépatomégalie est retrouvée chez 50 a 95 % des malades dans
les foyers indiens et africains, et de 50 a 65 % pour le foyer méditerranéen. Cette atteinte
résulte d’'une hépatite granulomateuse, quasi constante histologiquement. En effet, le foie
est principalement constitué d’hépatocytes avec quelques cellules de Kupffer
(macrophages hépatique) et il est prouvé qu’en plus de se multiplier dans les cellules de
Kupffer, entrainant localement une destruction des hépatocytes et la formation d’un
granulome(36), les leishmanies peuvent également se multiplier dans les hépatocytes (32).
L'ictére, I'ascite et l'anasarque sont des signes tardifs et considérés comme de mauvais
pronostic. Les adénopathies sont plus rares.

Par ailleurs dans le bassin indien, la leishmaniose est décrite sous le nom de Kala-azar, qui
signifie « fievre noire » en sanscrit, en raison d’une atteinte cutanée observée au cours de
la leishmaniose viscérale a L. donovani, avec pigmentation des zones découvertes parfois
associées a des macules ou papules hypo ou hyperpigmentées qui ne doivent pas étre
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confondues avec une lepre |épromateuse. En plus de ces |ésions cutanées contemporaines
de I'atteinte viscérale une atteinte cutanée d’origine immunologique peut faire suite a
I'atteinte viscérale, au moins 3 mois aprés le traitement. Cette atteinte est qualifiée de
leishmaniose dermique post Kala-Azar (LDPKA) et les parasites sont retrouvés au niveau
des lésions nécessitant un nouveau traitement.

L’évolution naturelle de la maladie se fait vers une pancytopénie, des infections
opportunistes peuvent apparaitre des suites de la neutropénie, les polynucléaires
neutrophiles étant la deuxieme lignée atteinte, et plus tardivement des signes
hémorragiques peuvent témoigner de la thrombopénie, ces deux complications pouvant
causer le déces du patient. Un état de cachexie accompagne cette pancytopénie qui évolue
vers le déces en dehors d’un traitement adapté.

1.1.4.2 Les leishmanioses cutanées

1.1.4.2.1 Les leishmanioses cutanées localisées

Apreés la piglire infectante, la |ésion va apparaitre au point de piqlire dans les quelques
mois qui suivent celle-ci. Ainsi la localisation des lésions est souvent sur les zones
découvertes, et en particulier les zones éclairées la nuit au moment propice a la piqlre par
le phlébotome : visage (surtout en cas de port d’une lampe frontale), bras, jambes. Il peut 'y
avoir une ou plusieurs lésions selon le nombre de piqdres.

Figure 4 : Exemples d'atteintes cutanées séche a L. major a gauche et ulcérée humide a L. guyanensis a
droite (Images S. Belaz)

Un a quatre mois apres la piqlire, une petite papule va apparaitre et grossir pour devenir
une grosse papule plutot seche, comme le « boutons d’Orient » décrit au moyen Orient, ou
plutot évolué vers une forme ulcérée humide, comme les formes observées en Amérique
du Sud. La lésion est indolore, arrondie ou ovalaire et bien circonscrite. Dans les formes
ulcérées, un petit bourrelet périphérique inflammatoire délimite la Iésion, c’est dans cette
zone que la multiplication du parasite est la plus intense et c’est donc a ce niveau que le
prélevement a visée diagnostique doit étre réalisé préférentiellement. Cette lésion bien
circonscrite peut s’accompagner d’une adénolymphangite, tres fréquente dans les
atteintes par L. guyanensis. L'évolution naturelle se fait vers la guérison aprés un temps



plus ou moins long, mais laisse une cicatrice visible. Les principales complications sont les
risques locaux de surinfection pouvant parfois compliquer le diagnostic.

1.1.4.2.2 Les leishmanioses cutanées diffuses

La lésion élémentaire est un petit nodule non ulcéré. Par la suite les nodules se multiplient
en tres grand nombre et augmentent en taille, jusqu’a former des plaques infiltrées et
faisant évoquer une lepre lépromateuse. En Amérique du Sud, L. amazonensis peut
provoquer ce type d’atteinte, et en Afrique elle est due a L. aethiopica. L’évolution pour
cette forme est assez défavorable sur le plan esthétique, d’autant plus que le traitement
est souvent inefficace.

1.1.4.2.3 La leishmaniose cutanéo-muqueuse

La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) est une forme sévere de la maladie qui atteint la
sphere oro-pharyngée. Aprés une atteinte cutanée par certaine espece de LC du NM, en
particulier L. braziliensis, des cellules parasitées restées en sommeil dans les ganglions vont
migrées vers une muqueuse. La muqueuse nasale est généralement la premiére touchée, la
cloison nasale et par voisinage la muqueuse buccale sont atteintes. En cas d’évolution trés
longue, il peut y avoir destruction de toutes les parties couvertes de muqueuses au niveau
du massif facial (espundia).

1.1.5 Diagnostic

1.1.5.1 Les anomalies biologigues non spécifiques

Dans le cadre de la leishmaniose viscérale, I'atteinte médullaire se traduit biologiquement
par une pancytopénie. L'atteinte initiale est une anémie normochrome, normocytaire et
arégénérative (puisque d’origine centrale), puis apparait une leucopénie touchant
principalement les granulocytes et enfin dans les tableaux avancés une thrombopénie.
Cette pancytopénie s’accompagne d’un syndrome inflammatoire avec augmentation de la
CRP. Ce syndrome survient par déséquilibre protéique avec une hypergammaglobulinémie
et une hypoalbuminémie. Lorsqu’elle est présente |'atteinte hépatique est de type cytolyse
hépatique avec ictere et constitue un signe de gravité.

Dans le cadre de la leishmaniose cutanée il y a peu d’anomalies biologiques, car la réaction
reste principalement localisée. Toutefois, lorsqu’une lymphangite ou une atteinte

mugqueuse est associée, elle peut s’accompagner d’une réaction inflammatoire systémique.

1.1.5.2 Le diagnostic indirect par sérologie

La recherche d’anticorps circulants présente surtout un intérét pour le diagnostic de
leishmaniose viscérale. En effet, en cas de lésion cutanée seule, une sérologie négative
n’exclut pas le diagnostic. De plus, méme en cas d’atteinte viscérale, une sérologie positive
ne signe qu’un contact avec le parasite sans étre un diagnostic de certitude. Elle permet
surtout d’appuyer la nécessité de faire des prélevements plus invasifs pour aboutir au
diagnostic de certitude ou d’éliminer ce diagnostic différentiel en cas de doute. De plus,
chez un immunodéprimé, la sérologie peut étre mise en défaut. La sérologie n’apporte pas
non plus de possibilité de suivi post thérapeutique car elle reste souvent positive avec des
titres élevés d’anticorps, méme apres un traitement efficace.
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Plusieurs techniques sont commercialisées : HAI (HemAgglutination Indirecte), ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), IFI (Immunofluorescence indirecte) ou WB
(Western blot). Les recommandations actuelles pour le diagnostic sérologique en France
prévoient une technique de dépistage (IFl ou ELISA) et une technique de confirmation (WB)
(37). Mais en zone d’endémie, ce sont surtout les tests de diagnostic rapide, souvent basés
sur l'immunochromatographie qui sont intéressants pour orienter le diagnostic
rapidement. Cependant chez I'immunodéprimé leur sensibilité est moindre et nécessite
une confirmation en laboratoire (35).

1.1.5.3 Le diagnostic parasitologique direct

Dans le cadre de la leishmaniose viscérale, le prélevement le plus adapté est la ponction
médullaire. En plus de confirmer le diagnostic, la réalisation du myélogramme (ou de la
biopsie ostéomédullaire) permet de rechercher les principaux diagnostics différentiels en
particulier les hémopathies malignes ou les autres infections de la moelle comme les
mycobactérioses ou ['histoplasmose endémiques dans de nombreuses zones
intertropicales dans lesquelles la leishmaniose viscérale est présente. Selon le tableau
clinique, d’autres prélévements peuvent étre envisagés, comme la ponction hépatique,
ganglionnaire, digestive ou pulmonaire, mais dans tous les cas, la ponction splénique
présente un risque important de rupture de rate et doit étre évitée dans la mesure du
possible (elle n’est pas réalisée en France). A défaut d’'une ponction médullaire (lorsqu’elle
est refusée ou non réalisable), le diagnostic peut étre posé sur le sang total apres
leucoconcentration nécessitant alors une technique de diagnostic trés sensible
(Polymerase Chain Reaction (PCR)).

Dans le contexte de leishmaniose cutanée, le prélevement doit étre réalisé au niveau des
berges de l'ulcere. Il peut étre réalisé par grattage avec une lame de scalpel ou un
vaccinostyle mais dans ce cas le matériel recueilli est en faible quantité. On peut également
réaliser une biopsie cutanée (« punch ») permettant d’avoir plus de matériel et de faire un
examen anatomopathologique a la recherche des diagnostics différentiels (sporotrichose,
ulcére de Buruli...).

Aprés réalisation de frottis ou appositions pour un examen direct, les préléevements
peuvent étre mis en culture, les parasites peuvent également étre détectés par biologie
moléculaire ou méme de fagon plus récente par recherche antigénique (38). L'examen
direct est classiqguement réalisé aprés coloration au May Griinwald Giemsa (MGG) : les
amastigotes sont observés dans les cellules phagocytaires, mais I'étalement sur la lame
peut entrainer un éclatement des cellules parasitées et des amastigotes « libres »
artéfactuels peuvent étre observés (Figure 5). Les amastigotes mesurent 2 a3 5 um et
possedent un organite caractéristique, le kinétoplaste qui se présente comme un batonnet
coloré en violet tres foncé au MGG.



Figure 5 : Frottis de grattage cutané coloré au MGG et observé au grossissement x100. Présence
d’amastigotes intracellulaires et « libres » (fleche), nombreux kinétoplastes visibles (ronds) (Image S. Belaz)

La culture n’est réalisée que dans les laboratoires spécialisés. Elle peut se faire sur milieu
diphasique au sang de lapin : milieu Novy - Mc. Neal - Nicolle (NNN), ou sur milieu liquide
(Milieu de Schneider ou RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) additionné de
Sérum de Veau Feetal (SVF). Les cultures sont incubées a 27°C pendant 4 a 6 semaines et
doivent étre observées chaque semaine a la recherche de promastigotes mobiles.
L'observation microscopique des promastigotes ne permet pas de faire le diagnostic
d’espéce, mais I'obtention de la souche permet la conservation de celle-ci et la réalisation
de son typage par séguencage, par spectrométrie de masse ou par électrophorése des
isoenzymes (cette derniére technique n’est réalisée que par le Centre National de
Référence (CNR)).

Figure 6 : Promastigotes de Leishmania donovani observés au microscope a contraste de phase,
grossissement x20 (Image S. Belaz)

La détection des acides nucléiques par PCR est actuellement recommandée en France pour
le diagnostic précoce des leishmanioses (37). Ce sont les techniques qui présentent la plus
grande sensibilité et sont donc recommandées sur les prélevements les moins riches
comme le sang (sang total ou aprés leucoconcentration), les biopsies ganglionnaires ou
hépatiques, ou encore les urines. Cette sensibilité importante permet aussi I'utilisation de
la PCR pour le suivi post thérapeutique dans le cadre de la LV. Les genes cibles utilisés sont
variés : génes de I’ADN kinétoplastidique (ayant une limite de détection a 1 parasite/ml
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pour les espéces de I'ancien monde) (39—41) ou ceux codant pour les ARN ribosomaux
(ayant une limite de détection de 10 parasites/ml, mais plus adaptés a la recherche de
toutes les espéces de leishmanies) (42). La biologie moléculaire a I'avantage d’allier un
résultat plus rapide que la culture, et de permettre I'identification d’espéce en réalisant un
séquencage (par exemple le séquencage de la région du géne de la Heat Shock Protein
(HSP) 70 (43)) ou des PCR associées a I'étude du polymorphisme de la longueur des
fragments de restriction (RFLP) (44).

1.1.6 Traitement

Les différentes formes cliniques et les différentes espéces parasitaires impliquées dans la
leishmaniose nécessitent une approche thérapeutique adaptée. D’'une part, le traitement
doit étre au mieux leishmanicide sur les formes amastigotes du parasite, mais également,
pour les atteintes viscérales, il doit présenter une bonne diffusion dans les organes cibles,
et un bon profil de tolérance. Par ailleurs, la distribution tropicale de la maladie
principalement dans des zones défavorisées du globe, impose des traitements peu
colteux.

1.1.6.1 Les dérivés de I’antimoine

HO OH

Figure 7 : Formulation chimique du sodium stibogluconate a gauche et du méglumine antimoniate a droite

Les dérivés de I'antimoine sont utilisés depuis presque un siécle dans le traitement de la
leishmaniose cutanée et viscérale, en particulier en zone d’endémie, du fait de leur prix
raisonnable. Les dérivés trivalents (Sb Ill) ont été les premiers utilisés, rapidement
remplacés par des dérivés pentavalents (Sb V) (comme le sodium stibogluconate
/Pentostam® ou le méglumine antimoniate/Glucantime®, Figure 7) qui présentent un index
thérapeutique plus grand et sont donc mieux tolérés. Ces traitements sont administrables
par voie intramusculaire ou intraveineuse dans le cadre de la leishmaniose viscérale ou
cutanée diffuse et peuvent étre utilisés en injections péri-lésionnelles dans certains cas de
leishmaniose cutanée circonscrite et sans risque d’évolution vers une récidive muqueuse.
Cependant, en usage systémique, il existe des effets secondaires qui sont potentiellement
mortels. D’une part la stibio-intolérance, qui s’apparente a une réaction anaphylactique
lors des injections mais qui s’amende a l'arrét du traitement, d’autre part, la stibio-



intoxication, correspondant a une accumulation toxique du produit dans le foie, la moelle
osseuse, les reins ou le myocarde. Cette toxicité peut conduire au déces et nécessite donc
la surveillance de I'électrocardiogramme et du bilan biologique au cours du traitement.

Le mécanisme d’action, encore assez mal connu actuellement, nécessite tout d’abord la
réduction de la forme Sb V en forme Sb Ill, ceci par les enzymes de la cellule hote ou de
I’'amastigote (Figure 8). L'antimoine agirait sur la synthese de I'’Adénosine Triphosphate
(ATP), modifiant ainsi le métabolisme énergétique. Par ailleurs, le Sb Il entraine une
fragmentation de I’Acide Désoxyribonucléique (ADN) chez les leishmanies, mais méme sans
effet direct anti-leishmanie, la forme pentavalente a un effet sur I'immunité anti-
leishmanie et favorise I'élimination de linfection par recrutement des monocytes en
particulier par I'intermédiaire du récepteur ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1). En
effet, chez des souris mutantes pour ce récepteur le traitement par antimonié perd son
efficacité parasiticide (45).

Amastigote Macrophage
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Figure 8 : Mécanisme d’entrée, d’activation et de résistance des dérivés de I’antimoine chez leishmania sp.,
Croft et al (46)

Parmi les mécanismes de résistance, I'inactivation du gene de I'aquaglycéroporine, AQP1,
semble impliqué car elle permet I'entrée du Sb Il (46,47), lorsque la réduction a eu lieu
dans le macrophage (48). Dans I'amastigote intracellulaire, la réductase thio-dépendante
TDR1 (49) et la réductase ACR2 (50) sont également impliquées dans la réduction du Sb V
en Sb lll. Leur surexpression chez I'amastigote explique I'effet antiparasitaire des dérivés
pentavalents sur cette forme, comparée au promastigote (51). Cependant, la présence de
ces réductases est variable chez I'amastigote axénique, expliquant les études
contradictoires (52,53) concernant l'effet des dérivés pentavalents sur |’amastigote
axénique.
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1.1.6.2 'Amphotéricine B et ses dérivés lipidiques

Y ANIVA

Péle hydrophobe H,>N OH

Péle hydrophile

Figure 9 : Formule chimique de I'amphotéricine B

L'amphotéricine B est un macrolide polyene développé a visée antifongique (Figure 9).
Cette molécule découverte en 1951 est extraite de Streptomyces nodosus. La molécule est
constituée d’un poéle hydrophobe (chaine carbonée) et d’un péle hydrophile (groupements
hydroxyles) : elle se dimérise par ses poles hydrophiles et posséde ainsi une forte affinité
pour les stérols membranaire, principalement I'ergostérol, présent en grande quantité
dans la membrane des champignons et des leishmanies. Cette interaction entraine la
formation de pores membranaires qui déstabilisent la membrane parasitaire ou fongique,
et aboutit a une fuite du contenu intra-cellulaire et a la lyse de la cellule parasitaire ou
fongique. Cependant, elle possede également une certaine affinité pour le cholestérol
présent dans les membranes de mammiféres. Son index thérapeutique est donc étroit et
elle induit des effets secondaires, en particulier une importante toxicité rénale, car elle est
éliminée par voie urinaire et y est donc concentrée. L'amphotéricine B n’est pas du tout
absorbée par voie digestive et doit donc étre administrée par voie intraveineuse. L'index
thérapeutique étroit ainsi que le mode d’administration font que cette formulation reste
peu utilisable en zone d’endémie. Pour diminuer [l'interaction avec les stérols
membranaires de I'h6te, 'amphotéricine B a été intégrée dans plusieurs formulations
lipidiques, un complexe phospholipidique (ABELCET®) ou un liposome (AMBISOME®)
(Figure 10) seule formulation lipidique d’amphotéricine B ayant |'autorisation de mise sur
le marché (AMM) pour le traitement de la LV en France. Ainsi, I'index thérapeutique est
plus grand mais I'administration reste exclusivement intraveineuse et son co(t élevé rend
son utilisation en zone d’endémie impossible en I'absence d’un soutien de 'OMS (ce qui
existe a I'heure actuelle dans le bassin indien).



NH,
Amphotericin B

Figure 10 : Formulation de la forme liposomale de 'amphotéricine B/Ambisome ®, Gutiérrez et al (54)

Les patients présentant une co-infection VIH-leishmaniose viscérale posent le probleme
d’un traitement efficace et utilisable en association avec le traitement antirétroviral. Chez
ces patients, ['utilisation de I’Amphotéricine B liposomale est a privilégier (55,56).
Cependant du fait d’'un plus fort risque d’apparition de résistance dans cette population,
I'utilisation d’une bithérapie contenant de I’Amphotéricine B liposomale et une autre
molécule de premiere ligne peut étre proposée en particulier la miltéfosine (57,58).

1.1.6.3 La Miltéfosine

L @/CHB
O/\/ ECH3
CH,

CHj

Figure 11 : Formulation chimique de la Miltéfosine ou hexadécylphosphocholine

La Miltéfosine (IMPAVIDO®) ou hexadécylphosphocholine est un alkylphospholipide (Figure
11). C'est le seul traitement anti-leishmanien disponible par voie orale. Ce mode
d’administration, ainsi que de faibles effets secondaires gastro-intestinaux, en font une
molécule trés intéressante. Cependant cette molécule initialement développée comme
chimiothérapie anticancéreuse posseéde des effets tératogenes importants, imposant
I"'utilisation d’une contraception efficace pendant le traitement (28 jours), mais également
pendant les 2 mois qui suivent I'arrét du traitement du fait de la demi-vie longue de ce
produit. Ce qui restreint son utilisation en zone d’endémie, ou la contraception peut étre
une barriere culturelle.

Cette molécule est cytotoxique pour le parasite sous la forme promastigote et amastigote
(59), par inhibition de la synthese des constituants lipidiques (60) de la membrane, et par

Les leishmanioses et les leishmanies

N
92}




26

son action inhibitrice de la Protéine Kinase B, Akt, aboutissant a une mort par apoptose
(61). Par ailleurs, la Miltéfosine présenterait un réle immunomodulateur favorisant
I’élimination des parasites intracellulaires par l'intermédiaire de I'augmentation de la
production de cytokines pro-inflammatoires, en particulier I'interféron y, mais également
par une réponse plus importante des macrophages a ces cytokines avec une augmentation
de la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et d’espéces réactives de I'azote
(RNS) (62). En comparaison avec l|'effet immunomodulateur nécessaire a I'activité
parasiticide des dérivés antimoniés, ici la miltéfosine reste parasiticide chez les souris
déficientes en lymphocytes T ou ne produisant pas de ROS et de RNS (62).

L'utilisation de la Miltéfosine dans le traitement de la leishmaniose viscérale date des
années 2000 dans le bassin indien (63). La Miltéfosine présente une % vie longue (150-
200h) et un index thérapeutique étroit. Le temps aprés la prise du médicament pendant
lequel la concentration est infra-thérapeutique est donc important et entraine un fort
risque d’apparition de résistances (64). Cependant, cette longue rémanence en fait une
molécule intéressante dans la prévention des récidives en particulier chez
'immunodéprimé (57,58). Les résistances surviennent par mutation des transporteurs
membranaires, entrainant une diminution de l'entrée de la molécule (inactivation du
transporteur d’entrée LdMT) ou son externalisation par surexpression de transporteur
d’efflux (type ABC transporteur) (65).

1.1.6.4 La Pentamidine

HN§ /NH
~C R C\
HoN NH,

X
R X
Stilbamidine CH=CH H
2 Hydroxystilbamidine CH=CH OH
Propamidine 0-(CH9)3-0 H
Pentamidine 0-(CH9)5-0 H

Figure 12 : Structures chimiques des diamines aromatiques (66)

L'iséthionate de pentamidine (PENTACARINAT®) (Figure 12) est une diamine aromatique
inhibant la synthése de I’ADN parasitaire ou fongique par blocage de la thymidine
synthétase et fixation sur I'acide ribo nucléique (ARN) de transfert (67). Elle est surtout
utilisée dans le traitement curatif et prophylactique de la pneumocystose par voie
pulmonaire (inhalation). Les effets secondaires en cas d’administration par voie générale
(insuffisance rénale, déséquilibre du diabéte, hyperkaliémie, neutropénie, allongement du
QT...) étant fréquents et dose-dépendants, cette molécule n’est pas recommandée pour le
traitement de la LV qui nécessite une dose importante et une administration parentérale,



mais elle peut étre utilisée dans le traitement de la LC. C'est d’ailleurs le traitement de
référence proposé en Guyane Francaise (68).

1.1.6.5 La Paromomycine®

Figure 13 : Structure chimique de la paromomycine (67)

L'aminosidine sulfate (PAROMOMYCINE®) (Figure 13) est un antibiotique de la famille des
aminosides ayant une activité antibactérienne mais également antileishmanienne. Comme
I'amphotéricine B, il est produit par une espéce de Streptomyces, Streptomyces
chrestomyceticus. Son mécanisme d’action, proche de celui de la pentamidine, passerait
par une inhibition de la synthése protéique par fixation de la molécule antiparasitaire aux
ARN (67).

Appartenant a la famille des aminosides, cette molécule partage leur toxicité rénale et
cochléo-vestibulaire. Concernant le traitement de la leishmaniose, la Paramomycine® est
surtout utilisée en association avec les dérivés antimoniés ou avec la miltéfosine dans le
cadre de la LV (69) ou en version topique dans le traitement des LC de I'ancien monde (70).
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1.1.6.6 Les dérivés azolés

Les antifongiques azolés agissent par inhibition de la synthése de I'ergostérol qui est le
stérol de la paroi des champignons, tandis que c’est le cholestérol qui est présent dans les
membranes des cellules mammiferes. Plus précisément, les azolés inhibent la 140-
lanostérol-déméthylase entrainant I'accumulation d’un précurseur de I'ergostérol dans la
paroi fongique et déstabilisant ainsi la paroi. La proximité de la distribution des stérols dans
les parois fongique et parasitaire explique que les azolés ont une certaine efficacité
antiparasitaire, tout comme I'amphotéricine B, mais a la différence de celle-ci, ils
présentent une tres bonne biodisponibilité permettant une utilisation per os. Le
kétoconazole, le fluconazole ainsi que l'itraconazole sont utilisés comme traitement de
seconde ligne dans le traitement de la LV par voie générale ou de la LC par voie générale ou
topique (71-74).

1.1.6.7 Recommandations actuelles de traitement

Les recommandations varient selon la présentation clinique et les risques évolutifs.

Tableau 2 : Critére de classification des LC simples et des LC complexes. D’aprés Aronson et al (75)

LC simples

LC complexes

Absence de risque de LCM (contamination dans
I’AM et/ ou espéce identifiée sans risque de
LCM)

Absence de diffusion locale ou d’adénopathie
Moins de 4 lésions et Iésions < 1 cm

Lésion(s) accessible(s) a un traitement local
Localisation lésionnelle n’ayant pas de risque
esthétique ou fonctionnel

Patient immunocompétent

Lésion(s) ayant guéri sans traitement

Aucun critére de LC complexe

Risque d’évolution vers une LCM
(Contamination dans le NM ou espéce identifiée
parmi les Viannia spp.

Présence de nodules sous-cutanés ou d’une
adénopathie

1 lésion > 5cm

> 4 |ésions ou lésions >1 cm

Taille ou localisation des lésions rendant
impossible un traitement local

Lésions touchant le visage (y compris les
oreilles), les doigts, les orteils (ou autre
articulation avec un risque fonctionnel) ou la
sphére génitale

Patient non immunocompétent

Echec clinique du traitement local

Tableaux cliniques particuliers : LC récidivante,

LC diffuse ou disséminée

LC: Leishmaniose cutanée; LCM : Leishmaniose cutanéomuqueuse ; AM : Ancien monde ; NM : Nouveau
monde

Pour les LC de I'AM simples, I'abstention thérapeutique ou le traitement local sont
possibles en premiére intention (75). Si un traitement local est choisi, il peut s’agir d'un
traitement physique (chaleur ou cryothérapie) ou d’un traitement par injections péri-
Iésionnelles de dérivés antimoniés, ou encore d’un traitement par topique contenant de la
paromomycine (pas encore disponible en France), sans supériorité d’un choix par rapport
aux autres (75). Les experts francais et européens s’accordent pour |‘abstention
thérapeutique en cas d’atteinte par L. major, L. tropica, L. infantum et L. eethiopica, 1 a 3



|ésions de moins de 30 mm dans une zone pour laquelle les conséquences esthétiques sont
acceptables et si le patient I'accepte et peut étre suivi au long cours (76,77). Cependant, un
traitement local est effectué si le patient le souhaite, et plusieurs traitements locaux
peuvent étre proposés selon le diagnostic d’espéce par : injections péri-lésionnelles de
dérivés de I'antimoine (seul I'antimoniate de méglumine est disponible en France) associé
ou non a la cryothérapie, application de paromomycine et de méthylbenzéthonium, ou
traitement par la chaleur (76,77).

Pour les LC du NM ou les LC complexes, un traitement systémique doit étre proposé
(recommandation de grade A). Dans ce cas, I'amphotéricine B liposomale ou non, la
pentamidine, les dérivés de I'antimoine associés a la pentoxifylline ou la miltéfosine
peuvent étre utilisés, mais aucune de ces molécules n’a d’AMM dans la LC (ni de
recommandations par la Food and Drugs Administration (FDA)). Seule la miltéfosine
posséde une autorisation temporaire d’utilisation (ATU) dans cette indication, mais la
encore |'Infectious Diseases Society of America (IDSA) ne désigne pas de choix prioritaire
entre les différentes options thérapeutiques (75). Les recommandations européennes, en
revanche, proposent le méme traitement local que dans les LC de I'AM, s’il y a peu de
Iésions, localisées dans une zone sans conséquences esthétiques, de taille inférieure a 30
mm, sans diffusion lymphatique et non acquises en Bolivie (76). En revanche, un traitement
par voie générale (variant selon les espéces) est proposé si ces conditions ne sont pas
réunies (76).

Pour les LC du NM, les experts frangais et européens proposent une prise en charge
dépendante de I'espece. Hors L. braziliensis, la pentamidine est proposée en cure courte
par voie intraveineuse ou en dose unique intramusculaire (68,77). En cas d’atteinte a L.
braziliensis (ou en cas d’échec apres 2 cures de pentamidine), les dérivés de I'antimoine en
traitement parentéral sur 20 jours sont proposés; en cas d’échec I'amphotéricine B
liposomale (5 jours consécutifs puis une réinjection a J10) ou la miltéfosine sont alors
proposées (76,77).

Pour les LC de 'AM complexes, s’il existe plus de 3 lésions ou une lésion de plus de 30 mm
ou localisation dans une zone a fort risque de conséquences cosmétiques (76), les experts
frangais préconisent I'utilisation de 'amphotéricine B liposomale par voie parentérale sur 2
a 8 jours (77) malgré un faible niveau de preuve. Les recommandations européennes
s’accordent sur le traitement par voie générale, en ciblant la miltéfosine ou 'amphotéricine
B liposomale (5 jours consécutifs puis une réinjection a J10), ou encore les dérivés de
I’'antimoine associés a la pentoxifylline (76).

Pour la LCM, les recommandations sont les mémes que pour les LC complexes, c’est-a-dire
gu’un traitement systémique doit étre proposé, mais sans prééminence d’une
thérapeutique par rapport a une autre (75). La encore, aucune molécule ne posséde
d’AMM dans l'indication de LCM, en dehors de la miltéfosine lorsque le diagnostic de
I'espece est connu a L. braziliensis (ATU) (77). Les experts européens ont quant a eux
proposés dans l'ordre: les dérivés antimoniés associés a la pentoxifylline, ou
I'amphotéricine B liposomale, ou la miltéfosine pour les LCM du NM. Et, dans l'ordre
également, la miltéfosine, les dérivés antimoniés ou I'amphotéricine B liposomale pour la
LCM de I’'AM. (76)
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Pour les atteintes muqueuses a L. braziliensis, les recommandations frangaises sont
d’utiliser les dérivés de I'antimoine pendant 28 jours, avec un recours a I'amphotéricine B
liposomale ou la miltéfosine en cas d’échec (77).

Pour le traitement de la LV dans les pays développés, 'amphotéricine B liposomale est le
traitement de premiére intention (75,77). Le méglumine d’antimoniate ou la miltéfosine
sont utilisés en seconde intention (en cas d’échec ou d’impossibilité de donner
I’'amphotéricine B liposomale). Les autres molécules n’ont pas I’AMM (ni I'autorisation FDA)
pour le traitement curatif des LV, mais la pentamidine a cependant une AMM en
prophylaxie secondaire chez les personnes vivant avec le VIH (77). En zone d’endémie,
I’'amphotéricine B liposomale est recommandée en premiéere intention dans le bassin
indien en raison d’un important niveau de résistance aux dérivés antimoniés, mais dans la
région du Soudan, l'association des dérivés antimoniés plus ou moins combinés a la
miltéfosine est encore indiquée en premiere intention.

1.1.6.8 La vaccination

La production d’un vaccin contre les micro-organismes intracellulaires est toujours un
challenge. D’autant plus lorsqu’il s’agit de protozoaires comme en témoigne |'absence de
vaccin pleinement efficace contre le paludisme ou contre la toxoplasmose. En effet
I'immunité efficace contre ces parasites implique une orientation Thl et une activité
cytotoxique et pas une immunité humorale Th2 avec production d’anticorps qui est celle
habituellement obtenue suite a une vaccination.

Concernant la LC ou la LCM, une immunité efficace étant obtenue apres la guérison d’'une
|ésion, des campagnes de « leishmanization » ont été menées dans les années 50 (78,79).
Elles consistaient en l'injection, dans une zone masquée, de parasites vivants puis aprées le
développement d’une lésion les patients étaient traités. Cependant la persistance des
parasites dans des cellules sanctuaires (31) et le risque de leishmaniose viscérale avec des
espéces « cutanées » chez I'immunodéprimé ont conduit a arréter cette vaccination. Par la
suite, des parasites avirulents, KO pour certains génes ont été produits parfois associés a
des adjuvants trés immunogénes, mais ces vaccins ne se sont pas révélés suffisamment
efficaces et ont également été abandonnés (78).

Aucun vaccin humain contre la LV n’est actuellement disponible. Plusieurs vaccins dirigés
contre des fragments protéiques de L. donovani ou L. infantum sont actuellement en cours
de développement (80). Ces vaccins sont produits a partir de protéines de surface ou de
protéines excrétées par le parasite, comme la glycoprotéine (GP)63 ou la GP46 (80).

Cependant, ces vaccins a base de fragments protéiques induisent une réponse plut6t
humorale, pour obtenir une réponse efficace, I'idéal serait de faire produire les antigénes
vaccinaux directement par les cellules de la personne vaccinée. Ceci est possible avec les
vaccins a ADN, qui ont en plus I'avantage de pouvoir coupler, dans un méme plasmide,
plusieurs antigenes parasitaires, ce qui permettrait de concevoir un vaccin efficace contre
plusieurs espéces de leishmanies, et visant plusieurs protéines d’intérét (GP63 et GP46 par
exemple). Cependant l'innocuité a long terme de ce type de vaccin n’est pas encore
connue.



Un vaccin canin utilisant des fragments de GP63 est utilisé au Brésil depuis 2004
(Leishmune®). Un autre vaccin canin ciblant la GP46 de L. infantum a été mis au point a
I'IRD de Montpellier et est commercialisé sous I'appellation CanilLeish® depuis 2011 en
Europe (81). La vaccination concerne la population canine du sud de la France, en Espagne,
au Portugal, mais également les chiens voyageant dans ces zones de facon répétée ou pour
une longue période. L'intérét de ces vaccins réside dans I'induction d’une réponse Th1 avec
production de NO en réponse a un challenge par le parasite aprés la vaccination, ce qui
permet une élimination rapide de I'infection (82,83).

1.1.7 Mécanisme d’interaction hote-parasite et réponse immune anti-
leishmanie

1.1.7.1 Les étapes dermiques

Des promastigotes métacycliques mais également la salive du phlébotome (84) et le PSG
(promastigote secretory gel) (85) produit par les parasites dans I'estomac du vecteur sont
transmis lors de la piqlre (86); ils contribuent au recrutement de macrophages, mais
également de polynucléaires neutrophiles (PNN) (Figure 14) (84-86). La salive des
phlébotomes en elle-méme a un effet vasodilatateur local par le maxadilan, et elle entraine
la production de chimiokines telles que le C-C motif chemokine ligand 2 (CCL2), qui attire
également les monocytes et les PNN sur le site de la piqlre, indépendamment de la
présence du parasite (84).

1.1.7.1.1 Implications des PNN dans les étapes dermiques

Les PNN, méme s’ils ne sont pas la cellule cible des parasites, sont des phagocytes
professionnels et peuvent phagocyter les promastigotes de nombreuses especes de
leishmanies (87). Les capacités microbicides des PNN peuvent agir contre les parasites dans
les vacuoles de phagocytose ou a l'extérieur des cellules dans une structure fibreuse
récemment décrite, les neutrophil extracellular traps (NET) (Figure 14) (87). Cependant,
grace au lipophosphoglycane (LPG) et a la GP63, les parasites échappent a l'activité
microbicide des NET (Figure 14) comme en témoigne la dégradation trés rapide dans les
NET des parasites déficients pour 'une ou l'autre de ces molécules de leur surface (88).
Ensuite, les PNN vont intervenir dans le recrutement des cellules impliquées dans Ia
réponse immunitaire innée et adaptative, par leur capacité a produire diverses cytokines,
en particulier I'lL-8 ou la « macrophage inflammatory protein-1f » (MIP-1B) chémo-
attractant, attirant respectivement d’autres PNN et des macrophages (Figure 14) (89). Les
PNN en sécrétant de I'elastase améliorent les capacités microbicides des macrophages par
une voie induite par le TNF-a, aboutissant a la production de monoxyde d’azote (NO)
(Figure 14) nécessaire a la leishmanicidie (39). Par ailleurs, I’elastase réprime I'lIL-4 et I'lL-10
cytokines responsables d’une persistance des parasites (90). Au sein de la vacuole de
phagocytose du PNN, le parasite ne peut pas évoluer vers la forme amastigote. Les
polynucléaires ayant phagocyté des parasites peuvent évoluer vers l'apoptose ou étre
ensuite phagocytés par des macrophages (Figure 14) permettant une entrée des parasites
dans leur cellule cible sur le modeéle d’un cheval de Troie (90).
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1.1.7.1.2 Implications des DC dans les étapes dermigues

Lors des étapes initiales dans le derme, d’autres phagocytes professionnels peuvent
prendre en charge les promastigotes, les DC (Figure 14). La reconnaissance des
promastigotes peut se faire via un récepteur spécifique des DC : le dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin (DC-SIGN). Les DC sont
responsables du transport des parasites vers les ganglions lymphatiques de proximité,
permettant de mettre en action I'immunité adaptative (Figure 14) (91).

Une fois les premiers amastigotes libérés apres I'éclatement des macrophages, les DC
peuvent également reconnaitre ces amastigotes via DC-SIGN (92,93). Cette interaction trés
précoce peut concerner des cellules dendritiques immatures, entrainant alors une
maturation avec une expression diminuée du cluster of differentiation (CD)40, CD80, CD86
et des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type Il (CMH-II), permettant
aux parasites d’échapper a la reconnaissance par le systéeme immunitaire via la
présentation par les DC aux macrophages (92).

1.1.7.1.3 Implications des protéines du complément dans les étapes dermiques

Classiquement, les promastigotes injectés dans le derme entrainent une activation de la
voie classique du complément. Les protéines du complément, en particulier C3, vont alors
se fixer sur la GP63 , le LPG ou la protéase de surface des promastigotes (PSP) et étre
clivées en leurs formes actives (C3b), pour opsoniser les parasites et faciliter leur
phagocytose (Figure 14) (94,95). Dés cette premiére étape, les parasites mettent en place
des techniques de lutte contre la réponse immune, ainsi une métallo-protéase de la paroi
des promastigotes, la GP63, peut activer la transformation du C3 en C3b puis en C3bi,
forme inactivée de la protéine C3b qui ne permet alors pas la formation de la C5
convertase (Figure 14) (96,97) inhibant ainsi la lyse par le complément. Cette action
s’associe a 'activité de protéines kinases de la membrane parasitaire qui phosphorylent C3
et C3b pour les rendre inactives, diminuant ainsi également la formation du complexe C5b-
C9 (ou C5 convertase).

L’opsonisation par C3bi permet la reconnaissance par le CR3 qui sera détaillé dans le
paragraphe suivant. En culture, méme en l'absence de préexposition des parasites au
sérum, les macrophages sécretent de petites quantités de C3 qui permettent I'opsonisation
des promastigotes favorisant la reconnaissance et I'entrée via le CR3 (98). En plus de
I'opsonisation par le complément, le LPG peut fixer la protéine C réactive (CRP) (99), et la
GP63 peut fixer la fibronectine. Ces liaisons interviennent méme a des taux physiologiques,
en dehors de tout état inflammatoire (100,100).
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1.1.7.2 Interactions membranaires leishmanie-macrophage et internalisation des
parasites

1.1.7.2.1 L'interaction des promastigotes avec les récepteurs aux compléments CR1 et CR3

Aprés la premiere interaction avec le complément, les parasites sont phagocytés par
endocytose principalement via le CR1 et le CR3 (101). Les vacuoles de phagocytose
évoluent ensuite en vacuoles parasitophores qui sont issues de phagolysosomes et au sein
desquelles le parasite peut survivre, se transformer en amastigotes et se multiplier par
division.

Comme le CR3, le récepteur CR1 des macrophages intervient, grace a son activité cofacteur
du facteur 1, dans la formation du C3bi a la surface des promastigotes opsonisés (102)
(Figure 15). Le C3bi, méme rendu inactif, reste fixé sur le LPG des promastigotes et permet
leur phagocytose en favorisant I'interaction avec les récepteurs au complément (CR1 et
CR3) plutot qu’avec le récepteur au mannose (MRC-1) (97). A noter que l'interaction avec
CR1 est moins forte et transitoire alors que I'interaction avec CR3 est forte et stable (103).

L'utilisation d’anticorps bloquant différentes parties du CR3 a permis de préciser que ce
récepteur peut reconnaitre le parasite au niveau de plusieurs sites : la partie récepteur de
type lectine qui reconnait le LPG du parasite non opsonisé ou le site de reconnaissance de
C3bi qui reconnait le LPG ou la GP63 du parasite opsonisés par le C3bi (Figure 15). Pour L.
infantum la sous-unité CD11b du CR3 reconnait également la protéine parasitaire PSA-2
(104-108).

1.1.7.2.2 L'interaction des promastigotes avec les autres récepteurs

En plus des CR, la reconnaissance du promastigote par le macrophage peut se faire par le
flagelle (109), qui est reconnu par d’autres récepteurs macrophagiques : toll like receptors
(TLR) 2 et 4, MRC-1, mannan-binding protein (MBP), Detin-1, DC-SIGN, récepteur de la
fibronectine ou les récepteurs aux fragments constants (Fc) des immunoglobulines comme
FcyRI (CD64) (92,110-112) (Figure 15). Selon le récepteur, différentes voies peuvent étre
activées ou inhibées.

1.1.7.2.2.1 La variabilité inter-espéces concernant les récepteurs macrophagiques : TLR,
FcyR et récepteurs lectine de type C

La reconnaissance par les macrophages peut faire intervenir des récepteurs différents
selon les espéces. Par exemple, I'implication de TLR (Figure 15) distincts, pour L. braziliensis
et L. donovani il s’agit du TLR-2 (113,114), et pour L. amazonensis ou L. major plutét de
TLR-4 (115,116), pour ce qui est de la reconnaissance directe du promastigote non
opsonisé. Le TLR-9 est responsable d’'une réponse immune parasiticide mais la liaison du
LPG de L. major sur le TLR-2 entraine une diminution du TLR-9, médiée par une production
de transforming growth factor (TGF)-p et d’IL-10, favorisant la persistance du parasite
(117). Au contraire, la liaison de L. major a TLR-4 serait plutdt en faveur d’une infection
résolutive par induction d’iNOS et production de NO (116).

Un autre exemple est I'affinité plus importante des promastigotes du complexe mexicana,
telle que L. mexicana et L. amazonensis (25,26,118), pour le FcyRl que pour le CR3,



aboutissant a la formation de grandes vacuoles parasitophores dans lesquelles se trouvent
plusieurs parasites. A l'inverse, pour L. chagasi ou les autres especes (la plupart), qui
favorisent une entrée par le CR3, la vacuole parasitophore sera plutét petite et ajustée
autour de chaque parasite (119).

Et enfin, Vazquez-Mendoza montrent aussi des différences selon I'espece concernant les
récepteurs lectine de type C: L. infantum serait plutét reconnu par DC-SIGN alors que L.
donovani serait plutdt reconnu via MRC-1 (120).

1.1.7.2.2.2 Implication de protéines de I'inflammation, CRP et fibronectine

Comme décrit plus haut, la fibronectine ou la CRP peuvent opsoniser les promastigotes et
les amastigotes par l'intermédiaire de la GP63. Les parasites ainsi opsonisés se lient aux
macrophages par l'intermédiaire du récepteur a la fibronectine (121) ou du récepteur a la
CRP (Figure 15). Il semblerait également que la GP63, qui a le méme poids moléculaire que
la fibronectine, puisse se lier directement au récepteur a la fibronectine (122).

1.1.7.2.2.3 Implication du cholestérol

Le cholestérol membranaire semble également jouer un role fondamental pour I’entrée
des promastigotes non-opsonisés puisque la cyclodextrine ou la nystatine, qui fixent le
cholestérol, empéchent I'entrée de promastigotes de L. donovani ou L. chagasi (123). Par
ailleurs le cholestérol est nécessaire a la présentation des antigenes parasitaires pour la
mise en place de la réponse immune adaptative (124,125).

Lors de la reconnaissance des promastigotes par les macrophages le LPG entraine le
recrutement de radeaux lipidiques au niveau de la zone d’interaction membrane-
membrane, en modifiant le métabolisme du céramide (Figure 15). Les radeaux lipidiques
sont riches en cholestérol et stabilisés par le céramide. Le cholestérol cytoplasmique est
alors recruté pour assurer cette surproduction de radeaux lipidiques. Ceci entraine une
baisse du niveau de cholestérol intracytoplasmique aboutissant a une migration du
cholestérol libre membranaire vers le cytoplasme. Cette diminution du cholestérol libre
membranaire se traduit par une augmentation de la fluidité membranaire qui est néfaste a
la présentation des antigénes par le CMH (Figure 17) (125,126).

1.1.7.2.3 Récepteur d’entrée des amastigotes

Concernant la phagocytose des amastigotes, qui intervient secondairement, apres les
premieres étapes d’infection par les promastigotes et de multiplication intracellulaire, il
existe également des divergences en fonction de I'espéce de leishmanie. Les amastigotes
de L. major, comme pour les promastigotes, utilisent I'opsonisation par le complément
comme voie d’entrée, en favorisant I'interaction avec le CR3 favorable a la persistance du
parasite (112,127), alors que L. mexicana sécrete de grandes quantités de
protéophosphoglycane, qui vont se fixer sur la MBP et empécher |'opsonisation par le C3
(Figure 15) (112), pour favoriser plutét I’entrée via I'opsonisation par les 1gG (118,127,128).

La paroi des amastigotes ne contient que peu de LPG et de GP63, I'entrée de ces parasites
fait donc intervenir d’autres mécanismes. En plus de I'opsonisation par le complément et la
fibronectine, les amastigotes vont également étre opsonisés par des IgG1, permettant leur
entrée via les CR, le récepteur a la fibronectine et le FcyR (Figure 15) (118,127,129,130). Les
phospholipides du glycoinositol (GIPLs) présents en grande quantité a la surface des
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amastigotes jouent un role dans I'entrée des amastigotes dans les macrophages. En effet,
des anticorps anti-GIPLs empéchent I'entrée dans le macrophage, mais le récepteur
macrophagique impliqué dans la reconnaissance des GIPLs n’est pas encore connu (131).

1.1.7.2.4 Devenir des promastigotes apres internalisation dans les vacuoles

Une fois dans les phagosomes, les parasites induisent (initialement) la fusion avec les
lysosomes, ce qui permet la constitution de la vacuole parasitophore, dans laquelle les
promastigotes se transforment en amastigotes en raison du pH acide et de la température.
En effet, les amastigotes sont acidophiles et leur développement est idéal a un pH entre 4
et 5,5. Le récepteur reconnaissant le parasite va également accélérer (MRC-1) ou ralentir
(CR3 ou FcyR) la fusion des vacuoles de phagocytose avec les lysosomes (110,132), et ainsi
permettre une durée de vie plus ou moins longue du parasite sous la forme promastigote.
Chez L. donovani, un processus de séquences d’échanges puis d’éloignements entre le
promastigote et le phagolysosome de type « kiss and run » se met en place, retardant la
fusion des lysosomes (101).

Lors de I'endocytose, le LPG est responsable d’une inhibition de la PKC-a qui se traduit par
une accumulation de I'actine F au niveau de la vacuole d’endocytose (Figure 17). Cette
protéine initialement indispensable au déplacement des vacuoles doit normalement
disparaitre au cours de I'évolution de la vacuole d’endocytose, toutefois, la persistance de
I'inhibition de la PKC par le LPG entraine sa persistance et, par sa présence, elle bloque
I’'assemblage de la NADPH oxydase (Figure 17).

Dans un modele d’infection de macrophages de la lignée THP-1 par L. donovani,
I’endocytose des promastigotes est suivie d’un recrutement de marqueurs d’endosomes
précoces comme Rab-5 ou EE1, via une voie dépendante de la dégradation de c-Jun par la
GP63 parasitaire (133). Le recrutement de marqueurs d’endosomes tardifs comme Rab-7 et
LAMP-1 était jusqu’a présent décrit comme retardé (97,134), permettant aux parasites de
bloquer la différenciation de la vacuole d’endocytose au stade d’endosome. Cependant
Verma et al. ont montré, sur THP-1, plutét un recrutement de LAMP-1 associé au
recrutement de Rab-5, cette association de marqueurs précoces et tardifs pouvant
expliquer le blocage de maturation des vacuoles parasitophores au stade intermédiaire de
phagolysosome, ayant déja un pH acide mais encore peu d’enzymes lysosomales.

En plus du recrutement de marqueurs d’endosomes, lors de la transformation en
amastigotes, les parasites libérent leur LPG qui va s’insérer dans les membranes des
vacuoles d’endocytoses (Figure 17), mais également dans la membrane plasmique des
macrophages, ce LPG membranaire inhibe I'action des lymphocytes cytotoxiques sur les
macrophages infectés (135).

En plus de son implication pour I'entrée des promastigotes non-opsonisés, le cholestérol
intervient également au niveau des vacuoles parasitophores. En effet, les vacuoles
contenant les promastigotes de L. (i) chagasi sont doublées de cavéoles, micro-domaines
riches en cholestérol et en cavéoline-1, retardant la fusion avec les lysosomes jusqu’a 48h
permettant la transformation en amastigote dans la vacuole d’endocytose (97,132,136).



Au total I'interaction initiale puis I'entrée des parasites dans les macrophages intervient par
le biais de différents mécanismes peu pro-inflammatoires ou silencieux, laissant présager
des I'entrée un potentiel impact sur la réponse immune (137).
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1.1.7.3 Réponse immune efficace et mécanismes d’échappement des leishmanies

1.1.7.3.1 Laréponseimmune

La réponse classique des macrophages aux pathogenes intracellulaires est pro-
inflammatoire, avec sécrétion de facteurs chémo-attractants comme MIP-13 ou CCL2, et de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-q, IL-6, IL-12) (138). Cet état pro-inflammatoire entraine
une cascade aboutissant a la production d’espéces réactives nitrées et de I'oxygene, c’est
le burst oxydatif permettant la résolution de I'infection (139-141).

En paralléle de 'immunité innée, le transport de DC dans les ganglions de drainage du site
de la piqlre active la réponse immune adaptative. Tout d’abord, les DC dégradent les
peptides parasitaires et les expriment a la surface liés aux molécules du CMH-II, associé a la
production des molécules nécessaires a la co-stimulation des lymphocytes T (CD80, CD40,
CD86) (Figure 16). Le complexe antigéne-CMH Il est reconnu par les récepteurs des
lymphocytes T (TCR) CD4+ ; une activation des lymphocytes a alors lieu dans le ganglion
entrainant ensuite une expansion de la population lymphocytaire (Figure 16) (142).

Les lymphocytes T CD4+ activés activent en retour les macrophages, par production
d’Interféron-y (IFN-y) (Figure 16). L’activation via le CMH Il est indispensable a la clairance
parasitaire (90). En effet, méme si I'implication du CMH | entraine la méme cascade
d’activation, un modéle de souris déficientes en lymphocytes T CD8+ a permis de prouver
gue cette voie n’est pas indispensable pour I’élimination des parasites (128).

La leishmaniose est une infection dont la réponse immune adaptative a été trés étudiée et
a permis de mettre en évidence le paradigme de la réponse lymphocytaire Thl et Th2. En
effet, la majorité des espéces de souris de laboratoire sont résistantes a l'infection. La
réponse immune développée par ces souris, lors de linfection, fait intervenir des
lymphocytes de type Th1l sécrétant de I'IFN-y en grande quantité (Figure 16) (144).

La différenciation des lymphocytes en lymphocytes Thil, efficaces pour la destruction des
parasites, est déterminée dés la synapse immunologique entre les DC et les lymphocytes
(145,146). Les différentes molécules de co-stimulation ont été étudiées sur des modeles de
souris KO et par utilisation d’anticorps bloquants, et parmi CD28, CD27, CD30 et CD40, seul
CD40 a montré son réle indispensable dans la différenciation des lymphocytes vers la voie
Th1l (147,148).

Cependant, l'injection d’IL-12 a des souris KO pour le CD40 permet de rétablir les capacités
d’orientation vers la voie Thl et le contréle de I'infection (148). Cette cytokine, produite
par les macrophages et par les DC (Figure 16) (149,150), est donc indispensable pour une
réponse efficace contre le parasite. Tout d’abord, elle favorise 'orientation Th1l (151) (par
activation de la production d’IFN-y et répression de I'lL-4 via le facteur de transcription
STAT 4 (152)), et ensuite elle active les lymphocytes natural killer (NK) (Figure 16) (153).

L'IFN-y (produit par les lymphocytes) et I'lL-18 (produit par les macrophages) agissent
comme cofacteurs de I'lL-12 ; L'IFN-y en favorisant la production d’IL-1p et la persistance
des récepteurs a I'lL-12 a la surface des lymphocytes ; I'lL-18 en favorisant une orientation
Th1 de la réponse lymphocytaire NKT (154-156).



Les lymphocytes Thl agissent sur les macrophages, via la liaison d’un ligand de Fas (Fas-L)
avec Fas (= CD95), qui déclenche un signal induisant I'apoptose des macrophages infectés
(Figure 16); ceci est amplifié par I'IFN-y, qui augmente I'expression de Fas par les
macrophages (157).

D’autre part, les lymphocytes Thl peuvent activer les propriétés microbicides des
macrophages par production des RNS (dont le NO). La production de NO est stimulée par
I'lIFN-y (produit par les lymphocytes Thl et NK) et le TNF-a (produit de fagon autocrine par
les macrophages), qui activent la NO-synthase inductible (iNOS) (Figure 16). Les ROS font
également partie des effecteurs parasiticides du macrophage (111,140,158). A la différence
des RNS, les ROS ne sont pas indispensables pour I’élimination des parasites. En effet, dans
des modeles de souris KO ne produisant pas de ROS (souris GP91 phox -/-), la clairance
parasitaire est retardée mais possible, alors que dans le modéle ne produisant pas de NO
(iNOS -/-) il n’y a pas de clairance parasitaire (159,160).
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1.1.7.3.2 Les mécanismes d’échappement des promastigotes

Les parasites ont néanmoins des stratégies d’échappement, via les GIPLs, le LPG et la GP63,
qui peuvent agir pour empécher le burst oxydatif et orienter la réponse lymphocytaire vers
une réponse Th2 (161) favorable a la persistance du parasite au sein du macrophage.

1.1.7.3.2.1 Inhibition de la production des effecteurs anti-leishmanies ROS et NO

De facon mécanique, mais aussi par inhibition de la PKC, le LPG des promastigotes
métacycliques peut bloquer la production des ROS (action mécanique de I'épaisseur du LPG
qui piege les ROS et inhibition de la PKC entrainant la persistance de I'actine F au niveau
des vacuoles parasitophores empéchant I'assemblage de la NADPH oxydase) (Figure 17)
(112,162,163). Le LPG et les GIPLs inhibent la production de NO via I'inhibition de la PKC
(112,160).

Une fois internalisée, la GP63 active les tyrosines phosphatases SHP-1 et TCPTP. Ces
enzymes inhibent différentes kinases (JAK, MAPK et IRAK) aboutissant a la diminution
d’activation de facteurs de transcription (nuclear factor (NF)-kB, STAT1), et de ce fait a une
baisse de la production de NO, de TNF-a et d’IL-12 (Figure 17) (164). En plus de cette
activité sur les macrophages, la GP63 peut étre sécrétée, et sous cette forme elle agit sur
les lymphocytes T CD4+ et sur les NK, qui alors produisent moins d’IFN-y, favorisant une
réponse Th2 et non Thl (Figure 17) (164).

Une autre protéine parasitaire la kinetoplastid-membrane protein 11 (KMP-11) peut agir de
facon compétitive dans la production de NO. En effet, KMP-11 a une structure proche de la
L-arginine qui est le substrat d’iNOS, et agit comme un analogue compétiteur sur cette
enzyme (30). Dans les vacuoles parasitophores, les parasites peuvent également sécréter
une superoxyde dismutase (SOD) capable de neutraliser les ROS (165).

L'entrée de parasites opsonisés par la fibronectine via le récepteur a la fibronectine est
associée a une diminution de la survie des parasites intramacrophagiques par activation de
I'assemblage de la NADPH oxydase (110,166). Toutefois, la GP63 peut dégrader la
fibronectine chez les amastigotes et les promastigotes de plusieurs espéce de leishmanies
(130), permettant de diminuer cette voie d’entrée aboutissant a la production de ROS et
donc peu favorable.

1.1.7.3.2.2 Modification de la réponse cytokinique et de I'orientation Th1 de la réponse

En plus de ces modifications concernant la réponse efficace avec production de NO et des
ROS, les leishmanies peuvent agir pour orienter la réponse lymphocytaire vers une réponse
Th2. Pour cela, L. donovani va surtout entrainer une augmentation de la production d’IL-10,
alors que L. major ou L. mexicana vont surtout agir en stimulant la production d’IL-4 (161).

Comme on I'a vu, selon les récepteurs impliqués dans l'interaction hote-parasite, la
réponse cellulaire peut différer. La reconnaissance du flagelle par Dectin-1, MRC-1 ou le
récepteur de la fibronectine active plutét I'assemblage de la Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate Hydrogéne (NADPH) oxydase et I'afflux d’enzymes lytiques dans le
phagosome (110), conditions défavorables au parasite. Lefévre et al. ont ainsi montré que
I'entrée des promastigotes via dectin-1 ou MRC-1 entraine une augmentation de la



production des ROS médiée par Syk (111,167) et une augmentation de la production d’IL-
1B via l'activation de la caspase 1, permettant I’élimination des parasites. Au contraire,
I’entrée via DC-SIGN (ou son homologue murin SIGNR3) entraine une inactivation de la
caspase 1, et donc une diminution de la production d’IL-1p, favorable a la persistance des
parasites dans le macrophage.

A la différence de la reconnaissance par MRC-1, la reconnaissance du flagelle via CR3,
favorisée par la GP63 des promastigotes, est peu pro-inflammatoire par inhibition de la
production d’IL-12 (Figure 17) et ne favorise ni I'assemblage de la NADPH oxydase ni le
burst oxydatif, et permet donc aux parasites de survivre et de se multiplier dans le
macrophage par un mécanisme d’inhibition de PKC (par le LPG) et d’inhibition de la
production d’IL-1B (par la GP63) (168-171).

Dans un modeéle de macrophages humains issus de cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC), la phagocytose de promastigotes opsonisés par la CRP entraine aussi
une production réduite des cytokines pro-inflammatoires TNF-o et IL-12, comparée a la
production obtenue suite a la stimulation des macrophages par la CRP associée a du
lipopolysaccharide (LPS) (100), mais identique a celle obtenue aprés phagocytose de
promastigotes non opsonisés par la CRP. Ce mode d’entrée n’entraine donc pas de
modification (favorables ou non) sur la suite de la réponse immune induite par les parasites
(100).

Enfin, les promastigotes peuvent inhiber I'expression des molécules du CMH | et II,
empéchant l'initiation de la réponse adaptative Th1l nécessaire a la clairance parasitaire
(Figure 17) (172,173), ou agir plus tardivement par inhibition du couplage des antigeénes du
promastigotes sur le CMH. Les antigénes sont alors intégrés dans la vacuole parasitophore,
voire dans les amastigotes, et dégradés par les protéases macrophagiques et parasitaires
(174). Les antigénes de I'amastigote sont quant a eux protégés contre la dégradation et le
couplage au CMH par leur localisation intra-phagolysosomale (175).
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Figure 17: Mécanisme d'échappement mis en ceuvre par les promastigotes

1.1.7.3.3 Les mécanismes d’échappement des amastigotes

Concernant les amastigotes, la reconnaissance via CR3 est également suivie d’une
production réduite de TNF-a (176). De plus les GIPLs, trés abondants sur la paroi des
amastigotes, inhibent la production de TNF-a, d’IL-12 et de NO et stimulent la production
de cytokines anti-inflammatoires Th2, I'IL-10 et le TGF-B (30,112,150,160,177). Par ces
différentes actions, les GIPLs inhibent la production de NO et favorisent donc la survie au
sein des vacuoles parasitophores (178). Lors de l'infection naturelle (a I'exception des
promastigotes du complexe mexicana) seuls les amastigotes sont reconnus par FcyR
lorsqu’ils sont opsonisés par des IgG : ce mode d’entrée oriente vers une production d’IL-10
et une répression de la production d’IL-12 (179).



Au total, I'immunité efficace contre les leishmanies nécessite I'activation de lymphocytes
Thl produisant de I'IFN-y, permettant la clairance parasitaire par production d’IL-12, d’IL-
18 et de TNF-a par les macrophages, et par action des RNS et des ROS dans les
macrophages (Figure 18), ou encore par apoptose des macrophages infectés. Les
leishmanies, quant a elles, mettent en place des mécanismes d’échappement a toutes les
étapes de cette réponse, en orientant vers une différenciation Th2 des lymphocytes, une
production des cytokines anti-inflammatoires IL-10 ou IL-4 et TGF-B, et une inhibition des
cytokines pro-inflammatoires, en particulier I'lL-12, de la production des ROS et de
I'induction d’iNOS, permettant la persistance parasitaire grace a un état de tolérance
immune (Figure 18) (180).
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Figure 18 : Balance entre la réponse immune et les mécanismes d'échappement des leishmanies
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1.2. La paroi, facteur de virulence des leishmanies

La surface des leishmanies est recouverte d’'un glycocalyx qui peut varier selon le stade
parasitaire mais également selon I'espéce (181,182). Le constituant majeur de cette paroi
pour le stade promastigote est le LPG, présent sur I'’ensemble de la surface parasitaire y
compris le flagelle (183,184) alors que ce sont les GIPLs qui sont majoritaires sur la paroi
des amastigotes.

1.2.1 Les glycoconjugués de la paroi

1.2.1.1Le LPG

Le LPG est composé de 4 domaines (

Figure 19): un domaine d’ancrage membranaire constitué d’un phophatidylinositol, un
coceur hexasaccharidique conservé entre les différentes espéces de leishmanies, puis une
séquence phosphoglyquée comprenant un motif oligosaccharidique répétitif (mannose-
galactose-phosphate) sur lequel peuvent s’insérer des chaines latérales variables selon les
espéces, et enfin une coiffe saccharidique, elle aussi variable selon les espéces de
leishmanies (Tableau 3) (185). La structure du LPG et les variations de motifs pour L
donovani, L. major, L. tropica, L. athiopica, L. mexicana, L. braziliensis et L. chagasi sont
présentées dans le Tableau 3.

La synthése du LPG fait intervenir différentes enzymes, dont I'une en particulier, LPG1, a
fait 'objet de construction de mutants LPG1-/- afin d’obtenir des parasites dépourvus de
LPG. La LPG1 et ses dérivées sont des glycoprotéines transmembranaires de type Il, avec un
court domaine intracytoplasmique N terminal et un domaine C terminal intra luminal
incluant le motif D-X-D, trés conservé parmi les glycosyltransférases, responsable de
I'activité catalytique (186).

Le LPG est le glycoconjugué majoritaire de la paroi des promastigotes qui en sont
totalement recouvert, flagelle inclus. La paroi des amastigotes, en revanche, présente trés
peu de LPG, mais ce glycoconjugué est tout de méme présents chez tous les amastigotes
(Figure 21), hormis les amastigotes des especes du complexe mexicana.
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Figure 19 : Structure du LPG

Tableau 3 : Exemple de structures du LPG pour différentes espéces de leishmanies de I'ancien monde et du nouveau monde
adapté de De Assis 2012 et de Mc Conville 1995

L. donovani L. major (188) L. tropica (181) L. eathiopica L. mexicana (189) L. chagasi(190) L. braziliensis
(187) (181) (191)
méta méta méta méta méta pro méta pro méta
Coiffe Galp-Manp Galp-Manp Galp-Manp Galp-Manp Manp-Manp Galp-Manp Glu, Galp et
[Manp] 1.,Manp Manp-Manp [Manp] 1.,Manp [Manp]i.sManp Manp-Manp- Manp Glu- Galp-Manp Manp¥
Manp[Galp]Manp Manp[Galp]Manp Manp[Galp]Manp
R’ -H -H -H -H -H -Glu -H -H -Glu-Glu
(Abondance (13%) (1%) (94%) (66%) (66%) (66%) (40%)
relative, %) -Ara-Galp -Ara-Galp -Galp -Glu -H -Glu -Glu
(60%) (21%) (2%) (33%) (33%) (33%) (33%)
-Ara-Galp-Galp -Ara-Galp-Galp -Galp-Galp -H
(8%) (2%) (2%) (27%)
-Ara-Galp-Galp-Galp -Ara-Glu
(1%) (45%)
-Glu -Ara-Glu-Glu[Ara]
(1%) (21%)
-Galp-Glu[Ara]
(4%)
-Ara-Glu-Glu[Ara]-Glu
(6%)
R -H -H -H -H -H -H -H -H -H
(Abondance (65%)
relative, %) -Manp
(35%)

Galp : Galactopyranose ; Manp : mannopyranose ; Ara : Arabinose ; Glu : Glucose ; pro: promastigotes procycliques; méta : promastigotes métacyclique ; ¥: Ordre et
proportion des 3 motifs inconnues
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1.2.1.1.1 Particularités structurales du LPG en fonction des especes

Le nombre d’unités répétées dans la chaine phosphoglyquée permet une variation de I'épaisseur du glycocalyx
selon le stade parasitaire (Figure 21). En effet, bien que le stade promastigote procyclique présente le méme
niveau d’expression du LPG que le stade métacyclique, I'épaisseur du glycocalyx est d’environ 6 nm pour le
stade procyclique et 12 nm pour le stade métacyclique (192). Par exemple, L. chagasi passe de 19 a 34 motifs
répétés au cours de la métacyclogénése (182). Pour certaines espéces, en plus de ’allongement du LPG, lors de
la métacyclogénese, il y a des modifications des chaines latérales ou de la terminaison du LPG. L. braziliensis
ajoute un motif glucose sur le galactopyranose des motifs répétés alors que L. infantum ne fait aucun ajout de
chaine latérale (

Figure 19 et Tableau 3) (182). Chez L. major, le nombre de répétitions d’oligosaccharides
double et les chaines latérales du LPG acquierent une terminaison arabinose, expliquant la
différence d’épaisseur entre le stade procyclique et métacyclique (193).

La reconnaissance du LPG par les anticorps CA7AE est dirigée contre le motif répété mannose-
galactose-phosphate, or en présence d’'un grand nombre de chaines latérales, cette
reconnaissance peut ne plus se faire. Cet anticorps peut donc étre utilisé pour rechercher la
présence de ces chaines latérales. L’étude de la reconnaissance du LPG purifié de différentes
souches de L. amazonensis par CA7AE a ainsi permis de mettre en évidence des variations de
chaines latérales entre différentes souches d’'une méme espéce (115).

1.2.1.1.2 Importance du LPG chez I'h6te insecte

Méme si la relation est rarement stricte, chaque espéece de parasite est transmise par un héte
phlébotome privilégié (Phlebotomus dans I'AM et Lutzomyia dans le NM), car le LPG de
chaque espece s’est adapté aux particularités du tube digestif de son hoéte (19,21). Par
exemple, L. major, présente une spécificité d’hote pour Phlebotomus papatasi.

La configuration du LPG au stade procyclique permet I'attachement des parasites au tractus
digestif de I’"hGte via des galectines ou des lectines de type S (20,194,195) qui sont laissées
accessibles par le LPG procyclique mais deviennent masquées lorsque que le nombre d’unités
oligosaccharidiques augmente ou que les chaines latérales sont ajoutées (19,21,196)
permettant au parasite de se détacher et d’étre entrainé vers I’"h6te mammifere lors du repas
sanguin.

1.2.1.1.3 Importance du LPG chez I’'h6te mammifére

Au stade métacyclique, la confirmation plus épaisse du LPG présente également un avantage,
car elle permet, du fait de sa longueur, de protéger les parasites contre la lyse par le
complément.

Les parasites mutants LPG1-/- sont donc dépourvus de LPG et ont permis de montrer
I'importance de cette molécule comme facteur de virulence des leishmanies. Cependant les
mécanismes d’immunotolérance mis en place par les leishmanies se recouvrent, et ces
parasites gardent une capacité infectieuse, en particulier via la résistance aux enzymes
protéolytiques, I'entrée silencieuse dans les macrophages et 'inhibition de la production d’IL-
12 et de NO (197).



L'importance du LPG dans la physiopathologie de I'infection par Leishmania, notamment en
permettant une entrée dans la cellule aboutissant a une réponse immune tolérogene a été
présentée dans la partie 1.1.5. En bref :

- Le LPG permet au promastigotes de résister a I'activité microbicide des NETSs.

- Le LPG peut étre libéré pour agir sur la réponse immune en étant exprimé a la surface
des macrophages infectés.

- Le LPG permet une entrée apres liaison aux C3b et C3bi, qui est une voie d’entrée
« silencieuse » via les CR.

- Selon les espéces, les variations de LPG peuvent aboutir a des voies d’entrée tres
variées via CR principalement, mais aussi via FCyR pour les especes du complexe
mexicana.

- Le LPG limite la fusion vacuoles d’endocytose-lysosomes, permettant aux vacuoles
parasitophores de rester figées a un stade intermédiaire dans lequel les promastigotes
peuvent se transformer en amastigotes sans étre détruits.

- Le LPG inhibe la PKC, empéchant I'assemblage de la NADPH oxydase et donc le burst
oxydatif.

- Le LPG stimule la production de céramide pour former des radeaux lipidiques ce qui
aboutit a une migration du cholestérol membranaire vers le cytoplasme. Cette
défection du cholestérol membranaire entraine une diminution des capacités de
présentation des antigénes par les macrophages.

1.2.1.2 Les phopholipides de glycoinositol (GIPLs)

Les GIPLs sont de petits phospholipides trés largement exprimés chez tous les eucaryotes en
particulier les promastigotes et les amastigotes de leishmanies (Figure 21). lls permettent
I'ancrage a la membrane du LPG mais aussi des GP membranaires. Leur structure associe un
alkylacylglycérol ancré dans la membrane, sur lequel est fixé un inositol, puis 2 motifs
glucidiques, une glucosamine et un mannose (Figure 20) (182,198). Un a 6 éléments osidiques
peuvent étre liés au mannose, selon ces répétitions on distingue des GIPLs de type 1 riches en
mannose, liés en a 1-6 sur le résidu mannose conservé (non présentés dans la Figure 20) ou
des GIPLs de type 2 riches en galactose dont la liaison mannose-mannose initiale se fait en a
1-3, et enfin des GIPLs hybrides qui présentent un mannose branché en a 1-3 et en a 1-6. Les
GIPLs de type 1 sont plutot impliqués dans I'ancrage des GP membranaires (Figure 21) (et sont
ubiquitaires dans les cellules eucaryotes), alors que les GIPLs de type 2 ou les GIPLs hybrides
permettent la fixation membranaire du LPG (Figure 21) et sont surtout retrouvés chez les
protozoaires (199). La série de motifs osidiques des GIPLs varie selon les especes de
leishmanies, mais dans tous les cas les GIPLs sont trés abondants a la surface des
promastigotes et des amastigotes. En effet, méme si I'expression du LPG est tres réduite chez
les amastigotes, les GIPLs, quant a eux, sont synthétisés de facon aussi abondante dans les 2
stades de vie du parasite (Figure 21) (199).
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Figure 20 : Exemples de structures de GIPLs, adapté de Winter 1993 et de MC Conville 1993

Comme pour le LPG, les GIPLs peuvent étre libérés de la surface des parasites et on les
retrouve alors a la surface des phagosomes mais, a la différence du LPG, ils ne sont pas
exprimés a la membrane plasmique des macrophages (198).

Comme précédemment décrit au paragraphe 1.1.7.2, les GIPLs interviennent dans |'entrée et
les modifications de la réponse immune qui en découle et cela surtout pour les amastigotes
qui entrent dans les macrophages via FcyR. En effet, le role des GIPLs chez les promastigotes
métacycliques est limité par leur masquage par le LPG a ce stade.

1.2.1.3 La Major Surface Protein : GP63

La GP63 est une métallo-protéase anciennement dénommée Major Surface Protein (MSP).
Elle est exprimée a la surface des leishmanies mais peut également étre sécrétée ou se
localiser au niveau du réticulum endoplasmique. Cette glycoprotéine est fortement exprimée
au niveau de la paroi des promastigotes (Figure 21), y compris au niveau du flagelle (200),
alors qu’elle est exprimée beaucoup plus faiblement et se localise uniqguement au niveau de la
poche flagellaire a la surface des amastigotes (Figure 21) (201).

Elle peut étre en partie sécrétée ou clivée, et ainsi libérée, d’'une part dans le milieu
extracellulaire, et d’autre part dans le cytoplasme des macrophages (164). Malgré son
masquage par le LPG au niveau de la paroi des promastigotes métacycliques, cette partie
sécrétée permet a la GP63 de participer, avec le LPG, a la protection contre la lyse par le
complément ou contre I'activité microbicide de NETs (88,164). La GP63 libre agit également
en dégradant la matrice extracellulaire, ouvrant la voie pour le rapprochement des



promastigotes et des cellules phagocytaires (164). Un modéle de L. major déficient pour la
GP63 a également permis de montrer le role de cette protéine dans la dégradation des
peptides antimicrobiens agissant dans la matrice extra cellulaire (202).

Comme décrit dans le paragraphe 1.1.7.2, elle a une importance fondamentale dans
I'attachement des promastigotes a certains récepteurs présents sur les membranes des
macrophages comme le récepteur au mannose, le récepteur au fucose ou la fraction C3 du
complément (200). Avec d’autres GP membranaires, comme la GP46 (ou PSA), elle joue un
réle dans plusieurs voies de signalisations (MAPK, JAK...) aboutissant au déclenchement d’une
réponse immune tolérogene.

1.2.1.4 Le protéophosphoglycane (PPG)

Il s’agit d’'une protéine phosphoglycosylée, qui peut étre présente au niveau de la membrane
des promastigotes et des amastigotes (Figure 21) et dont I'épaisseur et les motifs présents
dans les chaines latérales varient selon les espéeces et au cours du cycle parasitaire (203,204).
Comme pour le LPG, les GIPLs ou la GP63, le PPG peut étre sécrété par les parasites (Figure
21) (204).

Chez le vecteur, le PPG membranaire assure la protection des promastigotes procycliques
contre les enzymes digestives de I'insecte (85,203). La forme sécrétée s’inclut dans le PSG qui
entoure les parasites et peut modifier le comportement alimentaire du vecteur, en favorisant
la régurgitation lors de la piqglre, libérant ainsi les parasites dans ’h6te mammifere (85). Le
phlébotome doit alors multiplier ses repas sanguins pour ingérer suffisamment de sang, ce qui
augmente le nombre d’h6tes mammiferes contaminés (85).

Les amastigotes de L. mexicana n’expriment pas de LPG au niveau de leur paroi, mais le PPG
de L. mexicana présente une structure beaucoup plus ramifiée que le PPG des autres especes
de leishmanies, il pourrait ainsi participer a I'entrée et a la survie des amastigotes de cette
espéce dans les macrophages (204—-206). Ce PPG intervient en particulier pour la création des
vacuoles parasitophores géantes, qui sont la particularité des espéces du complexe mexicana
(205).

1.2.1.5 Les phosphatases acides sécrétées

Ces enzymes sont les protéines les plus abondamment sécrétées par les promastigotes (Figure
21) (207,208). Comme le PPG, elles sont phosphoglycosylées de facon variable au cours du
cycle et selon les especes (205,209). Chez L. donovani il s’agit de monomeéres ou d’oligomeéres
de phosphoglycoprotéines (210,211), alors que pour L. braziliensis, L. amazonensis et L.
mexicana il s’agit de filaments de phosphoglycoprotéines. Dans ces espéces la longueur des
phosphatases a plutot tendance a augmenter au cours de la métacyclogéneése, alors que pour
L. infantum elle est stable au cours du cycle (210,212).

Ces enzymes agissent en déphosphorylant différents substrats et en particulier I'inositol ou
des protéines présentes dans le tube digestif des vecteurs. Ces substrats ainsi préparés
servent ensuite de nutriments pour les promastigotes procycliques (206). Lors de l'infection
de I'héte mammifere, ces enzymes ont un réle anti-protéolytique protégeant le parasite
contre la lyse par les peptides antimicrobiens (207). Un modeéle de L. amazonensis déficient
pour ces protéines a permis de montrer qu’elles jouent un réle primordial dans la constitution
de la vacuole parasitophore (208).

Les leishmanioses et les leishmanies
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Figure 21 : Représentation schématique de la paroi des leishmanies aux 3 stades du cycle

1.2.2 Reconnaissance du LPG et des GIPLs, quel est le motif reconnu ? Exemple
de TLR2/TLR4

Méme si de nombreux auteurs s’intéressent a la reconnaissance, du LPG ou des GIPLs par les
différents récepteurs membranaires du macrophage, les données concernant le motif
reconnu au sein de ces glycoconjugués sont moins abondantes. Les TLR2 et 4 sont capables de
reconnaitre des motifs glyqués du LPG et des GIPLs et TLR4 permet, via MyD88, de produire
de I'lL-12, du TNF-a et du NO. Je me suis donc intéressée a la reconnaissance du LPG et des
GIPLs par les TLR2 et 4, pour essayer de repérer le motif particulier reconnu.

1.2.2.1TLR et LPG

Ibraim et al. ainsi que Nogueira et al. ont montré que la production de NO apres une
stimulation par du LPG purifié (de L. amazonensis, L. braziliensis et L. chagasi) était médiée
par le TLR4 et que le TLR2 n’entrainait pas de production de cet effecteur anti-leishmanie
(115,213). Cependant, dans ces modeles de macrophages péritonéaux de souris KO pour TLR2
ou TLR4, Ibraim et al. n’ont pas retrouvé de différence dans la production du NO induite apres
challenge par des parasites entiers (213) ce qui appuie une capacité de recouvrement des
mécanismes d’entrée et de modulation de la réponse immune induits par les parasites.

La reconnaissance via les TLR existe également pour les lymphocytes, et Becker et al. ont
montré l'importance de TLR2 dans la reconnaissance du LPG purifié de promastigotes
métacycliques de L. major par les lymphocytes NK, puisqu’en présence d’un anticorps
bloquant anti-TLR2, la production de TNF-a et d’IFN-y était fortement réduite. Les auteurs
n’ont cependant pas vérifié si le méme phénomene était observé apres un challenge par des

Poche
flagellaire

laz



parasites entiers, en revanche, ils ont comparé I'effet du LPG purifié a partir de promastigotes
procycliques et métacycliques.

A la différence du LPG « métacyclique », le LPG « procyclique » de L. major ne présente pas de
chaines latérales et il n’entraine pas d’induction de la production d’IFN-y et de TNF-a. Le motif
particulier du LPG reconnu par les TLR n’est pas connu et les auteurs supposent que ce sont
donc les chaines latérales qui seraient reconnues par le TRL2. Ceci peut étre vrai pour le stade
métacyclique de L. major qui présente bien ces chaines latérales branchées au niveau du
galactose des unités répétés, mais, L. donovani, dont le LPG est aussi reconnu par TLR2, ne
présente pas de chaine latérale (187). La comparaison des LPG de L. major et L. donovani
pourrait permettre de mettre en évidence le motif du LPG reconnu par TLR2. Seuls les motifs
mannose-galactose et mannose-mannose de la coiffe semblent étre communs a ces especes ;
ils sont retrouvés aussi chez L. tropica, L. aethiopica et L. infantum (190,192), et dans un
modele canin, Hosein et al. ont montré, par analyse transcriptomique multi-organes,
I'importance de TLR2 dans la reconnaissance de L. infantum (avec un effet néfaste de TLR2
dont I'expression augmente en association avec I'immunotolérance et la persistance de
I'infection). Ceci étaye I'hypothése quant a la reconnaissance d’'un motif de la coiffe par le
TLR2.

1.2.2.2TLR et GIPLs

De Assis et al. ont comparé I'importance de TLR2 et de TLR4 dans la réponse au LPG mais aussi
aux GIPLs de L. braziliensis et de L. infantum. La stimulation par ces deux glycoconjugués
entraine une production équivalente de NO, mais les GIPLs induisent une plus grande
production de TNF-a que le LPG. Ils montrent I'importance du TLR2 pour la production de NO
suite a la stimulation par le LPG, mais plutdt du TLR4 concernant les GIPLs de ces 2 espéces.
Passero et al. ont également montré qu’en comparaison avec le LPG, les GIPLs de L. (Viannia)
shawi induisent une production accrue d’IL-12 et de TNF-a, induisant donc un profil plus pro-
inflammatoire que le LPG. Cependant ils induisent également plus d’IL-10 (150), en accord
avec nos résultats retrouvant une production accrue d’IL-10 aprés traitement par les Galf. Les
GIPLs de L. braziliensis ne sont pas encore compléetement caractérisés, ce sont des GIPLs de
type 2 avec 8 a 9 résidus, mais le type de résidu et leur organisation reste a préciser (177).
Ceux de L. infantum sont connus, ils ne contiennent pas de liaison galactose-mannose mais
des liaisons mannose-mannose branchés en al-2, identiques a celles retrouvées dans la coiffe
du LPG de L. donovani ou L. major. Ce motif pourrait donc étre celui reconnu par les TLR2 et 4.

1.2.3 Un motif saccharidique d’intérét : le galactofuranose

Le galactofuranose (Galf) est un monosaccharide entrant dans la composition de nombreuses
molécules glyquées. Chez les leishmanies il est synthétisé a partir d’UDP-galactose.

Les leishmanies possédent un transporteur membranaire permettant I'entrée de nombreux
hexoses, dont le galactose, a partir du milieu extérieur (214). Le galactose internalisé va subir
une phosphorylation par la galactose-kinase, pour donner du galactose-1-phosphate, qui va
étre couplé a une uridine-diphosphate (UDP) par I'UDP-sugar-pyrophosphorylase (USD) (en
présence d’'une uridine-triphosphate (UTP) et avec libération d’un diphosphate). Un UDP-
galactose est ainsi obtenu par la réaction d’Isselbacher (Figure 22(b))(215).

Les leishmanioses et les leishmanies
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En condition de stress nutritif, en I’'absence de galactose, une autre voie de synthése d’UDP-
galactose est possible pour plusieurs espéces de Kinetoplastidae, dont les leishmanies
(215,216). C’est la réaction de Leloir (Figure 22 (a)). En effet, le galactose est un épimeére du
glucose pour le groupement hydroxyle situé en C4. L'action de I"'UDP-glucose-4-épimérase
permet d’obtenir 'UDP-galactose par épimérisation de I’'UDP-glucose.

L'UDP-galactose est ensuite converti en UDP-galactofuranose par une UDP-galactopyranose-
mutase (UGM) qui convertit le cycle de I’hexose en cycle a 5 carbones (217).

Les galactofuranosyl-transférases (GalfT) interviennent ensuite pour linsertion du
galactofuranose dans les différentes molécules glyquées de la membrane (Figure 22 (c)) (215).

Galactose

Glucose-1-phosphate
Galactokinase

UDP-sugar - UTP (GK)
pyrophosphorylase [ i W
(USP) PP Galactose-1-phosphate
yEE
UDP-glucose . sy _— uTP
Ui . pyrophosphorylase o
) P-ol ose- S = e
UDP-gluc ! (USP) PP;

epimerasc R
JDP-galactose * sall -
UDE-galactase l UDP-galactose
(a) (b)
UDP-galactose
UDP-galactopyranose mutase
(UGM)

UDP-galactofuranose

Galactofuranosyl transferases
GalfT)

Glycocalyx
(c)
Figure 22 : Biosynthése du Galactofuranose. D’aprés Oppenheimer, Damerow et Beverley
(a) Réaction de Leloir permettant d’obtenir ’'UDP-galactose en présence de glucose
(b) Réaction d’Isselbacher
(c) Utilisation de I’'UDP-Galf dans la biosynthése du glycocalyx
Fait intéressant, le Galf est absent des membranes de mammiferes, ainsi les enzymes
intervenant dans la synthese et l'incorporation du Galf sont également absentes chez les
mammiféres. Ces enzymes sont donc des cibles potentiellement intéressantes dans la
recherche de nouveaux traitements contre les leishmanioses (215). Par ailleurs I'utilisation

d’analogues du Galf a déja montré que ces motifs sont reconnus comme du non soi et ont un
potentiel immunomodulateur (131,218).
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existing drugs and possible new ones, in order to develop future therapeutic agents.

Introduction

Leishmaniasis is a protozoan parasitic disease endemic in 98
countries and is a public health concern in terms of control-
ling the transmission reservoirs, for the diagnosis and treat-
ment of the 1 to 2 million patients infected annually. The five
major endemic areas are India, Eastern Africa, Brazil, the
Mediterranean basin and the Middle East, but the disease is
present in all areas favourable to the development of its vector,
the sandfly. Leishmania promastigotes, the flagellate stage of
the parasite, develop in the sandfly gut and are transmitted
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after a bite of their mammal host. In this host, the parasite
has an obligate intracellular development as an amastigote
stage in phagocytic cells, which are the target cells. The pheno-
type of infection depends not only on the parasite species, but
also on the immune background of the host, leading to vis-
ceral, cutaneous or mucocutaneous leishmaniasis. Visceral
leishmaniasis, due to Leishmania donovani and L. infantum, is
the most severe form of the disease and is lethal without treat-
ment. To date, few molecules are available for treatment and
all these have significant drawbacks in terms of cost (liposo-
mal amphotericin B), toxicity (antimonials, miltefosine, and
liposomal amphotericin B), teratogenicity (miltefosine) or
development of resistance (antimonials, miltefosine, paramo-
mycin). Thus discovery of new drug targets is essential for
mass treatment. Here we describe the peculiar structure of the
Leishmania membrane which presents an external glycocalyx
important for its interaction with the host, and review the
mode of action of the few drugs targeting the parasite mem-
brane. We also highlight potential metabolic pathways of
specific glycolipids which could be targeted to open up new
strategies for the development of new classes of anti-leishma-
nial drugs.

Characteristics of the Leishmania cell wall

The different stages of the parasite are characterized by mor-
phological and structural changes correlated with molecular
modulations of the glycocalyx. The related glycosylated com-
pounds are generally anchored to the membrane by phospha-
tidylinositol (PI, in purple, Fig. 1 and 2) and complex
glycoconjugates were clearly identified: small glycoinositol
phospholipids (GIPL) with less than eight glycosidic units,
lipophosphoglycan (LPG) which is a polymer of phosphory-
lated saccharidic units, glycoproteins and proteophosphogly-
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cans (PPGs), proteins highly glycosylated by the same
repetitive patterns as LPG."* It is noteworthy that the compo-
sition and size of this coat will vary not only with species, but
also with the stage of development of the parasite (Fig. 3),” as
it reaches 6 nm in procyclic promastigotes and up to 12 nm
for metacyclic ones,’ and it is extremely reduced in
amastigotes.”

Lipophosphoglycan (LPG)

LPG is the major glycoconjugate in promastigotes, covering its
surface as well as its flagellum. It consists of four domains: a
1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidyl-myo-inositol lipid anchor, a hexa-
saccharide core, a repeating unit [—6)-f-o-Galp-(1—4)-c-p-
Manp-(1-0-PO;) |, which can be substituted with side chains
depending on the species, and an oligosaccharidic cap, whose
composition also varies (Fig. 4)." While the first three domains
are conserved among all Leishmania species, differences in the
lateral substitution and the cap are found to be adapted to
sandfly species.” The LPG firstly ensures attachment of the
parasite, probably through interactions with specific lectins, to
the digestive tract of the insect so it is not dragged along with
the blood meal.*® Moreover, it probably contributes to protec-
tion against the digestive enzymes of the vector. Between pro-
cyclic promastigote and metacyclic promastigote, the number
of repetitive units grows from 15 to about 30,” thus increasing
the thickness of the glycocalyx. It is likely that the resulting
conformational changes induce the variation of host-guest
interactions and so migration of metacyclic parasites to the
anterior midgut.® Further contributions involving glycosylation
were also identified to complement this activity: L. braziliensis
adds p-(1—3)-0-Glep to the LPG,'™"" L infantum removes side
chains,’”'* and L major substitutes terminal galactose resi-
dues by p-o-{(1-2)-Arap ones." Secondly, a dramatic increase
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Fig. 1 Main glycoconjugates at the surface of leishmanial promastigote cells. Abbreviations: LPG: lipophosphoglycan; fPPG: filamentous proteo-
phosphoglycans; mPPG: membrane proteophosphoglycans; sAP: secreted acid phosphatases; GPI: glycosylphosphatidylinositol; GIPL: glycoinositol
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Fig. 2 Saccharidic skeletons for leishmanial glycoconjugates.

of superficial LPG, which was also shown to be lysis-resist-
ant,"*" from procyclic to metacyclic promastigote contributes
to inoculation to the mammalian host.®

Secondly, the evolution from the procyclic to the
metacyclic stage occurs simultaneously with a dramatic

This journal is © The Royal Scciety of Chemistry 2015

increase of superficial LPG. This confers protection against
complement-mediated lysis. Once this first hurdle has been
passed, there comes the attachment phase and the inter-
nalization by macrophages. For this purpose, even if not
essential, LPG helps a silent entry into macrophages thanks to
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Fig. 3 Life-cycle of Leishmania parasites.

Fig. 4 Structure of lipophosphoglycan.

binding to opsonins, further recognized by complement
receptors.’®® Inside the resulting parasitophorous and
biocidic vacuoles,” LPG plays an important role by prevent-
ing the destruction of promastigotes and ensuring for them
an environment suitable for their differentiation into
amastigotes.’®'®2" This can be achieved through the inhi-
bition of the protein kinase PKCa,'” a protein involved in cell
signaling and destruction of intruders through the production
of reactive oxygen species (ROS).”"** As another consequence,
accumulation of the F-protein occurs,” thus inducing

Org. Biomol. Chem

protection of the parasite and preventing the assembly of
some proteins such as NADPH oxydase*® or V-type
ATPaSe.IR’ZS’ZG

As a result, LPG is an essential factor for virulence and sur-
vival of promastigotes in macrophages, more particularly for
L donovani and L. major.*” Nevertheless, since lpgl~ mutants
of L. mexicana survive well in macrophages and remain
virulent,"**”*" L mexicana has developed different infection
strategies potentially based on other related membrane
glycoconjugates.

This joumal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Glycoinositol phospholipids (GIPLs)

The GIPLs, though of low molecular weight, are present in ten
times more copies than those of LPG.*** Their glycosylphos-
phatidylinositol anchor structure, found in all eukaryotes, is
based on the pseudo-trisaccharide a-p-Manp-(1—4)-0-p-GlcNp-
(1—6)-myo-Ino linked to a glycerolipid part that ensures
anchoring into the cell membrane.*® Further glycosylation of
the Manp residue is Leishmania species dependent. There are
three main families depending on whether the oligosacchari-
dic structure is close to that of the GPI anchor proteins (type-1
GIPL, high mannose) or to the core of the LPG (type-2 GIPL
enriched in galactose in both pyranose and furanose forms,
Fig. 5) or whether the glycoside is a hybrid of the two last
ones.”® The number of copies remains constant during the
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Type-2 GIPL
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HO&

Fig. 5 Structures of type-1 and type-2 GIPLs.
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parasite life cycle,’” as these GIPLs are the major surface glyco-
conjugates in amastigotes.®**>**

As for the LPG, it was established that the GIPLs (Fig. 6) are
able to inhibit PKC through their lipid chains.** Nevertheless,
contradictory results were obtained for L. mexicana: it was
firstly shown that the enzymes involved in the biosynthesis of
the GIPLs were essential for promastigote growth,”” but in
other experiments, the corresponding KO mutants were grown
successfully, and their virulence was preserved, as shown in in
vitro or in vivo models.”® Contrasting results were obtained
with L major: a mutant devoid of LPG and GIPLs could be
grown in vitro normally but displayed limited survival ability in
macrophages as well as a lower proliferation capacity.”” Conse-
quently, the GIPLs may have variable influence on the survival
of the parasite, depending on the species and/or the stage of
the parasite.

Glycosylphosphatidylinositol (GPI) glycocoproteins

Two main glycoproteins have been studied: GP63, also called
leishmanolysin, PSP (Promastigote Surface Protein) or MSP
(Major Surface Protein), and GP46, or PSA (Promastigote
Surface Antigen). The former is a protease more present on the
surface of promastigote cell membranes than on those of
amastigote for which it is mainly found in the flagellum
pocket." High mannose-type glycans complete the structure of
the protein, with some a-p-Glep-(1—3) residues.® The role of
this metalloprotease is unclear, because of its limited accessi-
bility due to the covering by LPG components.*” Nevertheless,
it is able to disturb the extracellular matrix surrounding the
parasite, thus facilitating movement in tissues.’” It also
confers protection against complement-mediated lysis,** and
improves internalization into macrophages.®”**** As for GP63,

Metacyclic promastigote

Secreted acid phosphatase (SAP)

m Proteophosphoglycan (PPG)
&

Leishmanolysin (GP63)

Promastigote secreted gel (PSG-mainly constituted of fPPG)
GPI anchors and glycoinositol phospholipids (GIPLs)
Lipophosphoglycan (LPG)

Phosphoglycan repeating units(Galp-Manp-PO,)
Glycosphingolipids (Acquired from host)

Fig. 6 Glycoconjugate evolution according to the stage of L. donovani parasites.
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the glycoprotein GP46 is involved in the attachment of the
parasite onto macrophages and in cell invasion.* Interest-
ingly, it was shown that L. amazonensis amastigotes, trans-
fected with a specific GPI phospholipase, displayed disturbed
proliferation in vitro.**

Proteophosphoglycans (PPGs) and secreted acid phosphatases
(sAPs)

These two proteins are highly glycosylated, but unlike typical
forms of glycosylations (N-and O-glycans), they are phospho-
glycosylated and present entities connected to serine or threo-
nine residues, a pattern unknown in pluricellular
microorganisms (Fig. 7).****® Inside the insect vector, these
proteins are highly efficient in the protection against digestive
enzymes.* "

The proteophosphoglycans may exist in several forms:
membrane bound (mPPG), secreted (sPPG) or filamentous
(fPPG).***® The filamentous form plays a vital role as it is one
of the components of an abundant gel, which ensures protec-
tion of the parasites within the insect vector.*” A great variabil-
ity in the structure of PPGs of L major and I. mexicana has
been observed. L. mexicana amastigotes, devoid of LPG or sAP,
produce complex branched PPGs which contribute to the great
expansion of parasitophorous vacuoles in macrophages
observed in this species.*” On the other hand, sPPG plays a
role in signaling processes involved in the inflammatory
response by increasing INFy-stimulated NO production or con-
centrations of IL-10 or ROS species, but not INFy or I1-12.*°
Thus the pro-inflammatory role of sPPG remains quite
unclear.

The generation of mutant strains, by inducing the removal
of enzymes involved in the assembly of Manp or Galp units in

L mezicana

L. mexicana
L. major
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the repeating polysaccharide [—6}-p-p-Galp-(1—4)-a-p-Manp-
(1-0-PO; ], established that PPGs could be involved in survival
and virulence.'**® While this was observed in promastigotes,
amastigotes of the same mutants remained infectious. In
L mexicana, both promastigote and amastigote stages were
similarly affected.**° The parasite is thus able to adapt its
glycocalyx depending on the environment, to resist proteolytic
attack from its host, and to adhere to cells of interest,
i.e. epithelial cells or macrophages.

Secreted acid phosphatases (sAPs) are abundantly produced
by all species of Leishmania.***" Widely phosphoglycosylated,
they undergo changes according to the stages of the life cycle
and, like LPG, are quite polymorphic depending on the
species.*® Phosphoglycans associated with them also present
some differences in the number of repeating units (from 32
[Galp-Manp-OPO; | in L donovani to only 2-3 for L. mexi-
cana).**** The molecular nature of the caps is also species-
dependent.” sAPs are able to dephosphorylate a wide variety
of organic substrates (carbohydrates, inositols or proteins),
thereby they could contribute to the preparation of nutrients
necessary for the parasite.’® However, their role in infection
remains unclear. *>>*

Current anti-leishmanial therapies targeting the parasite
membrane

Several molecules are currently available to treat leishmaniasis,
and their indication depends on the parasite species and the
clinical form (cutaneous, mucocutaneous, and visceral leish-
maniasis). Some drugs are ancient and target diverse meta-
bolic pathways, such as antimony derivative-based drugs,
dicarboximidamide pentamidine and paromomycin. It has
been shown that the former one can either act on the para-
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Fig. 7 Examples of the structures of the glycan part of phosphoglycosylated proteins.
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site’s trypanothione reductase and DNA-topoisomerase,
induce the production of defective proteins.”” >

Dicarboximidamide pentamidine (Fig. 8) is a potent aro-
matic derivative used in anti-Leishmania therapy for its ability
to disturb mitochondrial inner membrane potential.®>®' The
two major drugs currently used to treat visceral leishmaniasis
are Amphotericin B (AmB, Fig. 8) and miltefosine; both have
an action on the parasite membrane. In particular, amphoteri-
cin B is widely used in India where resistance to antimonial
derivatives is observed, but is also the first line therapy in
France under a liposomal formulation.®” This polyenic macro-
cycle is also a second line treatment in muco-cutaneous leish-
maniasis. The action of AmB results from the ability of its
hydrophobic part to interact with the membrane sterols,
thereby forming a hydrophilic channel on the opposite face.
The pores thus created alter the permeability of the mem-
brane, and lead to the escape of substances such as potassium
ions.**** Interestingly, its biological activity is strengthened
and its toxicity is reduced through a liposomal formulation
that improves long-term activity and macrophage targeting.*®
Indeed, these particles are usually trapped from the blood-
stream by the phagocytic system, and AmB is thus directly
carried to its target, the macrophage, reducing the risk of
toxicity by 28%.°°

Miltefosine was first used in anti-tumoral treatment. The
anti-protozoal properties of this alkylphosphocholine, hexa-
decylphosphocholine (HePC, Fig. 8), were taken later into con-
sideration.®®®® It is only in the 2000s that this treatment was
approved in several countries to treat visceral leishmaniasis®’
and provided promising results for cutaneous infections, as
well as visceral leishmaniasis.*® Its main interest lies in its
ability to be administered orally, in contrast to other treat-
ments. Effects of disruption of the metabolism of lipids have
been observed, including inhibition of the synthesis of phos-
phatidylcholine (PC), accompanied by an increase in phospha-
tidylethanolamine (PE) (PC and PE being the two major
membrane phospholipids in Leishmania) and a disturbance in

This journal is @ The Royal Scciety of Chemistry 2015

View Article Online

Review

the synthesis of GPL******’® leading to changes in membrane
permeability and fluidity. Another observed mechanism is its
ability to induce apoptosis.®””" However, intestinal disorder
side effects were observed. In recent clinical phase IV trials,
3% of patients presented such symptoms for a cure rate of up
to 95%.”>7® Besides, teratogenic effects in pregnant women
limit its benefits, unless applying a contraception for at least
four months, a measure quite difficult to implement in some
populations.®***"*”* Finally, miltefosine was shown to have
the capacity to activate the immune response of the host, by
inducing cytokine production, in particular, interferon vy,
leading to a biased immune response towards Thi,*” %"
which would be a beneficial outcome for immunosuppressed
patients.”” Unfortunately, some resistance was already
observed in vitro and so became a big concern.

The search for new drugs targeting the parasite membrane:
the metabolic pathways for sugar synthesis

Over the last two decades, some research studies have been
directly inspired by the LPG, widely present at the surface of
the promastigote stage, because of its involvement in both
virulence and survival of the parasite. Two main features have
to be underlined: the repeating unit [—6)-p-o-Galp-(1—4)-0n-
Manp-(1-0-PO, "] is an unconventional sequence in eukaryote
glycoconjugates,”™” and the core hexasaccharide (Fig. 9),
which contains a rare Galf residue which is absent in all
mammals. The biosynthesis of this residue requires at least
three enzymes: (i) a UDP-galactopyranose mutase,”® which
catalyzes the conversion of UDP-Galp into UDP-Galf, (ii) a
transporter,”” and (iii) a galactofuranosyl transferase, responsi-
ble for the furanosylation of Manp, starting from a nucleotide-
sugar as a donor (Fig. 10).”” Both types of enzymes are found
not only in Leishmania but also in other microorganisms pro-
ducing galactofuranosyl-containing conjugates, such as Trypa-
nosoma, Mycobacteria, Klebsiella, and Aspergillus.*™®

The repeating unit [— 6)-p-o-Galp-(1—4)-c-p-Manp-(1-0-PO; ™|
as a potential target

The elongating a-p-mannosyl phosphate transferase (eMPT)
was found in Leishmania parasites in 1992 %' and fully charac-
terized in 2000.%” The team of Nikolaev performed the syn-
thesis of several disaccharides bearing an anomeric phosphate
group in order to probe the corresponding enzymatic activity
(Fig. 11).%**% The authors have shown that substrate reco-
gnition strongly depends on several functional parameters: the
negative charge of the phosphodiester bridge, the franomeric
configuration of the Galp entity, and the H-bonding ability of
the primary hydroxyls of both Manp and Galp residues. To
complete this approach, the same team also focused its atten-
tion on f-galactopyranosyl transferase activities.”> Once again,
synthetic substrates underlined the requirement for phospho-
diester linkages. Thanks to this study, two enzymes were
identified: an elongating f-galactopyranosyl transferase
(eGalT) and a branching p-galactopyranosyl transferase
(bGalT). Considering the original structure of this part of the
LPG and because the eMPT enzyme is exclusive to Leishmania
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Purified LPG or synthetic glycophospholipids: beyond drug
targets, other potential interests

LPG is an interesting target not only for therapeutic drug
development, but also for vaccine development. As shown
above, LPG motifs or synthetic glycophospholipids can have
immunostimulating properties, which can serve immunization
strategies. Indeed, LPG purified from L. mgjor has already
been used in vaccine trials against cutaneous leishmaniasis
in the mice model at the end of the 1980s.""” More recently,
intranasal vaccination with LPG isolated from L. amazonensis,
and without any other adjuvant, has been used to induce pro-
tective immunity in mice. A decrease in both lesion size and
parasite burden was observed. These observations could be
related to the up-regulation of Thi cytokines by LPG. It was
also shown that LPG can act as a transmission blocking
vaccine candidate, as sandflies fed on immunized animals
were less prone to parasite development after a subsequent
hite on an infected animal."® By contrast, a L. donovani LPG-
based vaccine did not provide complete protection of
animals,'” who were even subjected to exacerbated infection
by L. major.""® These studies highlighted the lack of cross-pro-
tection by LPG from different parasite species, likely due to
known structural differences. However, there are sustained
efforts to develop this LPG-based strategy, which has been
addressed in a recent review, and thus will not be developed
further here."""

Furthermore, Seeberger’'s team proposed the synthesis of
L. donovani terminal tetrasaccharides linked to a phospholipid
or to an influenza protein. The resulting glycoconjugates
were presented to the surface of virosomes. Their ability to
generate anti-Leishmania antibodies when administered to
mice was confirmed, but protection against infection has not
been evaluated."™ Such a strategy could find application in
the field of clinical or histological diagnosis, as shown in a
recent work.""® Petersen’s group has also considered this type
of oligosaccharides to demonstrate that they alone could
alter the immune response. In mice, co-administration with
L. major parasites resulted in an increase of IL-12 and a Thi
response.'"*

Besides immunological effects, bioinspired glycolipids
were also shown to act as membrane disruptors. Indeed, our
team synthesized some furanolipids structurally close to octyl
f-o-galactofuranoside (Fig. 13, R = OH). We firstly observed
a strong interaction of the octyl moiety with the membrane
of L. donovani promastigotes, using STD-NMR.""® This study
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oo R=OH, Mg, MH, or NHAG

Fig. 13 Structural backbone of furanolipids studied for their leishmani-
cidal properties.

secondly highlighted the ability of some compounds to rigidify
the cell membrane of L donovani promastigotes, leading to
extensive damage and apoptosis induction in promastigotes.
The most powerful compound, octyl f-p-galactofuranoside
(Galf-Oct), reduced promastigote growth in a similar way to
miltefosine and offered the advantage of being far less toxic
for human macrophage cells. These results were encouraging
since they thirdly showed a marked reduction of intramacro-
phagic amastigote growth, associated with an increased pro-
duction of ROS species. Interestingly, the efficacy of GalfOct
was dependent on the furanose motif since the pyranosidic
counterpart did not show any antiparasitic properties.
These promising findings pave the way to the development
of compounds mimicking LPG motifs, which could both
target metabolic pathways of parasite sugar synthesis and
stimulate cell receptors that could boost the host immune
response.

Conclusion

Despite numerous studies on leishmanial glycolipids, their
biological properties, and the enzymes required for their bio-
synthesis, there are still many questions and shadows.
Obviously there is a potential for the development of treat-
ments or vaccines, but they are conditioned by the variability
of structures between species (side chains and caps) and a
lack of standardization of immunoassays. On the other hand,
the prospects for the development of inhibitors were until
recently limited by the need to identify and study the enzymes
involved in the corresponding biosynthetic pathways. It is
however surprising that the core hexasaccharide, which con-
tains the xenobiotic galactofuranose pattern, remains under-
studied, despite the fact that this element is preserved in all
species of Leishmania. Its contribution to the properties of LPG
has therefore not been clearly elucidated, as well as the
respective roles of the lipidic part or the phosphoglycan
units. Moreover, the contribution of leishmanial glycolipids
to the survival and/or the infectivity of parasites has not yet
been clarified, but probably depends also on the parasite
species.

From a translational point of view, having oligosaccharidic
fragments of these biomolecules would afford standards
necessary for the development of more reliable diagnostic
methods. Finally, efforts have to be made to evaluate the possi-
ble therapeutic and immunomodulatory properties of leish-
manial glycoconjugates and related mimics.

Org. Biomol Chem
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1.3. Objectifs de ce travail

L'objectif de ma thése était de valider le ciblage des voies de synthése des galactofuranoses
comme cible thérapeutique anti-leishmanies. Tout d’abord, étant donnée la variabilité des
glycoconjugués de la paroi, gu’elle soit inter-espéce ou intra espéce, entre les promastigotes
et les amastigotes, il était important de confirmer la présence des différents génes impliqués
dans leur métabolisme, et leur expression au cours du temps dans les deux stades. Ensuite,
méme si notre objectif principal était d’améliorer le traitement de la leishmaniose viscérale,
nous avons voulu vérifier la présence de la cible chez d’autres espéces de leishmanies
responsables d’atteintes cutanées, afin d’envisager de futurs travaux dans ce domaine.

Par ailleurs, grace a la collaboration de notre équipe avec les chimistes de I'ENSC de Rennes,
nous avons cherché a cibler la synthése de galactofuranose de Leishmania, au moyen
d’analogues synthétiques dans I’'hypothése qu’ils pourraient entrer en compétition avec le
substrat naturel. Différentes approches in vitro (cellulaires, imagerie, biophysiques) ont été
utilisées pour caractériser |'effet antiparasitaire observé sur les promastigotes et les
amastigotes de L. donovani.

Enfin, le potentiel d'immunostimulation de ces oligosaccharides, qui peuvent étre reconnus
par les récepteurs macrophagiques, a été exploré dans un modeéle in vitro de macrophages
humains, par une approche transcriptomique a haut débit, et par une approche plus ciblée
de caractérisation phénotypique et de régulation transcriptomique de la polarisation
macrophagique.

Les leishmanioses et les leishmanies
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Partie 2 : Pertinence de la voie
de synthese des furanoses
comme cible thérapeutique

Le motif galactofuranose semble étre une cible thérapeutique d’intérét, du fait de son
absence dans les membranes cellulaires mammiféres. De plus, il est présent dans le LPG,
molécule majeure de la paroi des promastigotes, mais aussi les GIPLs, présents dans les stades
promastigotes et amastigotes. Plusieurs approches mécanistiques chimiques peuvent viser sa
voie de synthése, et nous avons tenté certaines d’entre elles. Une premiére approche est de
caractériser une ou des enzyme(s) impliquée(s) dans [I'élongation de la chaine
oligosaccharidique absente(s) chez les mammiféeres, pour mettre au point une méthode
d’inhibition spécifique de cette ou de ces enzymes. Dans un premier temps, nous avons
caractérisé l'induction des genes d’intérét (Galf-transférases, invertases) chez différentes
espéces de leishmanies. Les invertases appartiennent a la famille des GH 32, d’autres
glycosides hydrolases sont présentes chez les mammiferes, mais les invertases peuvent étre
une cible thérapeutique intéressante du fait de leur absence dans les cellules de mammiferes.

Certaines invertases, dont la mutase BfrA sont impliquées dans le métabolisme des sucres,
incluant des motifs glucidiques de la chaine oligosaccharidique du LPG, et cette derniere
enzyme a été caractérisée de facon plus approfondie dans une partie de ce travail.

D’autre part, la réaction de synthése du galactofuranose étant connue, la deuxiéme approche
repose sur le développement d’analogues de I'UDP-furanose, dans le but de créer des
analogues compétiteurs de la réaction naturelle, visant a diminuer I'efficacité des GalfT et de
I"'UGM. La pertinence de ce concept a été validée dans la littérature, montrant une activité
d’analogues UDP-galactofuranosidiques contre Mycobacterium tuberculosis (219) ou contre
des trypanosomes, autres parasites de I'ordre des Kinetoplastidae (220). Notre équipe s’est
donc intéressée, suite a une collaboration avec I'Ecole Supérieure de Chimie de Rennes
(ENSCR), a I'étude de l'efficacité d’analogues compétiteurs vis-a-vis de Leishmania sp. (221).
Un premier travail a montré un effet de plusieurs analogues de I'UDP-galactofuranose sur des
promastigotes de L. donovani. Toutefois, la synthése compliquée de ces analogues a poussé
I’équipe a explorer d’autres types d’inhibiteurs. Parmi eux, les alkyl-galactofuranosides ont
retenu notre attention, et plus précisément les octyl-galactofuranosides, qui ont fait I'objet de
divers travaux auxquels j’ai contribué.

Pertinence de la voie de synthése des furanoses comme cible thérapeutique
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2.1. Etude de l’expression des enzymes impliquées dans
l'intégration du Galf a la paroi

La présence du LPG dans la paroi des promastigotes est connue en quantité importante, mais
elle est faible voire remise en cause chez I'amastigote (222), avec également une variabilité
inter-especes. La premiere étape de ce travail a donc été de caractériser l'induction
différentielle des génes de ces enzymes chez le promastigote et chez I'amastigote de plusieurs
especes de leishmanies impliquées dans les 3 formes cliniques de la maladie, afin de valider
ces voies enzymatiques comme cibles thérapeutiques.

2.1.1 Matériels et méthodes

2.1.1.1 Souches parasitaires

Les souches de leishmanies sont issues de patients du CHU de Rennes ayant présenté une
atteinte viscérale (L. donovani MHOM/SD/97/LEM3427, Zym MON 18 ; L. infantum) ou une
atteinte cutanée (pour L. braziliensis et L. major) et typées par le Centre national de Référence
des Leishmanioses (Montpellier, France).

Culture de promastigotes

Les promastigotes issus de culture sur milieu NNN ont été amplifiés et maintenus par
repiquage successifs en cultures a 27°C, en milieu liquide de Schneider (Gibco®) additionné de
10% de SVF (Lonza®) et de 1% de Pénicilline (10 000 Ul/ml) et streptomycine (10 000 pg/ml)
(GIBCO®). Apres repiquage les promastigotes se multiplient de fagon exponentielle pendant 3
a 5 jours et atteignent la phase stationnaire de croissance aprés 5 jours.

Culture d’amastigotes

Deux types de macrophages ont été utilisés pour cultiver les amastigotes in vitro:
macrophages de la lignée THP-1 et macrophages primaires humains. Les cellules THP1 (lignée
de leucémie aiglie monocytaire, ECACC 88081201 Sigma®) ont été mises en culture en plaques
6 puits, a hauteur de 10° par puits, en milieu RPMI (GIBCO® RPMI medium 1640 +
GlutaMAX™, Life technologies) additionné de 10% de SVF (Lonza®) et de 1% de Pénicilline
(10 000 UI/ml) et streptomycine (10 000 pg/ml) (GIBCO®). Aprés incubation une nuit a 37°C
sous 5% de CO2, elles ont été différenciées en macrophages en présence de phorbol myristate
acetate (PMA) a 2uM pendant 18h.

Les macrophages humains ont été préparés a partir des PBMC issues de Buffy coat réalisés a
partir de poche de sang de I'Etablissement Francais du Sang (EFS)

Les monocytes ont été récoltés selon la méthode décrite par Van Grevenynghe (223).

Le milieu de différenciation: RPMI « complet » est additionné de GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor) (MACS® Miltenyi Biotec) a 400 Ul/ml ou de M-CSF
(Macrophage Colony Stimulating Factor) (MACS® Miltenyi Biotec) a la concentration finale de
50 ng/ml par puits. Les cultures sont ensuite mises a 37°C sous 5% de CO2 pendant 6 jours



avec un changement de milieu pour du milieu neuf (RPMI « complet » additionné de GM-CSF
ou de M-CSF a la méme concentration) a J3.

Ces 2 types de macrophages ont été infectés a hauteur de 10 parasites par cellule pendant
une nuit, par des promastigotes de chaque souche en phase stationnaire (> a J5 de culture).
Les macrophages infectés ont ensuite été lavés a 3 reprises pour éliminer les promastigotes
résiduels, pour obtenir un modele cellulaire d’amastigotes intramacrophagiques permettant
de tester I'efficacité d’inhibiteurs.

2.1.1.2 Expression d’ARNm des galactofuranosyltransférases

A partir de I'étude des génomes de L. major, L. donovani et L. braziliensis plusieurs invertases
ont pu étre identifiées grace a la base de données CAZy (www.cazy.org). Parmi ces enzymes, 4
GalfT (LPG1, LPG1r, LPG1l et LPG1g) et une mutase (BFrA) plus précisément impliquées dans la
synthése du LPG, ont pu étre étudiées. Des couples d’amorces ont été mis au point avec le
logiciel CLC Workbench® (Qiagen) pour rechercher ces enzymes chez L. major, L. braziliensis et
L. donovani. Leur expression relative a été comparée a celle de I'actine comme géne de
référence pour ces 3 espéces.

Des cultures de promastigotes de L. major, L. donovani et L. braziliensis ont été utilisées, a
différents temps d’incubation pour étudier la cinétique d’expression des enzymes au cours du
temps: 10’ promastigotes de chaque espéce ont été collectés a J1, J3, J5 et J7. Des
amastigotes intramacrophagiques (THP1) de ces mémes espéces ont été cultivés en plaque 6
puits (10° macrophages par puits), les cultures ont été lysées a J2, J5 et J7.

Ces amastigotes et promastigotes ont été lysés pour réaliser une extraction des ARN totaux a
I'aide du kit Qiagen™ RNeasy mini kit®, pour obtenir un éluat de 30ul. Puis, 10uL de chaque
éluat d’ARN ont été soumis a une transcription inverse a I'aide du kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems™) pour obtenir de 'ADN complémentaire
(ADNCc).

Des PCR quantitatives ont été réalisées sur ces échantillons d’ADNc pour prouver la présence
et évaluer I'expression des enzymes aux différents temps de culture et pour les différentes
formes et espéces parasitaires. Les amorces utilisées sont listées dans I’Annexe 1 : Liste des
amorces utilisées pour amplifier les 5 enzymes impliquées dans I'intégration du Galf au LPG et
I'actine comme gene de référence.

L'amplification a été réalisée dans un volume final de 10 pyL contenant 2 uL d’ADNc, 8 plL de
SYBR® green (Applied biosystems™) PCR master mix et 3 uM de chaque amorce. L'automate
de PCR utilisé était le 7900 HT fast real time PCR system® (Applied Biosystem™) avec un
programme de température commencgant par une étape de dénaturation, 2 minutes a 50°C et
10 min a 95°C puis 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C, suivie d’une courbe de
fusion permettant de vérifier la spécificité de la réaction de PCR.

Chaque condition a été réalisée 4 fois pour les amastigotes et 10 fois pour les promastigotes
au cours de 2 expériences indépendantes. L'amplification a été réalisée en duplicat pour
chaque échantillon. En présence de I'enzyme, une quantification relative comparée a
I’expression de I'actine a été calculée comme précédemment décrit (224). Les statistiques ont
été calculées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 5. 02®. Les données sont représentées en
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moyenne * écart types et comparées par un test de Mann Whitney (les valeurs de p < 0,05 ont
été considérées comme significatives).

2.1.1.3 Caractérisation de la mutase : BfrA

Cette partie de I'étude a été réalisée a I'Université d’Orléans, CNRS, UMR 7311 au sein de
I'Institut de Chimie Organique et Analytique d’Orléans (ICOA) par Thibault Rattier et Pierre
Lafite sous la supervision du Professeur Richard Daniellou.

BfrA a pu étre exprimée grace au plasmide pET-28a (Novagen) dans un systéme Escherichia
coli et grace au plasmide pLEXSY-hyg2 (Jenabioscience) dans un systéme Leishmania
tarentolae. Les protéines tagguées avec une histidine N-terminal ainsi obtenues ont été
purifiées sur colonnes HisPur Ni-NTA (Thermo) et éluées sur un gradient d’imidazole.

L’activité hydrolytique a été évaluée pour des sucres liés au paranitrophénol (pNT) et pour les
oligosaccharides en utilisant le test a I'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS).

D’une part, des solutions de substrats (sucre-pNT) a 1 mM avec 100 mM d’enzyme BfrA ont
été mises a 37°C pendant 2h, puis la quantité de pNT libre a été évaluée par I'absorbance a
405 nm de cette molécule. D’autre part, des substrats oligosaccharidiques ont été mis en
présence de I'enzyme a une concentration variant entre 10 et 100 nM pendant 20 min et les
guantités d’oligosaccharides hydrolysés ont été évaluées par la réduction du DNS en acide 3-
amino-5-nitrosalicylique par lecture de la DO a 540 nm. Ll’influence du pH et de la
température sur l'activité enzymatique de BfrA a été évaluée sur le sucrose, pour un gradient
de pH de 4 a 10 et de température allant de 20 a 80°C.

Enfin, la séquence d’acides aminés composant BfrA a été soumise sur ModWeb server grace
au logiciel MODELLER® (225) avec comme base la structure au rayon X de la B-
fructofuranosidase (code 3Pl)) de Bifidobacterium longum pour modéliser BfrA et le logiciel
NAMD (226) a permis de simuler les probables interactions protéines-ligands avec le site actif
de I'enzyme. La prédiction des sites potentiels de N ou de O-glycosylation a également été
obtenu en soumettant le modeéle aux serveurs GlycoEP, NetNGlyc et NetOGlyc (227,228).



2.1.2 Résumé des résultats et discussion

Toutes les enzymes étudiées sont exprimées chez I'amastigote et chez le promastigote des 3
especes étudiées. Ces 3 especes sont particulierement intéressantes, car L. major est
impliquée dans des atteintes cutanées, L. braziliensis dans des atteintes cutanées ou cutanéo-
muqueuses et enfin L. donovani dans la leishmaniose viscérale. Le panel de glycoconjugués de
ces espéeces est également intéressant car les GIPLs de L. major présentent du Galf alors que
ceux de L. donovani en sont dépourvus (Figure 20), et les LPG de L. major et L. braziliensis sont
branchés chez le promastigote métacyclique mais pas chez le promastigote procyclique alors
gue celui de L. donovani ne présente jamais de chaines latérales (Tableau 3).

Chez le promastigote, pour toutes les enzymes et toutes les espéces, on observe une
augmentation significative au cours du temps de I'expression des enzymes impliquées dans le
métabolisme du galactofuranose (Figure 22 A). Les promastigotes de L. braziliensis présentent
une augmentation allant de 2 fois pour LPG1, LPG1 L et BfrA jusqu’a 6 fois pour LPG1R a J7
(p=0.022 pour chaque enzyme entre J1 et J7), avec une cinétique d’augmentation croissante
entre J1 et J7. Ceci s’explique par I'augmentation globale du métabolisme des parasites au
cours de la phase exponentielle de croissance qui sont au stade de promastigotes procycliques
et passent en phase stationnaire au stade métacyclique a partir de J5 environ. LPG1R est
significativement plus élevée a J7 chez L. braziliensis et L. major mais pas chez L. donovani,
cette enzyme pourrait donc étre impliquée dans la biosynthése des chaines latérales du LPG,
qui ne sont présentes que chez les promastigotes métacycliques de L. major et L. braziliensis.

De fagon intéressante, chez I'amastigote, les enzymes sont exprimées a un niveau similaire
aux promastigotes, pour les 3 espéces, ce qui montre que I'approche d’inhibition est valide
dans des perspectives thérapeutiques, s’intéressant donc aux amastigotes. Méme si la paroi
de I'amastigote contient peu de LPG, elle contient des GIPLs en grande quantité (50-60%).
Malgré I'absence d’implication des galactofuranosyl-transférases LPG1L et R dans le
métabolisme des GIPLs (186) ces enzymes sont bien exprimées aux différents temps étudiés,
avec une augmentation au cours du temps significative pour L. braziliensis et L. donovani,
concernant surtout LPG1R. De plus, on note que LPG1 et BrFA sont significativement induites,
du moins chez L. major et L. donovani (x2).

Pertinence de la voie de synthése des furanoses comme cible thérapeutique

~
w



74

mRNA relative induction

Leishmania braziliensis

Leishmania braziliensis

12+
121 c 10 *
510+
104 §
8- * 2 8
(9]
> -
6 . 5 °
44 N —T —— ,—.i|—| ::4- —
" Ll B4 o] 1 af
Lol anlll ol anfll ©land of), Al mim
PPPL PPPL PPPL SPPY PePed g ¢ g9 e e
Leishmania donovani Leishmania donovani
4- *x 41
| Hkk *
: — —
34T 33-
3 % ° *
2 —T £ L — **
O_.) a>) *
= 24 2 21 —
3 I *
) o ns [
< <<
X 2
€ 1S |1|

BRI 5"53" 5"5’55"5’\ PPPEL P9

Leishmania major

Hkk

40-

§

S 20

2

5 10+

Z T

& 64 . [T *
2 l—l | — [ e—
<

=

/4

£

z_rﬂﬂﬂ I‘Iﬁ ﬂ mmﬂ mﬁﬂ il

mRNA relative induction

FPL FP g9 g9 g9

Leishmania major

mﬂﬂ m%m ﬁﬂﬁ ﬁﬁﬁ ﬁﬂﬁ

NIRERCR S‘s"-’»"S\ NIRERCRS S‘s’bs"’S‘ P9

[ LPG1 3 LPG1LCC3 LPG1GC3 LPG1R 3 BfrA

A : promastigotes

§‘1o }6 {\ {» }9) 5’\ 5‘1« ] ’\ s‘b S’o {\ s‘b s‘o A

[ LPG1 [ LPGTL OO LPG1G [ LPGIR [ BfrA

B : amastigotes

Figure 23 : Expression relative des galactofuranosyltransférases et de la mutase BfrA chez les promastigotes A
et chez les amastigotes B de L. braziliensis, L. donovani et L. major.
Graphiques représentant les expressions relatives obtenues lors de 2 expériences avec 5 échantillons de
promastigotes et 2 échantillons d’amastigotes par expérience. * : p <0,05; ** : p <0,01 ; *** . p < 0,001
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Alors que LPG1, LPG1R et LPG1L sont connues pour exister en une seule copie dans le génome
de Leishmania major, LPG1G est présente en 3 copies (186), ce qui rend difficile la production
de mutants Knock Out (KO) pour LPG1G. Zhang et al ont produit des mutants KO pour les 3
autres GalfT et ont ainsi pu montrer que LPG1L et LPG1R n’étaient pas indispensables a la
production du LPG, de GP63 ou des GIPLs, mais surtout qu’elles n’étaient pas nécessaires pour
I'infectivité et la virulence de L. major. Les mutants LPG1 KO sont les plus étudiés, leur paroi
présente un LPG tronqué au niveau du cceur hexasaccharidique, avant le Galf, prouvant
I'implication de cette GalfT dans la synthese du LPG et des GIPLs contenant le Galf (comme les
GIPLs de L. major mais pas ceux de L. donovani), mais leur PPG est intacte. Cependant ces
mutants restent infectieux, méme si leur virulence est diminuée (229), du fait de leur
sensibilité a la lyse par le complément (197,230).

En dehors de cette GalfT, d’autres enzymes impliquées dans la biosynthése du LPG ou des
autres glycoconjugués de la paroi ont été ciblées pour produire des mutants dépourvus de
LPG, ou de PPG en particulier. Aucun mutant dépourvu de GIPLs ne s’est avéré viable (231).
Les mutants LPG2-/- et LPG5-/- sont déficients pour un transporteur du GDP-mannose ou de
I"UDP-galactose respectivement. lls produisent donc un LPG tronqué aprés le coeur
hexasaccharidique et des GIPLs intacts (quelle que soit I'espece). Ces mutants ont donc un
LPG contenant du Galf mais n’ont pas de phosphoglycane et donc pas de chaine répétée au
niveau du LPG (Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques de trois mutants déficients pour le LPG

Impacts sur les Impact sur I'infection
Enzyme glycoconjugués
&
mutee LPG PPG GIPLs Virulence Réponse immune
Oui
1 ST , - teel, LD (197) NINTE)
- ajoutant le tronqué  oui hybride et LMa N(232) < |4
Galf type 2 sans LMe N(233)
Galf
LMa (232) :
lpG2  2OF , : D NN (239) NIL-12, IFN-y, IL-2
mannose tronqué  non oui LMa NNIN(232)
-/- AIL-4, 1L-10
transporteur LMe N (233) ,
=>réponse humorale
Lpgs PP , . LMa \J(232) B (CEPF
/- galactose tronqué non oui LMe \y <> IL-12 et IFN-y
transporteur N IL-4 et IL-10

LPG : Lipophosphooglycane ; PPG : Protéophosphoglycane ; GIPLs : Phospholipides de glycoinositol ;
LD : L. donovani ; LMa : L. major, LMe : L. mexicana

Pertinence de la voie de synthése des furanoses comme cible thérapeutique

~
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Les mutants déficients pour LPG1 ne perdant que le LPG, vont avoir un panel quasiment
normal de glycoconjugués au niveau de la paroi des amastigotes. Favila et al ont montré dans
un modeéle de L. major LPG1-/-, que méme si leur entrée est ralentie et silencieuse, ces
parasites vont ensuite étre responsables de lésions identiques a celles produites par des
parasites sauvages. L'absence du LPG, va en plus limiter le recrutement des cytokines pro-
inflammatoires telle que I'IL-12 (Tableau 4) (232). Cette étude est particulierement
intéressante, car les mutants LPG1-/- de cette espéces ont des GIPLs tronqués et gardent
guand méme leur capacité infectieuse pour la forme amastigote, comme cela était déja connu
pour L. donovani dont les GIPLs ne contiennent pas de Galf et ne sont donc pas modifiés pour
les mutants LPG1-/- (197). Les amastigotes des mutants LPG2-/- et LPG5-/- ayant un déficit en
PPG en plus d’un LPG tronqué, devraient subir un impact plus important que le déficit en
LPG1. Néanmoins, Liu et al. ont montré que les amastigotes de L. major LPG2-/- avaient des
capacités d’invasion limitées, mais pouvaient persister indéfiniment en raison d’'une réponse
humorale inadaptée pour I'élimination des parasites (235), et que le mutant L. major LPG5-/-
présentait une virulence similaire au mutant LPG1-/-. La variabilité inter-espéce des
glycoconjugués de Leishmania impacte de ce fait les propriétés des mutants déficients
(Tableau 4). Quoi qu’il en soit, il est clair que les modifications de surface des parasites,
induites par les mutations, conduisent a une modification de I'interaction héte-parasite, qui
peut aller dans le sens d’une exacerbation de la réponse cellulaire, ou au contraire d’'une
majoration de I'effet tolérogene du LPG.

Il n’était pas illogique, dans ce contexte, de nous intéresser a |'effet immunomodulateur de
composés furanosidiques de synthése, ce qui a été réalisé dans la suite de ce travail.

Mais dans un premier temps, nous avons voulu tester I’hypothése qu’en apportant des
furanosides exogenes modifiés, il était possible d’interférer dans la biosynthése des différents
glycoconjugués de la paroi a visée anti-parasitaire.
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The parasitic life cycle of Leishmania includes an extracellular promastigote stage that occurs in the gut
of the insect vector. During that period, the sucrose metabolism and more specifically the first glycosi-
dase of this pathway are essential for growth and survival of the parasite, We investigated the expression
of the invertase BfrA in the promastigote and amastigote stages of three parasite species representative
of the three various clinical forms and of various geographical areas, namely Leishmania major, L. donovani
and L braziliensis. Thereafter, we cloned, overexpressed and biochemically characterized this invertase

ﬁf::;f;: BfrA from L. major, heterologously expressed in both Escherichia coli and L. tarentolae. For all species, ex-
Sticrase pression levels of BftA mRNA were correlated to the time of the culture and the parasitic stage
Leishmania (promastigotes > amastigotes ). BfrA exhibited no activity when expressed as a glycoprotein in L tarentolae

but proved to be an invertase when not glycosylated, yet owing low sequence homology with other in-
vertases from the same family. Our data suggest that BfrA is an original invertase that is located inside
the parasite. It is expressed in both parasitic stages, though to a higher extent in promastigotes. This work
provides new insight into the parasite sucrose metabolism.

Clycosylation
Leishmaniasis

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Leishmaniasis belongs to the group of neglected tropical dis-
eases, as defined by the World Health Organization (WHO), which
includes diseases that are endemic in developing countries.! The
main foci of leishmaniasis are India, Africa, South America, Medi-
terranean basin and Middle East.*>® The microorganism responsible
for this widespread zoonosis is a kinetoplastid protozoan parasite
of the Leishmania genus, transmitted through inoculation by female
sandflies. About twenty Leishmania species can infect humans, and
are not only responsible for various clinical forms (cutaneous leish-
maniasis, mucocutaneous leishmaniasis or visceral leishmaniasis)
and outcomes, depending mainly on the Leishimania species, but also
on the immune background of the patient. Whereas cutaneous leish-

* Corresponding author. Univ. Orléans, CNRS, ICOA, UMR 7311, F-45067 Orléans,
France. Tel.; +33238494978; fax: +33238417281.
E-mail address: richard.daniellou@univ-orieans.fr (R. Daniellou}).
'These authors participated equally to the work.

http://dx.doi.org{10.1016(j.carres.2015.07.001
0008-6215/@ 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

maniasis is usually a self-healing disease, mucocutaneous
leishmaniasis is a more severe non-healing disease, and visceral leish-
maniasis is usually fatal in the absence of treatment.*

The stages of the parasite life cycle are correlated to the infec-
tion stages in the hosts.” " In the vector salivary glands, the parasites
are found as extracellular promastigotes. After inoculation by the
insect bite, parasites are phagocytosed by mammalian macrophages
and differentiate to their amastigote intracellular stage. The adap-
tation of Leishmania to two different environments is thus highly
critical for its survival and growth. In sandflies, the parasite load
was shown to be correlated with the feeding with plants contain-
ing high levels of sucrose,*"!" which indicates a critical role for the
enzymes involved in sucrose transport and metabolism for Leish-
mania survival and growth in insect gut. Several pathways have been
described for sucrose metabolism,'” involving either an
extracellular'*'* or an intracellular'® invertase. Recently, a report from
Lyda et al.'® identified and characterized a secreted invertase from
the leishmania species donovani and mexicana, highlighting the po-
tentiality of these enzymes as a therapeutic target to disrupt the
parasite metabolism.
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Fig. 1. Sucrose and sucrose-containing substrates tested in this study. The glucoside and fructoside moieties of sucrose are indicated, and the hydrolysis site is shown by

dan arrow.

Invertases (EC 3.2.1.26), or B-fructofuranosidases, are glyco-
sides hydrolases (GHs) that catalyze the hydrolysis of sucrose into
fructose and glucose (Fig. 1) by the recognition of §-p-fructose in
the enzyme active site. Invertases belong to the CAZy family GH32
that contains invertases, fructan hydrolases, fructosyltransferases
and sucrose-6-phosphate hydrolases.!” Several X-ray structures of
GH32 family from different organisms have been reported in the
literature, including bacteria,'**' fungi,”*** yeast**“® and plants.”**
Five putative genes encoding invertases have been identified in Leish-
mania genomes,”**® but only one protein was cloned and
enzymatically characterized as an extracellular invertase.'® Unlike
Leishmania, no invertase is present in human genome, but another
GH is responsible for sucrose hydrolysis, i.e. sucrase or o-D-
glucosidase, which interacts with the o-p-glucosyl moiety of sucrose
(Fig. 1).

The importance of Leishmania invertases in the survival
and growth of the parasite in the insect vector, as well as their
absence in humans, make them potential target for the
design of anti-Leishmania active compounds.'® Analyzing their
enzymatic behavior, as well as their expression level during the
parasite life cycle, is thus necessary to better understand their bi-
ological role. Herein, we describe the cloning, purification and
biochemical characterization of the first intracellular Leishmania
invertase, named BfrA. Noteworthy, this particular enzyme is only
highly expressed in the promastigote stage of the parasite, thus is
probably essential for the parasite sucrose metabolism in the insect
vector.

2. Materials and methods
2.1. Sequence analysis and primers design

L. major, L. infantum, L. donovani, L. mexicana, and L. braziliensis
genomes were retrieved from GeneBank database, BlastP™ was used
to identify invertases in these genomes, using CAZy database
(www.cazy.org).*® GH32 protein sequences were retrieved from
UniProt database. Clustal Omega EMBL server was used for multi-
ple alignments,*"*? and Phylogeny server was used for phylogenetic
tree generation.* Specific primers were designed for RT-qPCR using
CLC Workbench® software (Qiagen).

2.2. Promastigote parasite cultures

Leishmania strains were isolated from human patients present-
ing with visceral leishmaniasis (L. donovani) or cutaneous
leishmaniasis (L. major and L. braziliensis). Parasites were grown on
NNN medium, then identified and typed by the Centre National de
Référence des Leishmanioses (Montpellier, France). Leishmania
promastigotes were amplified and maintained by serial passages in
Schneider’s drosophila medium (Sigma®) supplemented with 10%
decomplemented fetal calf serum (InVitrogen®) at 27 °C. To study
the kinetics of bfrA expression in promastigotes, samples of cul-
tures were taken at days 1, 3,5 and 7.

2.3. Human blood monocytes derived macrophages

Human blood monocytes-derived macrophages were obtained
by purifying monocytes from peripheral blood mononuclear cells
obtained from buffy coats (supplied by Etablissement Frangais du
Sang, Rennes, France). M-CSF-mediated differentiation of mono-
cytes was conducted for 6 days in 6-well culture plates to obtain
10° primary human macrophages per well. Differentiation and
culture was performed in RPMI-1640 medium (Gibco®) supple-
mented with 10% decomplemented fetal calf serum and antibiotics
(100 Ul/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin), as previously
described.*

2.4. Leishmania amastigotes

Leishmania promastigotes grown at stationary phase (>5 days of
culture) were used to infect human macrophages overnight (doi
10:1). After 3 washes, infected macrophages were cultured for
another 2, 5 or 7 days, then supernatant was discarded and cells
were lyzed for mRNA extraction. All time points were performed
in quadruplicates for each parasite species and the whole experi-
ment was repeated at least twice.

2.5. Quantification of bfrA mRNA induction

Promastigotes were counted and 107 promastigotes of each strain
was lyzed for RNA extraction at each time point. All time points were
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performed in quadruplicates for each parasite species. Kinetics was
repeated at least twice for each species. Total RNA were extracted
with Qiagen RNeasy mini kit® and eluted in 30 uL. Then, 2 pg of each
RNA sample was reverse-transcribed using High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems™). Primers were de-
signed to amplify bfrA and actin in 3 species of Leishmania. For bfrA
amplification from L. major and L.donovani, forward and
reverse primers were 5 -GCTATAATGAGGCGACAGGG-3'
and 5'-AAGGATCTGAGCATCGCTGT-3’, respectively. Forward
and reverse primers used for L. braziliensis bfrA were 5’-
TICTCTTCACCACGCAGGAC-3" and 5 -CCTGGTGATTTCCGATCGTA-
3', respectively. Actin expression was quantified using the following
primers: forward 5-CGATAAAGCCGAAGGTGGTT-3’ and reverse
5"-CCAGACTCGTCGTACTCGCT-3" for L. donovani and L. major,
and forward 5-ATCAAACCAAAGCGTGGTTGC-3’, reverse 5'-
CCAGACTCGTCGTACTCGCT-3’ for L. braziliensis. Amplification was
performed in a final volume of 10 pL containing 2 pL cDNA, 8 pL
SYBR® green PCR master mix {Applied Biosystems™) and 3 pM of
each primer. PCR reaction was performed on a 7900 HT fast real time
PCR system® (Applied Biosystems™) and consisted of 2 min at 50 °C,
then 95 °C for 10 min and 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for
1 min. Melting curves were added at the end of each run to check
amplification specificity. Each sample was amplified in duplicate.
bfrA induction was calculated by comparison to actin expression,
as previously described.*” Statistical analysis was performed using
Mann-Withney test and GraphPad Prism 5% software.

2.6. Cloning, expression and purification of BfrA protein in E. coli

bfrA gene (locus LmjF.23.0880 in chromosome 23) was ampli-
fied by PCR from L. major genomic DNA using the following
primers: 5'-TTGGATCCAGCTCTCAAGCGCAGCA-3" (forward) and 5"-
TTAAGCTTTCAGTGCCTCACCGTCGC-3’ (reverse). BamHI and HindlllI
restriction sites (underlined) were respectively added up- and down-
stream of the gene for subsequent cloning in pET-28a(+) expression
vector ( Novagen). Rosetta (DE3) E. coli cells were used for N-terminal
His-tagged protein expression. Cells were grown in LB medium at
37 °C until OD600 reached 0.5, and then were induced by 0.5 mM
IPTG at 25 °C overnight. Cells were harvested and resuspended in
50 mM Tris buffer (pH 8.5) containing 100 mM of NaCl, lyzed by five
freeze-thaw cycles. Lysate was clarified by centrifugation (20,000 g,
30 min). Supernatant was filtered (0.45 pm), loaded on a HisPur Ni-
NTA column (Thermo), then bound protein was eluted by an
imidazole gradient (10-500 mM).

2.7. Cloning, expression and purification of BfrA in Leishmania
tarentolae

bfrA gene was initially amplified from genomic DNA by PCR using
the following primers: 5-TTICTAGACTCTTCTCAAGCGCAGCAGCGCG-
3’ (forward) and 5-GTGCCTCACCGTCGCCTTCAGCTTCCACATT-3'
(reverse). This initial PCR enabled the upstream addition of a Xbal
restriction site (underlined), and the silent removal of a Kpnl re-
striction site located near the 5 end of the gene. Then a second
PCR was run using the same forward primer and the following
reverse primer that added a Kpnl restriction site (underlined) down-
stream of the gene: TGGTACCGTGCCTCACCCTCGCCTT. Amplicon was
then inserted in pLEXSY-hyg2 plasmid (Jena Bioscience) using added
restriction sites and the insert sequence was checked by sequenc-
ing. This construct was designed so that the corresponding
recombinant protein was N-terminally fused with a secretion signal
peptide, and C-terminally fused with a polyhistidine tag. The re-
sulting pLEXSY-hyg2-bfrA plasmid was then used to transfect
L. tarentolae P10 cells (Jena Bioscience),” following the manufac-
turer protocol. Briefly, cells were grown in BHI medium and
concentrated to 2 x 10 cells/mL. Then, electroporation was run by

two pulses at 25 mF, 3.75 V/cm, with a resting time of 10s
between each pulse. Then, after an overnight culture in non-
selective BHI medium, selective antibiotic (hygromycin-100 pg/
mL) was added and transfected P10 were selected in liquid
culture. After 2 transfers in selective medium, genomic integra-
tion of the expression cassette into the ssu locus was confirmed
by diagnostic PCR following the manufacturer protocol. The
corresponding BfrAis, recombinant protein was then produced
by cultivating transfected P10 in selective medium. After 24 h
culture, cells were harvested, and the medium was filtrated and
loaded on a HisPur Ni-NTA column. Elution and purification of
BfrA.s, protein was carried out as described for E. coli recombi-
nant BfrA protein.

2.8. Enzymatic assays

Initial screening of hydrolytic activity of BfrA was assayed
using sugars linked to paranitrophenol (pNP) as substrates.”” En-
zymatic reaction was carried out at 37 °C for 2 hours in a
mixture containing 100 nM BfrA and 1 mM substrate, buffered with
phosphate (10 mM, pH 7.5). Reaction was stopped using Na,COs
(0.5M), and free pNP was detected at 405 nm. For enzymatic re-
actions using oligosaccharides as substrates, the amount of reduced
sugars formed was detected using 3,5-dinitrosalicylic acid assay.*
Briefly, after reaction of the enzyme (10-100 nM) with the sub-
strate (20 min), DNS reagent was added (DNS 0.5% m/v, NaOH 0.8%
m/v, tartrate 15% m/v final concentrations) and the solution was
boiled for 10 min. After cooling, reduced DNS was quantified at
540 nm. Calibration curves were obtained using standard solu-
tions of glucose:fructose 1:1 (0.1-1 mM). pH and temperature
dependence of BfrA activity were assayed with sucrose as sub-
strate and using respectively citrate-phosphate buffer ranging from
pH 4 to 10 and temperature from 20 to 80 °C as experimental con-
ditions. As incubation time for temperature studies is critical, it
was set to 20 minutes. For all other enzymatic assays, tempera-
ture was set to 37 °C and pH to 6. Kinetic data from three
independent experiments were analyzed and plotted using Prism
5 software® (GraphPad).

2.9. Molecular modeling

The amino acid sequence of BfrA was submitted to the
ModWed server (https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgif
modweb.cgi) using MODELLER® software.* Template used for
homology modeling was the X-ray structure reported for
Bifidobacterium longum B-fructofuranosidase® (PDB code 3PIJ). NAMD
software® was used to perform all molecular dynamics (MD) simu-
lations. Oligosaccharide ligands were created using GLYCAMOG®'
and Glycam Web server (http://www.glycam.com). BfrA model was
initially immersed in a periodic water box (TIP3) and neutralized
by adding Na* ions. This model was equilibrated with several cycles
of minimizations (steepest descent, 10,000 steps) and MD simula-
tions (50-200 K, 500 ps). Final minimization (steepest descent, 10,000
steps) was then run to obtain the final model of free enzyme.
Dynamic docking of substrate into BfrA active site was performed
as previously reported for other proteins-ligand complexes
models.””"* Ligands were placed in BfrA model active site using
fructose orientation in 3PI] X-ray structure. The complex was then
equilibrated by keeping protein backbone restrained on the model
conformation. Finally, a MD simulation (200 K, 1 ns) was run and
individual snapshots were randomly extracted and minimized to
obtain final complex models. N- and O-glycosylation site predic-
tions were performed using GlycoEP,>* NetNGlyc, and NetOGlyc
servers.®
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3. Results and discussion
3.1. Sequence alignment of Leishmania invertases

In order to identify the homologies between Leishmania puta-
tive invertases and other GH32 enzymes, a sequence alignment was
performed. The peptidic sequences of all characterized GH32
enzymes in CaZY database were retrieved and aligned together with
the sequences of GH32 enzymes found in L major, L. infantum,
L. mexicana, L. donovani, and L. braziliensis. Six genes coding for GH32
enzymes were identified in several chromosomes: two on chro-
mosome 4, two on chromosome 23, one on chromosome 27, and
one either on chromosome 35 (L. major, L infantum, L donovani) or
on chromosome 34 (L. mexicana, L. braziliensis). The correspond-
ing enzymes are relatively close between Leishmania species (above
60% identity—except for L. mexicana proteins that exhibit lower iden-
tity percentage). These six proteins can be classified in two groups.
The first group gathers genes located on chromosomes 23 and 27,
coding for proteins that are above 45% identity, whereas the second
group gathers genes from chromosome 4 and 35 (or 34) exhibit-
ing identity percentage for the corresponding proteins above 35%.
Between the two groups, the identity percentage falls to less than
18%.

To identify the sequence relationships for these six proteins, a
phylogenetic tree was calculated from the multiple sequence align-
ment with the GH32 enzymes. For more clarity, a simplified version
of the tree is represented in Fig. 2. This tree indicates that the
enzymes from the first group (corresponding genes on chromo-
somes 23 and 27) are close to sucrose-6-phosphate hydrolases
whereas the second group of Leishmania GH32 enzymes (genes on
chromosomes 4 and 35) is closely related to plant invertases.'®

Chromosome 4

In the first group, the close proximity (between 20% and 40% se-
quence identity) of three GH32 Leishmania enzymes with
sucrose-6-phosphate hydrolases is striking, as no evidence of car-
bohydrate metabolism involving sucrose-6-phosphate was ever
described for Leishmania or trypanosomatids. In bacteria, the
phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system
has been widely studied since its discovery in 1964,”” and several
sucrose-6-phosphate hydrolases have been characterized, all of them
found in bacteria.”® * Thus, the sequential proximity between Leish-
mania invertases from group 1 and sucrose-6-phosphate hydrolases
raises the question of their potential involvement in sucrose
metabolism.

The localization of catalytic residues of GH32 enzymes has been
well documented.”” Table 1 presents the nature of the amino acids
found in conserved catalytic motifs of group 1 Leishmania inverta-
ses. Three carboxylic acids are necessary in the catalysis by GH32:
the canonical nucleophile and acid/base, which are found in all GHs.**
A third carboxylic residue was found to be involved for the catal-
ysis, and was proposed to act as transition state stabilizer.®® This
particular residue, as well as the acid/base amino acid, is found in
all Leishmania invertases. However, two invertases lack the critical
nucleophilic residue in the corresponding conserved motif. Thus,
only the enzyme that exhibited all three catalytic amino acids was
selected for further analysis (respectively in L. major protein: Asp56,
Glu237, and Asp180). The corresponding genes (renamed bfiA as the
closely related T. maritima enzyme®) were annotated with the locus
tags LmjE23.0880, Lin].23.1070, LdBPK_231060.1, LbrM.23.0990, and
LmxM.23.0880 in L. major, L. infantum, L. donovani, L. braziliensis, and
L. mexicana genomes, respectively.’>* The conservation of bfrA gene
among the five Leishmania species is high, as the sequence homol-
ogy for BfrA protein was calculated to be above 90%.

LbrM.04.0330 - L braziliensis «

LABPK_040300.1- L.donovani
i Linl.04.030040310 - L. infantum

| LmjF.04.0310/0320 - Lanajor
Yeast invertases
(PO0O724 - §. cerevisiue - PDB 4EQV)

Levanases and inulinases
(094220 - A. ficuwm - PDB IRWEK)

Bacterial -fructofuranosidases
(A2TLSSY - B. longum - PDB 3P1])

Sucrose-6-phosphate hydrolases
(P27217 - K. Pneunomonae)

{ Chromosome 27

| LbeM 27 2550 - L braziliensis
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Fig. 2. Phylogenetic tree of GH32 enzymes. GH32 characterized enzymes were retrieved from CaZY and Uniprot databases and aligned using Clustal W2, Leishmania ortholog
GH32 enzymes are indicated: BfrA, Lmaj.23.870, Lmaj.27.2340, Lmaj.35.0640, Lmaj,04.0310, and LMaj.04,0320 are the corres ponding proteins for L. major.



S. Belaz et al [Carbohydrate Research 415 (2015) 31-38 35

Table 1

Sequence alignment of conserved motifs in the active sites found in resolved GH32 structures and L. mgjor invertases related to sucrose-6-phosphate. The ‘catalytic car-
boxylic triad®” found in GH32 is underlined: the nucleophile, the transition state (TS) stabilizer, and the acid/base catalyst. The number residue in corresponding sequence
is indicated in parentheses. |dentical alignments were obtained with other Leishmania species

Species PDB ID{Locus Function Conserved motifs (residue number)
Nucleophile TS stabilizer Acid/base

Cichorium intybus 15T8 B-Fructoexohydrolase WMNDPNG (60) RDP(185) WECPD (239}
Thermotoga maritima 1UYP Invertase WMNDPNG (17} RDP(138) IECPD {190}
Arabidapsis thaliana 2AC Cell-wall invertase WMNDPNG (66) RDP ({192} WECPD (2465)
Bifidobacterium longum 3Pl B-Fructofuranosidase WINDPNG (54) RDP(181) LECPD (235)
Aspergillus ficuum 3RWK Endo-inulinase WMNEPNG (43) RDP(176) WEVPD (233)
Saccharomyces cerevisiae 4EQV Invertase WMNDPNG (42) RDP(171) YECPG (223)
L major Chromosome 23 LmjE23.0870 - WMGVPGG (63) RDP{194) WECPD (251)

Chromosome 23 LmjF23.0880 (BfrA) - WMNDPTG (56) RDP{180) WECPD (237)

Chromosome 27 LmjE27.2340 - SMSAPCG (40) RDP{162) WEHPC (218)

3.2. mRNA expression of bfrA

bfrA mRNA expression was investigated in the promastigote and
amastigote stages of three parasite species representative of the three
various clinical forms and of various geographical areas, namely
L. major, L. donovani and L. braziliensis.

In promastigote cultures, induction of BftrA mRNA increased over
time in all species, peaking at day 7 (Fig. 3A). Maximal mRNA in-
duction was observed for L. major (x5.7 on day 7, p <0.05), compared
to L. braziliensis (x33, p<0.01) and L. donovani (2, p < 0.01). By con-
trast, bfrA was only slightly expressed in amastigotes and did not
vary significantly over time in L. donovani and L. braziliensis (Fig. 3B).
In L. major amastigotes, bfrA was significantly induced on day 5
(p=<0.05) and on day 7 (p < 0.05), though to a moderate extent (x1.94
and x1.58 compared to day 2, respectively).

A recent transcriptomic study on L major genome during the
promastigote axenic stage also detected the expression of bfrA
gene.®’ Yet, this study did not compare the evolution of this ex-
pression during parasite growth, as well as comparison between
species and with amastigotes. Our study demonstrated that BfrA

e

Leishmania major

Leishmania donovani

was present in both parasite stages, yet mainly expressed in
promastigotes of the three species. This is in agreement with
several transcriptomic studies on amastigotes that did not detect
this enzyme as up-regulated during this life-stage.®* 7! Its induc-
tion increased over time and the strongest mRNA induction was
observed at day 7, suggesting that invertase expression is highly
expressed by promastigotes at stationary phase and could be im-
portant for the development and growth of the parasite in the sandfly
gut.

3.3. Cloning and heterologous expression of L. major BfrA protein in
E. coli

bfrA gene was amplified from L. major genomic DNA and cloned
into expression vector pET28a-(+) for production in E coli. This vector
adds a N-terminal His-Tag that was used for protein purification after
cell lysis. Purification on Ni-NTA resin yielded good amounts of
protein (4 mg/culture liter) (Fig. S1). This purified enzyme was further
used to assess its catalytic activity.
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Fig. 3. Quantification of BfrA induction in L major, L. donovani, and L. braziliensis promastigotes {A) and intracellular amastigotes (B) at the indicated time points. Results
were normalized first using actin expression and then using day 1 expression as the 100% reference, Data are representative of two experiments performed in quadrupli-
cates and are expressed as mean + SEM, Statistical significance is indicated as ns: non significant p > 0.05, *p<0.05 and **p< 0.01.
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3.4. BfrAis a S-fructofuranosidase with a low specificity for sucrose

A first series of assays was performed using several pNP-
sugars as substrates ( Fig. S2). Potentially cleaved pNP could be easily
monitored and quantified at 405 nm. However, BfrA exhibited no
hydrolytic activity toward any of the 20 pNP-sugars tested. In par-
ticular, the absence of hydrolysis when using pNP-o-D-glucopyranose
as substrates confirmed that BfrA is not a sucrase, as it did not rec-
ognize the o-D-glucopyranose moiety of sucrose (Fig. 1).

Sucrose hydrolysis by BfrA was then assessed using the classi-
cal 3,5-dinitrosalicylic assay™ to quantify the amount of reduced
sugar. After calibration using equimolar concentrations of fruc-
tose and glucose, sucrose hydrolysis was detected. It followed the
classical Michaelis-Menten model (Fig. 4A) and the catalytic con-
stants were determined and calculated (Table 2). The Michaelis
constant Ky; observed (152 mM ) and the catalytic rate kg, (114 57)
are similar to those reported for other GH32 enzymes.>>*"* Like all
glycosidases, the hydrolytic activity is pH-dependent, exhibiting an
optimal pH in a narrow range between 5 and 7 (Fig. 4B), signifi-
cantly decreasing above pH 7. As it will be seen later, this is in
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Fig. 4. (A) Michaelis-Menten fit of sucrose hydrolysis catalyzed by BfrA, pH (B} and
temperature {C) dependence of sucrose hydrolysis by BfrA, Mean values and SD error
bars were calculated from 3 independent experiments,

Table 2

Kinetic parameters of recombinant BfrA for the hydrolysis of several fructose-
containing polysaccharides, Substrate structures are depicted in Fig. 1

Relative Km" {(mM} keat® (371) kear/Km
activity® (%) (s'.mM™")
Sucrose 100 152+30 114+7 Q.75
Raffinose 109 141£30 118+ 14 0.86
Stachyose 297 168 £ 42 400+ 27 2.4
1-Kestose 5.6 nr nr nr
Inulin 109 09+03° 42+02 4.6°

4 Activity measured for a substrate concentration of 100 mM (18 g/L for inulin).
b Mean values and standard deviations were calculated from 3 independent
experiments,
¢ For inulin, Ky is expressed in g/L.
. non relevant,

agreement with the intracellular localization of BfrA, as it has been
estimated that Leishmania can maintain an intracellular pH close
to 7, whereas the extracellular pH is more alkaline.”™ Optimal tem-
perature for enzymatic activity was 40 °C (Fig. 4C), although
remaining high at physiological temperatures of the host organ-
isms (27-28 °C for insects, 37 °C in humans).

Raffinose and stachyose are (1—6)-galactosylated derivatives
of sucrose that are commonly found in vegetables. Kestose and inulin
are fructan polysaccharides that are found in many plants, and were
reported to be specific substrates for several GH32 enzymes.”*™ For
raffinose and stachyose, the measured activity and catalytic con-
stants were of the same order of magnitude, but stachyose exhibited
a higher kg, value (409 vs. 114 s'). Interestingly, the structure of
the substrate shows that the number of branched 3(1-6)-galactoses
to the glucose moiety of sucrose is correlated to an increase of the
enzyme specificity (e.g. k.,;/Ky). Unlike galactosylated sucrose de-
rivatives, it appeared that fructan polysaccharides are not efficient
substrates of BfrA, since the Ky and ke.: constants could not be de-
termined for kestose, and inulin was only slowly hydrolyzed (Table 2).
This was unexpected, as the closest proteins in the phylogenetic tree
have both fructan and sucrose hydrolysis activity.*** GH32 enzymes
can be classified according to their specificity for fructan vs. sucrose.””
Pure invertases will be specific for sucrose (with a Ky value below
10 mM), whereas inulinases and fructoexohydrolases are more ver-
satile and can hydrolyze more compounds, specifically fructan-
containing polysaccharides. This puts into question the endogenous
activity and substrate of BfrA, as no compounds tested exhibited
low Ky constant, neither sucrose nor fructan polysaccharides.

3.5. Modeling of invertase and mechanistical implications

A homology model of the protein was built, and substrate docking
simulations were run. So far, eleven X-ray structures of GH32
enzymes have been solved and reported.'®#%3!-3 Among them, the
X-ray structure of B. longum B-p-fructofuranosidase (PDB code 3PIJ)*"
was chosen, as the sequence homology between the template and
target proteins is 55% (35% identity). The optimized model is shown
in Fig. 3. It exhibits the classical domains found in GH32 struc-
tures: an N-terminal five-bladed B-propeller and a C-terminal
B-sandwich module.” The identity of catalytic residues of BfrA pre-
dicted from sequence alignment (Table 1) was then confirmed by
structural alignment with GH32 enzymes: Asp56 acts as the nu-
cleophile, whereas Glu237 is the acid/base residue involved in the
reaction. Docking of sucrose into BfrA active site was then per-
formed to identify and localize the active site residues involved in
substrate binding (Fig. S3A). As previously reported for other GH32
enzymes, the binding of sucrose is mainly done through a network
of hydrogen bonds with the fructose moiety.!?2225263
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3.6. Production of BfrAs in L. tarentolae

BfrA sequence was submitted to SignalP server®”” and no canonic
secretion signal peptides were detected, thus indicating the most
likely intracellular localization of the protein. Still, to gain insight
about the cellular localization of BfrA, we decided to express it in
a eukaryotic host system similar to L. major. L. tarentolae was chosen
as an expression host to produce BfrA because of its close genetic
proximity with L. major. Unfortunately the cloning and expression
of the intracellular form of BfrA could not be successfully achieved
in our hands. Therefore, the cloning strategy was selected to produce
arecombinant BfrA ., fused with a secretory sequence peptide. The
glycosylation pattern of secreted or membrane proteins by
L. tarentolae was expected to be identical to that of L. major.” As a
consequence, secreted BfrAsi, would be used to study the influ-
ence of glycosylation on protein activity, as L. tarentolae was shown
to O- and N-glycosylate secreted recombinant proteins™ as well as
assessing the potential secretion of the protein in L major. In our
case, N- and O-glycosylation putative sites were predicted using two
programs: GlycoEP and NetGlyc.*>?° These programs identified four
potentially N-glycosylated asparagines, namely Asn38, 380, 389, and
494, and six O-glycosylation putative sites, Ser 36, and Thr 17, 40,
140, and 503 (Fig. S3B).

bfrA gene was cloned in the expression vector, and L. tarentolae
cells were successfully transfected with the corresponding
construct. Recombinant protein was further purified by
affinity chromatography from the cultivation medium and SDS-
PAGE analysis of the purified extract demonstrated the purity
and the glycosylation of BfrAe,. However, this recombinant
enzyme was not able to hydrolyze any of the substrates recog-
nized by BfrA expressed in E. coli. Thus, glycosylation of the secreted
protein might prevent the substrates to be efficiently hydrolyzed
by BfTALeLm.

Still, this gives strong clues about the cellular localization of
BfrA in L major cells. Sucrose hydrolysis activity was previously
detected not only inside Leishmania cells'® but also as an extracel-
lular activity.'* According to our results, BfrA can be hypothesized
to be the intracellular invertase. Moreover, a recent work identi-
fied one of the secreted invertase,'® which gene is located on the
chromosome 4 of L. major (see Fig. 2). In addition, Gontijo et al.
determined the catalytic constants for the secreted sucrose-
hydrolyzing enzyme."* Ky and ke constants were respectively 4 mM
and 1.6 5! These constants are not consistent with the Ky and kea
values determined for BfrA (Table 1). In our case, the low activity
of the enzyme outside the pH 5-7 range is also consistent with
the intracellular pH reported for Leishmania. Moreover, when BfrA
sequence was submitted to SignalP server,’>’” no signal peptides
was detected. Experimentally, expression of BfrA as a secreted protein
in Leishmania cells (BfrA:) yielded an inactive protein. Combin-
ing these results leads to the convincing assumptions that BfrA is
an intracellular invertase.

4. Conclusion

In this work, we provide the description of an invertase of the
GH32 family in the Leishmania genus, the first enzyme of the sucrose
metabolism and bring new insight into the parasitic metabolic path-
ways. Despite owing common biochemical characteristics for this
family, its poor sequence homology with other GH32 invertases is
of high interest in view of medical chemistry development. Our data
also suggest that the glycosylated form of BfrA is inactive and that
its location is most likely intracellular. It is highly expressed in the
promastigote stage, and to a lesser extent in amastigote stage of the
three studied parasitic species, making it a putative target for
antileishmanian drug development.
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2.2. Evaluation in vitro de I’effet antiparasitaire d’analogues
furanosidiques

Bien que la preuve du concept ait été validée a I'aide des analogues d’UDP—furanose, leur
synthése étant difficile en grandes quantités, il s’est avéré difficile d’envisager le
développement de ces produits a visée thérapeutique. Dans ce contexte nos collaborateurs
chimistes nous ont fourni d’autres analogues de type alkyl-furanoses, dont la synthése était
envisageable en grandes quantités, permettant des évaluations in vitro puis in vivo. Parmi
ces analogues, les octyl-galactofuranosides avaient le plus fort potentiel. Ainsi, nous nous
sommes attachés a caractériser leur mode d’action.

2.2.1 Description chimique des analogues

Les analogues alkyl-furanosidiques produits par I'ENSCR reproduisent le résidu naturel, B-
D-galactofuranose. Il s’agit d’'un hexose (C¢H1,0¢) contenant un hétérocycle a 4 atomes de
carbone (C; a C4) et un oxygene, le cycle furane. Dans |'élongation du LPG, le groupement
hydroxyle positionné en C; va permettre la liaison avec I'alkyl-glycérol lipide du coeur hexa
saccharidique, ce groupement hydroxyle a donc été lié a un groupement octyl (CgH17) pour
produire des analogues bloquant I'élongation du LPG. Par ailleurs, les précédents travaux
montraient une bonne activité antiparasitaire de I'analogue UDP-galactofuranose ayant un
groupement acétamide (NHCOCHs; ou NHAc) a la place du groupement hydroxyle sur le
carbone en Cg. L'avantage de ce groupement est sa taille raisonnable, ainsi que la
possibilité de remplacer le groupe acétyl par une chaine d’acide gras (permettant ainsi
d’inclure cette molécule dans une formule liposomale par exemple). Deux autres
groupements azotés ont également été utilisés pour ce travail, une amine (NH,) plus
polaire et basique que l'acétate, mais présentant un encombrement stérique moins
important que le précédent groupement, et un azoture (N3) apolaire, permettant
d’envisager un tracage de la molécule par sonde (type « chimie click). Ainsi 4 analogues
octyl-furanosidiques (Figure 24 : B-D-galactofuranose (Galf) naturel et ses 4 analogues
furanosidiques) ont été évalués quant a leur efficacité et leur mécanisme d’action sur L.
donovani : B-D-galactofuranose-octyle (Galf-oct) (1), 6-amino-B-D-galactofuranose-octyl
(NH2-Galf) (2) 6-N-acetamido-B-D-galactofuranose-octyl (NHAc-Galf) (3) et 6-azido-B-D-
galactofuranose-octyl (N3-Galf) (4).
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HOHQCG OH

H,N—C| N:—C. OH

OH
2 : NH2-Galf 3 : NHAC-Galf 4 : N3-Galf

Figure 24 : B-D-galactofuranose (Galf) naturel et ses 4 analogues furanosidiques
(1): B-D-galactofuranose-octyle (Galf-oct)
(2): 6-amino-B-D-galactofuranose-octyl (NH2-Galf)
(3): 6-N-acetamido-B-D-galactofuranose-octyl (NHAc-Galf)
(4): 6-azido-B-D-galactofuranose-octyl (N3-Galf)

L’octyl-B-D-galactopyranose, qui est un alkyl-pyranose basé sur le méme hexose que le
galatofuranose mais avec un cycle hétérogéne a 6 carbones a été utilisé comme molécule
témoin et I'octyle seul a également été utilisé comme témoin de l'activité du groupement
osidique seul.

2.2.2 Activité anti-promastigotes des dérivés du Galf-oct

Cette partie de I'étude a été débutée avant mon arrivée au laboratoire par Muhammad
Suleman avec qui j’ai pu découvrir la thématique « leishmanie» en image, dés mon arrivée,
avec l'analyse en microscopie électronique des promastigotes. J'ai ensuite accompagné
Suleman pour la fin du travail sur les promastigotes et j'ai pris le relais pour la partie
«amastigotes » de ce travail.

2.2.2.1 Evaluation de I'effet antiparasitaire sur les promastigotes

L’évaluation de la sensibilité a été réalisée par méthode de dilution limite.

Une solution de milieu de Schneider contenant 10°/ml promastigotes de L. donovani en
phase de croissance exponentielle (a J 3) a été traitée par chaque composé a des
concentrations variant de 0,9 uM a 3,2 mM. Des conditions controles ont été réalisées
d’une part sans aucun traitement et d’autre part, en utilisant un traitement antiparasitaire
connu ayant un effet sur les promastigotes, la miltéfosine (HePC). Aprés 48h de culture a
27° C, les différentes solutions de promastigotes traités ou non ont été diluées de 2 en 2 en
plagues 96 puits et remises en culture a 27°C pendant 72h. Puis, la présence de
promastigotes mobiles (correspondant a la viabilité) a été évaluée au microscope inversé
dans chaque puits et I'lC5o, dose permettant la réduction du nombre de promastigotes de
50% comparée a la condition non traitée, a ainsi été évaluée. Chaque condition a été
réalisée en triplicat.



Tableau 5: Evaluation des IC50 des dérivés du Galf et du contrdle

Composé Radical en Cg ICso (M)
1: Galf-oct -OH 8,96 £ 2.5

2 : NH2-Galf -NH2 41,6 £8,3
3 : NHAc- Galf -NHAc 800

4 : N;-Galf -N3 1360 + 16,6
HePC NC 3,38

NC : Non concerné

L’ICso obtenue pour la miltéfosine est proche des valeurs connues dans la littérature (236),
validant ainsi ces résultats. Le composé présentant I'effet antiparasitaire le plus intéressant
sur les promastigotes est le Galf-oct, de méme le NH2-Galf présente un effet mais avec un
ordre de grandeur 5 fois plus important de I'IC50, cependant cet effet reste plus
intéressant que l'effet antiparasitaire quasi-inexistant des composés 3 et 4.
L’'encombrement stérique plus important des groupements -NHAc et N3 peut expliquer la
faible efficacité associée a ces groupements. Comme vu pour linvertase BfrA
précédemment décrite, les sites actifs des enzymes ne permettent pas toujours la fixation
de si gros résidus. Pour étayer cette hypothése une étude de l'interaction des différents
composés avec la paroi parasitaire a été réalisée dans la suite de ce travail.

2.2.2.2 Evaluation de la cytotoxicité des analogues sur THP-1 et macrophages
humains issus de Buffy coat

La CCso ou concentration du produit testé entrainant une cytotoxicité pour 50% des
macrophages humains issus de Buffy coat ou des THP-1 a été évalué par un test au MTT
(Bromure de 3-(4,5-diméthylthazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium).

Br Q Métabolisme mitochondrial Q

r}l:N\ S~ ~CHy __ N—NH g._~CH,
N/,N—<\ | @—Q /,N—<\ I
N N
CH3 N CHS
MTT - tétrazolium MTT - Formazan

Figure 25: Principe du test MTT

Pour cela des cultures de THP-1 ou de macrophages issus de PBMC (10> macrophages par
puits) ont été mises en présence des différents analogues du Galf-oct ou de la miltéfosine a
des concentrations variant entre 5 et 3200 uM pendant 24h a 37°C sous atmosphére
contenant 5% de CO2. Puis les cultures ont été lavées et incubées en présence de 100 pl de
MTT a 5 mg/ml (Molecular Probes, CA) pendant 2h a 37°C dans les puits d'une microplaque
96 puits. Le MTT, jaune est réduit en formazan qui est un produit violet par I'activité
métabolique mitochondriale des cellules vivantes. Puis le milieu a été retiré et remplacé
par 100 ul de diméthylsulfoxide (DMSO) pour stopper la réaction de réduction. L'activité
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métabolique est donc évaluée par une mesure de la DO du formazan a 540 nm. La lecture a
été réalisée sur un SpectroStar Nano et les CCso ont été calculées avec le logiciel MARS en
prenant comme référence équivalent a 100% de survie, la DO des puits témoins n’ayant
subi aucun traitement. Chaque condition a été réalisée en triplicat.

Les valeurs d’ICsg et de CCsq pour chaque dérivé ont permis d’établir I'index de sélectivité
de chacune des molécules. Plus celui-ci est élevé plus une molécule peut étre utilisée aux
doses efficaces sans craindre d’effets secondaires.

Tableau 6 : Evaluation de la cytotoxicité et de I'index de sélectivité sur des macrophages de la
lignée THP-1 et des macrophages humains (HM) issus de PBMC

Composé THP-1 CCs50 (uM) HM CCs0(uM) IS (CCs0/1C50)
THP-1 HM
1: Galf-oct 1508,4 + 0,03 1434,4+0,4 168,3 159,7
2 : NH2-Galf 804,6 £ 0,08 736,6 £ 0,1 19,3 17,7
3 : NHAc- Galf 1608,8 + 0,08 1595,4+0,4 2,01 1,99
4 : N;-Galf ND 747,4+£0,3 ND 0,55
HePC 146,1 £ 0,03 128,1+0,3 43,2 37,9

CCsp : Cytotoxicité ; HMG : Macrophages Humains issus de PBMC ; IS : Index de sélectivité ;
ND : non déterminé

Ces résultats montrent une tres faible cytotoxicité de tous les composés testés, comparée a
celle de la miltéfosine (qui est attendue puisque cette molécule a été initialement
développé a visée anti-cancéreuse). Concernant les possibilités d’usage a visée
thérapeutique, le Galf-oct montre une excellente efficacité antiparasitaire associée a une
faible cytotoxicité pour les macrophages (lignée cellulaire ou non) et donc un trés grand
index de sélectivité 4 fois plus élevé que celui de la miltéfosine. Le NH2-Galf malgré un
index de sélectivité 2 fois plus faible que celui de la miltéfosine reste un composé efficace a
la différence du NHAc-Galf et du N3-Galf, qui méme s’ils sont peu cytotoxiques ne
présentent pas une efficacité suffisante pour poursuivre leur développement a visée
thérapeutique.

Ces résultats doivent étre interprétés avec prudence. En effet ['utilisation des
promastigotes pour mesurer les ICso des produits testés est trés pratique et plus simple que
de réaliser les tests sur des amastigotes axéniques ou sur des amastigotes intracellulaires.
Or une grande diversité d’efficacité est connue pour certains produits, entre les
promastigotes et les amastigotes intracellulaires, comme c’est le cas pour les dérivés de
I'antimoine (51). Ainsi l'efficacité sur les promastigotes ne préjuge pas forcement de
I'efficacité thérapeutique sur les amastigotes intracellulaires ou in vivo, I'efficacité sur les
amastigotes intracellulaires a donc également été évaluée dans la suite de ce travail (2.2.2).



2.2.2.3 Interaction membrane-dérivés du Galf : évaluation par RMN-STDD

La RMN-STD « Saturation Transfer Difference » est une méthode de résonnance
magnétique nucléaire permettant d’évaluer les interactions entre un ligand et son
récepteur, selon une technique mise au point par Mayer et Meyer (237), sans recourir a
aucune modification du ligand ni du récepteur. Le principe repose sur I’évaluation du
temps de relaxation des protons d’un ligand mis en excés en solution avec son récepteur
(en quantité beaucoup plus faible, permettant de ne traiter que les signaux émis par le
ligand). Dans un premier temps, les signaux émis par les protons sont évalués avant
irradiation, c’est le spectre « off » du fait de I'exces de ligand, il correspond au spectre du
ligand seul. Aprés un temps d’irradiation, les protons liés au récepteur vont avoir un temps
de relaxation plus court et donc émettre un signal d’autant plus faible que leur liaison avec
le récepteur est forte, ainsi on obtient le spectre « on ». La différence du spectre « off »
moins le spectre « on » permet d’obtenir le spectre « STD » pour lequel le proton ayant la
plus forte interaction va présenter la différence la plus importante et se voir attribuer une
valeur de liaison de 100% et les autres sont évalués de facon relative a ce proton 100%
(Figure 26).
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Figure 26: Principe de la RMN-STD, adapté de Guégan et Daniellou 2012 (238)

Le récepteur liant les dérivés de galactofuranose n’étant pas connu un traitement plus
complexe a été appliqué, la RMN-STDD « Saturation Transfer Double Difference »
permettant I'étude de cellules entieres et non juste du récepteur. Le spectre STD des
cellules seules est mesuré puis soustrait au spectre STD des cellules accompagnées du
ligand en exces, permettant d’éliminer le bruit de fond dG aux différents constituants
cellulaires.

Pour ce travail, les cellules étudiées sont des promastigotes de Leishmania donovani en
phase exponentielle de croissance (a J3 de culture en milieu liquide). Les parasites ont été
centrifugés pendant 15 min a 2500 G pour éliminer le milieu de culture, puis laver tout
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d’abord avec du tampon PBS (Phosphate Buffer Saline) puis avec un tampon PBS deutéré
(milieu nécessaire en RMN du proton pour éliminer le bruit de fond provoqué par les
protons du milieu analytique et pour fixer la fréquence de référence sur celle du
deutérium). Chaque échantillon analysé contient 2 a 2,7. 10 parasites seuls pour obtenir le
spectre STD des cellules seules, avec les dérivés furanosidiques a une concentration de 1,5
mg/ml (ligands ainsi en excés) ou avec le galactose comme controle négatif. Les
interactions avec l'octanol seul et avec l'octyl-galactopyranose ont également été
mesurées pour évaluer l'importance de la chaine octyle et du cycle furanose,
respectivement.

Le PBS deutéré n’étant pas un milieu favorable a la culture cellulaire, la mobilité des
parasites a été vérifiée en fin d’acquisition pour s’assurer que les spectres acquis ne
correspondaient pas a des cellules mortes.

L’acquisition a été réalisée a I'ENSCR sur un spectrométre Bruker Advance Il 400-MHz.

La condition témoin parasite + galactose montre bien une absence de spectre (pas
d’interaction de ce composé avec la paroi parasitaire), de méme que les dérivés du Galf
seuls en solution (pas d’interaction des composés entre eux en solution), les spectres
observés ne sont donc pas des artéfacts.

Les résultats obtenus montrent une affinité maximale (fixée a 100%) a I'extrémité de la
chaine octyle pour tous les composés y compris le galactopyranose et la chaine octyle
seule. Cette forte affinité (supérieure a 80%) concerne les 6 derniers carbones de la chaine
pour tous les composés étudiés, ainsi la chaine carbonée, péle lipophile de nos composés,
semble I'élément clé de I'ancrage membranaire des dérivés dans la bicouche lipidique
parasitaire également lipophile.

Concernant le cycle furanose de Galf-oct, les protons des carbones 1, 2 et 3 présentent une
forte affinité (72% et 84% respectivement pour C; et C,, C3) alors que le proton en Cg est
moins affin (52%). Cette partie trés polaire de notre composé devrait moins bien interagir
dans la membrane phospholipidique apolaire et ces fortes valeurs d’interaction semblent
en faveur d’une interaction de ces protons avec la membrane.

Ceci est également observé pour NH2-Galf et NHAc-Galf dont les protons portés par les
carbones 1, 2 et 3 présentent des affinités variant de 49% a 72% et une affinité plus faible
des protons portés par le carbone 6 de 33 et 37%, respectivement, pour I'un des protons et
de 62 et 39%, pour le deuxieme proton en Cg.

Ces 2 composés semblent moins affins que le Galf-oct et cette différence correspond a la
différence d’activité du Galf-oct, de NH2-Galf et de NHAC-Galf, dont I'efficacité varie dans
le méme sens que I'affinité de ces protons. Le cycle furanose semble donc important pour
I'activité antiparasitaire de nos composés.

L’analyse des spectres pour le N3-Galf n’a pas permis d’obtenir des spectres interprétables
et I'observation microscopique des parasites en fin d’acquisition a montré des parasites
immobiles et présentant des dégradations de leur forme, la mort des parasites avec ce



traitement en exces explique probablement I'impossibilité d’obtenir les spectres pour ce
composé. (Figure 2, Article 3)

2.2.2.4Evaluation de la fluidité membranaire par résonnance paramagnétigue

électronique

Le galactofuranose étant un constituant clé du LPG et donc de la paroi des leishmanies en
particulier des promastigotes, I'action des analogues sur les membranes parasitaires doit
étre explorée. Naturellement les membranes sont constituées d’une bicouche lipidique au
sein de laquelle les phospholipides se déplacent librement. La fluidité de la membrane
parasitaire de promastigotes de L. donovani traités par les différents dérivés du
galactofuranose a été évaluée par résonnance paramagnétique électronique. Cette
technique repose sur la mesure du spectre d’absorption d’un électron isolé soumis a un
rayonnement micro-onde, dans un champ magnétique fixe. L’électron isolé est fourni par
une sonde. Pour I'étude de la fluidité membranaire, la sonde choisie est une sonde
radicalaire, I'acide 5-doxylstéarique qui se comporte comme les lipides membranaires et
posséde un radical O° proche de la téte polaire de la molécule permettant d’évaluer les
mouvements de molécules dans la zone hydrophile plus externe de la membrane (239), ce
qui est attendu pour nos dérivés étant donné la courte chaine carbonée qu’ils présentent.

O
\/\/\/\/\/\m

0
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Figure 27 : Acide 5-doxylstéarique selon Sgherri C. et al. (239)

Le spectre d’absorption de la sonde varie selon son environnement et donc selon les
mouvements de la sonde au sein de la membrane. Le spectre obtenu permet de calculer le
parametre d’ordre S selon les équations d’Ogura et al. (240), qui est inversement
proportionnel a la fluidité membranaire.

Pour ce travail, des promastigotes de L. donovani en phase exponentielle de croissance (J3)
ont été traités pendant 48h a 27°C par les dérivés du Galf les plus efficaces (Galf-oct, NH2-
Galf) a leur ICso précédemment mesurée, ou par la Miltéfosine (HePC) comme témoin. Au
vu de l'importante interaction de la chaine alkyl sur les membranes, les parasites ont
également été traités par I'octyl-galactopyranose et par I'octyl seul comme controéle.

L’analyse de la fluidité membranaire montre encore un effet plus important pour le Galf-
oct et un effet similaire mais moins important pour NH2-Galf. Ces 2 composés entrainent
une rigidification de la membrane des parasites, qui n’est pas retrouvée pour NHAc-Galf, ni
pour les composés témoins octyl-galactopyranose et chaine octyl seule. Cet effet est
également retrouvé de facon moins importante pour notre molécule témoin, la
miltéfosine. Ceci est trés intéressant car le mode d’action de la miltéfosine est connu et
passe par une désorganisation des constituants membranaires.
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L'effet antiparasitaire du Galf-oct semble donc en lien avec une forte interaction avec la
membrane parasitaire, aboutissant a l'intégration du composé au sein de la bicouche
lipidique avec une action stabilisante des membranes. Cet effet semble étonnant pour une
si petite molécule. Cependant, notons que la pince polaire des groupements hydroxyles en
Cs et Cg existant sur le galactofuranose est préservée dans le Galf-oct et dans NH2-Galf
(pince entre les groupements -NH2 et -OH), qui présente également cet effet rigidifiant sur
les membranes. Cette pince est absente lorsque le groupement N3 (apolaire) vient
remplacer le groupement hydroxyle, et masquée par I'acétate lorsque le groupement NHAc
vient remplacer I'hydroxyle. L'effet rigidifiant pourrait donc étre le résultat d’une
interaction avec le récepteur du galactofuranose, associé a la chaine octyl tres lipophile.
(Figure 3, Article 3)

La miltéfosine est connue pour son activité antiparasitaire grace a son effet rigidifiant de
membrane, mais d’autres molécules ont fait I'objet de publications récentes en lien avec
une rigidification de la membrane (241,242), comme par exemple le parthenolide, mais qui
a comme inconvénient d’étre extrait a partir d’'une plante, ne permettant pas pour le
moment sa synthése en grande quantité. La encore, cette molécule, comme la miltéfosine,
présente une certaine efficacité anti-cancéreuse et est associée a de lourds effets
secondaires (243).

2.2.2.5Visualisation de l'effet des dérivés du Galf sur des promastigotes par
microscopie électronique a transmission

Les quantités importantes de LPG dans la paroi des promastigotes laissent imaginer un
effet membranaire des analogues du Galf, ce qui a pu étre observé en microscopie
électronique a transmission. Cette analyse a été réalisée en collaboration avec la
plateforme MRic (Biosit, Université Rennes 1).

Au moment de cette analyse, le Galf-oct semblait le plus efficace concernant son activité
antiparasitaire et a donc été privilégié. Le NHAc-Galf qui présentait une plus faible
efficacité antiparasitaire a été utilisé comme molécule témoin. Les promastigotes en phase
de croissance stationnaire (>J5) ont été comptés et 5.10% parasites ont été incubés pendant
48h a 27°C avec les composés 1 et 3 a la concentration de 125 pg/ml ou non traité pour
réaliser une condition témoin. Les cultures ont ensuite été lavées et fixées dans une résine
Epoxy puis coupées a l'ultratome en section de 80 nm. Ces coupes ont été fixées sur les
grilles puis colorées pour |'observation en microscopie électronique a transmission
(Microscope Jeol 1400 TEM et caméra Gatan Orius).

Les promastigotes non traités sont bien définis, ils présentent une membrane plasmique
sous laquelle un réseau de microtubules est présent sur les coupes transversales a tres fort
grossissement (x 80 000) et des organites internes intacts. Aprés 48h de traitement pas le
Galf-oct, 90% des promastigotes sont complétement désorganisés, en particulier au niveau
de la membrane plasmique. Celle-ci est effeuillée et parfois méme rompue, entrainant une
fuite du contenu intracellulaire et des organites internes hors de la cellule. Le réseau de
microtubules n’est plus retrouvé sous la membrane. Le NHAc-Galf ne provoque pas cet
effet déstructurant et seule une déformation de la forme globale des promastigotes est
observée mais avec une membrane plasmique et des organites internes qui sont bien
conservés (figure 4, Article 3)



2.2.2.6 Etude de la mort cellulaire des promastigotes traités: Apoptose ou
nécrose ??

Les résultats précédents pour le Galf-oct et NH2-Galf montrent un effet antiparasitaire
associé a une désorganisation de la paroi, ceci évoque plutdét une mort par nécrose, qui
aboutit a une fuite du contenu cellulaire par des pores membranaires. Pour étayer ou
infirmer cette hypothése nous avons étudié le métabolisme de la phosphatidylsérine chez
les promastigotes traités par le Galf-oct et NH2-Galf. En effet, ce phospholipide
intracellulaire est externalisé dés les phases primaires en cas de mort cellulaire par
apoptose. Ainsi la présence a la surface externe des cellules de phosphatidylsérine est en
faveur d’une mort cellulaire par apoptose.

Pour étudier ce phospholipide, nous avons utilisé la cytométrie en flux, avec un marquage
double Annexin-V-Alexa fluor qui reconnait d’'une part la phosphatidylsérine et I'iodure de
propidium (PI) qui est un agent intercalant de 'ADN et ne peut rentrer dans les cellules
gu’en cas de dommages membranaires, c’est-a-dire en cas de nécrose ou dans les phases
tardives de l'apoptose (kit Dead cell apoptosis, Molecular Probes©). D’autre part la
localisation de la phosphatidylsérine a été évaluée pour des promastigotes traités par Galf-
oct par microscopie confocale aprés un marquage avec lI'annexin V-PE (kit apoptosis
detection, BD, Pharmingen).

Les promastigotes traités par Galf-oct présentent une augmentation de la fixation de
I'annexin-V en microscopie confocale comparé aux promastigotes non traités. Cette
observation est confirmée par la cytométrie en flux, les promastigotes traités par Galf-oct
ou NH2-Galf pendant 24h présentent un marquage intense pour I'annexin-V avec plus de
80% des cellules positives contre seulement 71% pour le témoin positif d’apoptose
(traitement par la staurosporine) et des moyennes d’intensité de fluorescence (MFI)
également plus importantes que celle des parasites traités par la staurosporine. L’analyse
du marquage par l'iodure de propidium ne montre pas d’augmentation du nombre de
cellules positives ni d’augmentation de la MFI. Malgré la visualisation de la dégradation des
membranes parasitaires apres traitement par le Galf-oct, cette analyse montre que la mort
cellulaire des promastigotes traités fait intervenir un mécanisme d’apoptose et non de
nécrose comme les images de microscopie électronique pouvaient le laisser penser. Ainsi la
reconnaissance du Galf-oct par un récepteur membranaire spécifique, évoquée par les
résultats de STDD RMN, entraine peut-étre une cascade de signalisation aboutissant au
déclenchement de I'apoptose. (Figure 5, Article 3)
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Article 3: Alkyl galactofuranosides strongly interact with

Leishmania donovani membrane and provide antileishmanial

activity

Muhammad Suleman, Jean-Pierre Gangneux, Laurent Legentil, Sorya Belaz, Yari Cabezas,
Christelle Manuel, Rémy Dureau, Odile Sergent, Agnes Burel, Franck Daligault, Vincent
Ferriéres et Florence Robert-Gangneux

Les résultats de I'évaluation in vitro de I'effet antiparasitaire des dérivés du Galf-oct sur les
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Alkyl Galactofuranosides Strongly Interact with Leishmania donovani
Membrane and Provide Antileishmanial Activity

Muhammad Suleman,® Jean-Pierre Gangneux,™” Laurent Legentil,** Sorya Belaz,® Yari Cabezas,*¢ Christelle Manuel,

Rémy Dureau,®* Odile Sergent,® Agnés Burel,® Franck Daligault,’ Vincent Ferriéres,*® Florence Robert-Gangneux®®

INSERM U1085-IRSET {Institut de Recherche en Santé Environnement et Travail), Université Rennes 1, Rennes, France®; Centre Hospitalier Universitaire de Rennes, Service
de Parasitologie-Mycologie, Rennes, France® mRIC (microscopy-Rennes Imaging Center), Université Rennes 1, Rennes, FranceS; Ecole Nationale Supérieure de Chimie,
CNRS UMR 6226, Rennes, France®, Université Européenne de Bretagne, Rennes, France®; Université de Nantes, FRE CNRS 3478, Nantes, France’

We investigated the in vitro effects of four alkyl-galactofuranoside derivatives, i.e., octyl-B-p-galactofuranoside (compound 1),
6-amino-f3-p-galactofuranoside (compound 2), 6-N-acetamido--p-galactofuranoside (compound 3), and 6-azido-[3-p-galacto-
furanoside (compound 4), on Leishmania donovani. Their mechanism of action was explored using electron paramagnetic reso-
nance spectroscopy (EPR) and nuclear magnetic resonance (NMR), and ultrastructural alterations were analyzed by transmis-
sion electron microscopy (TEM). Compound 1 showed the most promising effects by inhibiting promastigote growth at a 50%
inhibitory concentration (IC;,) of 8.96 = 2.5 pM. All compounds exhibit low toxicity toward human macrophages. Compound 1
had a higher selectivity index than the molecule used for comparison, i.e., miltefosine (159.7 versus 37.9, respectively). EPR
showed that compound 1 significantly reduced membrane fluidity compared to control promastigotes and to compound 3. The
furanose ring was shown to support this effect, since the isomer galactopyranose had no effect on parasite membrane fluidity or
growth. NMR showed a direct interaction of all compounds (greatest with compound 1, followed by compounds 2, 3, and 4, in
descending order) with the promastigote membrane and with octyl-galactopyranose and octanol, providing evidence that the
n-octyl chain was primarily involved in anchoring with the parasite membrane, followed by the putative crucial role of the fura-
nose ring in the antileishmanial activity. A morphological analysis of compound 1-treated promastigotes by TEM revealed pro-

found alterations in the parasite membrane and organelles, but this was not the case with compound 3. Quantification of an-
nexin V binding by flow cytometry confirmed that compound 1 induced apoptosis in >90% of promastigotes. The effect of
compound 1 was also assessed on intramacrophagic amastigotes and showed a reduction in amastigote growth associated with
an increase of reactive oxygen species (ROS) production, thus validating its promising effect.

he World Health Organization (WHQO) ranks leishmaniasis as

the second most important protozoan parasitic disease after
malaria for its grave morbidity, high mortality, and global distri-
bution, involving 88 countries or territories to which it is endemic.
The estimated incidence is as high as 2 million new cases per year,
including 0.5 million cases of visceral leishmaniasis (VL) and 1.5
million of cutaneous leishmaniasis, with 350 million people at risk
(1). The recommendations for the treatment of leishmaniasis have
recently been actualized (1, 2). Conventional drugs used for the
treatment of VL (antimonials and amphotericin B) require pro-
longed administration, have toxicity risks, and are currently facing
challenges of resistance in certain regions of endemicity, such as
India (3). New therapeutic agents, such as liposomal amphoteri-
cin B and miltefosine, have demonstrated their efficacy in large
field clinical trials, but their widespread use is limited by adverse
events, cost, and intravenous use or teratogenicity, respectively.
Combining therapies of the existing drugs remains another solu-
tion but carries the risk of cumulative toxicity (4, 5). Therefore,
there is a need to investigate novel cost-effective therapeutic ap-
proaches (6, 7), all the more because currently no reliable human
vaccine is available (8).

The external structure of the Leishmania parasite presents at-
tractive targets for generating future antileishmanial drugs, par-
ticularly lipophosphoglycan (LPG), which is the main molecular
structure covering the parasite surface and is known to be respon-
sible for its survival and virulence (9). It has already been demon-
strated that attenuated virulence or death of the parasite is due to
alterations in the LPG structure (10, 11). The core structure of

2156 aac.asm.org

Antimicrobial Agents and Chemotherapy p. 2156-2166

LPG, which is common to all Leishmania species, consists of a
hexasaccharide containing a nonacetylated glucosamine unit and
two mannopyranose entities linked to a rare 3-D-galactofuranose
residue and ends with two galactopyranoses. The whole is at-
tached to inositol, which allows linkage with the phospholipid
anchor, and one of the mannoses is substituted by a glucose-1-
phosphate (12).

The presence of rare galactofuranoses is a characteristic shared
by some microorganisms, including trypanosomatids, like Leish-
mania and Trypanosoma cruzi, as well as mycobacteria and Asper-
gillus (13). Indeed, it is well documented that galactofuranose
(Galf) and Galf-containing glycans play a vital role in the life cycle
and pathogenesis of the parasite and in mediating important host-
parasite interactions (14). The complete absence of Galf in mam-
mals makes it an interesting target for development of new che-
motherapeutic strategies, particularly against leishmaniasis (13,
15). Our group and other teams previously reported an inhibitory
effect of octyl galactofuranosides (16) or bicatenary thiogalacto-
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FIG 1 Structures of Galf derivatives evaluated against Leishmania. (A) Octyl-p-

D-galactofuranoside/compound 1; (B) 6-amino-galactofuranoside/compound 2;

(C) 6-N-acetamido-B-p-galactofuranoside/compound 3; (D) 6-azido-galactofuranoside/compound 4; control compounds, like (E) octyl-B-p-galactopyrano-

side/compound 5; and (F) octanol/compound 6.

furanosides (17) on mycobacterial strains. These results led us to
investigate such effects on Leishmania, since the glycocalyx of this
microorganism shares some common characteristics with myco-
bacteria. Therefore, four different synthetic octyl galactofurano-
side derivatives were synthesized and analyzed for their ability to
interfere with Leishmania donovani promastigote survival or
growth. Additional experiments were conducted to explain their
mode of interaction with the parasite membrane and to charac-
terize parasite damage, using electron paramagnetic resonance
(EPR), nuclear magnetic resonance (NMR), transmission elec-
tron microscopy (TEM), and annexin V binding. The effects of the
most powerful compounds were verified with intramacrophagic
amastigotes.

MATERIALS AND METHODS

Chemistry. The different galactofuranose derivatives were obtained using
highly specific synthesis pathways. Starting with octyl galactofuranoside I,
the three other target molecules were synthesized as previously described
(18) (Fig. 1). The synthesis relied on a common intermediate, the octyl-
6-azido-6-2,3-di-O-benzoyl-6-deoxy-galactofuranoside (compound 4b).
First, reduction of compound 4b provided 6-amino derivative 2b, which
can be either deprotected or acetylated to give compounds 2 and 3b,
respectively. Subsequent cleavage of the ester groups of compound 3b
gave compound 3 in 30% yields starting with compound 4b. In parallel,
direct deprotection of the benzoyl protecting groups of compound 4b
under basic conditions provided the free octyl-6-azido-galactofuranoside
(compound 4). Details about the synthesis can be provided upon request.
The four resulting products, namely, octyl-B-p-galactofuraneside (com-
pound 1), 6-amino-galactofuranoside (compound 2), 6-N-acetamido-B-
p-galactofuranoside (compound 3), and 6-azido-galactofuranoside
(compound 4), were then tested (19). In some experiments, two other
compounds were used as controls, ie., octyl-B-p-galactopyranoside
(compound 5) (Galp-Oct) and octanol (compound 6) (Fig. 1). Miltefos-
ine (hexadecylphosphocholine [HePC]) was used as a reference molecule
with proven efficacy against visceral leishmaniasis (20).

Cell cultures. (i) Leish ia donovani pr tigotes. The L. don-
ovani strain was isolated from a human patient positively diagnosed with
VL and was typed by the Centre National de Référence des Leishmanioses
(Montpellier, France) as MHOM/SD/97/LEM3427, Zym MON-18. Sch-
neider’s drosophila medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS) (Invitrogen) was used to amplify parasites from
amastigotes freshly isolated from mice and to maintain serial passages of
L. donovani promastigotes at 27°C. L. donovani cultures at 3 to 5 days
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(exponential growth phase) were used to determine the antiparasitic ef-
fect of the different derivatives of galactofuranose. For cell infection ex-
periments, promastigote cultures at stationary phase were used.

(ii) THP-1-derived human macrophages. The THP-1 (human acute
monocytic leukemia) cell line was differentiated into macrophages after
overnight stimulation with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) as
described earlier (21). The cell line was maintained at 37°C with 5% CO,
using RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 10% decomple-
mented fetal calf serum (FCS), 100 IU/ml penicillin, and 100 pg/ml strep-
tomycin.

(iii) Human blood monocyte-derived macrophages. Human blood
monocyte-derived macrophages (HM®) were obtained by purifying
monocytes from peripheral blood mononuclear cells obtained from
blood buffy coats (supplied by Etablissement Frangais du Sang, Rennes,
France), as described earlier (22). Briefly, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF)-mediated differentiation of mono-
cytes was conducted for 6 days to obtain primary human macrophages;
cells were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% de-
complemented FCS. The culture conditions were similar to those men-
tioned for THP-1 macrophages.

Macrophage cytotoxicity assay. The cytotoxicity test was performed
with macrophages derived from THP-1 and HM® by an MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay as de-
scribed earlier (23). Briefly, the THP-1-derived macrophages were ma-
tured overnight (96-well plate) with the culture conditions mentioned
above at a final density of 10° macrophages/well. The medium was re-
moved, and fresh medium was added with the final concentrations of
different Galf derivatives (5 pM to 3,200 uM) and HePC (3 pM to 2,457
M). The macrophages were further incubated for 24 h before proceeding
with MTT. Briefly, the medium was removed carefully and replaced by
100 pl of MTT (Molecular Probes, CA) solution at 0.5 mg/mlaccording to
the manufacturer’s protocol. The plates were incubated for 2 h at 37°C;
afterwards, the medium was removed, and 100 i of dimethyl sulfoxide
(DMSQO) was added in each well. Absorbance was read at 540 nm using a
SpectroStar Nano instrument (BMG Labtech, USA) to determine the
amount of formazan production, which determines the relative cell via-
bility. Data were analyzed using the MARS data analysis software pro-
gram. The cytotoxicity concentration for 50% of cells (CCs,) for Galf
derivative-treated conditions was determined by setting the optical den-
sity of the control to 100%. All conditions were performed in triplicate.

Promastigote growth inhibition assay. The in vitro antiparasitic ef-
fect of the synthesized galactofuranose derivatives was evaluated on pro-
mastigotes by using a culture microtitration method as previously
described (19, 24, 25). Briefly, L. donovani promastigote parasites expo-

aacasm.org 2157



Suleman et al.

nentially propagated (day 3 of culture) were incubated with different con-
centrations of Galf derivatives (1 LM to 3,200 wM) and HePC (0.9 uM to
2,457 uM) under sterile conditions. The concentration of parasites was set
at 10°/ml (10,000 promastigotes/well), and each condition was tested in
triplicate. After 48 h of incubation, serial 2-fold dilutions of the suspen-
sions were performed in 96-well microplates using Schneider’s drosophila
culture medium, to reach the dilution limit of residual viable parasites.
Subsequently, the plates were incubated for 3 additional days and were
examined using an inverted microscope at a magnification of X200 or
X400. Evaluation of parasite survival was assessed by determining the
presence or absence of mobile promastigotes in each well, and evaluation
of parasite growth was done by obtaining the last dilution titer for which
the well contained at least one parasite; comparison was done between
treated and untreated conditions. The effects of galactofuranose deriva-
tives on L. donovani promastigote growth were expressed as the reduction
percentage of parasite growth obtained for each drug concentration, by
comparison to untreated wells, and the 50% inhibitory concentration
(IC4,) was determined. The selectivity index (SI) was calculated as CCyo/
ICs0, as described earlier (26). Each experiment was repeated at least
thrice.

Promastigote cytotoxicity assay. A commercial cell cytotoxicity assay
(CellTox Green; Promega) was also used to determine the [C., of com-
pounds. This assay is based on the intensity of fluorescence detection after
binding of a fluorescent dye to DNA of cells with impaired membrane
integrity. Fluorescence intensity is proportional to cell death. The exper-
iment was performed following the manufacturer’s instructions. Briefly,
serial dilutions (160 pM to 0.156 nM) of compounds were incubated with
75 X 10 parasites (1.5 X 10°/ml) in a black 96-well microplate for 24 h.
Then, 100 pl of CellTox reagent diluted to 1/500 was added per well,
placed for 1 min on a rotating agitator, and then incubated for 15 min at
room temperature (RT). Fluorescence was detected on a fluorocytometer
(Gemini) using 485- to 500-nm (excitation) and 520- to 530-nm (emis-
sion) filters. Results were acquired by using SoftMax Pro Gemini XS soft-
ware and converted to Excel format. Experiments were performed in
quadriplate and repeated twice.

STDD-NMR. The quantification of molecular interaction of L. don-
ovani promastigotes (whole cells) and compounds 1, 2, 3, 4, 5, and 6 were
analyzed by saturation transfer double difference (STDD)-NMR. Galac-
tose was used as a negative control. Parasite cultures at exponential growth
stage (3 to 5 days) were harvested by centrifugation at 2,500 X gfor 15 min
at 4°C. The supernatant was discarded, and the pellet was resuspended in
phosphate-buffered saline (PBS) buffer (pH 7). The same steps were re-
peated twice using deuterated PBS (previously exchanged with D,0;
pH = 7.5 to 7.8). Each sample tube was filled with an amount of L.
donovani ranging from 2 X 10° to 2.7 X 10 cells per tube. The product
tested was introduced at a concentration of 1.5 mg/ml and completed to
500 pl of deuterated PBS. This concentration of 1.5 mg/ml was chosen to
ensure observing properly the effects and avoiding a too-long acquisition
time, which could lead to cell degradation. All samples were checked by
microscopy after the experiments to ensure that these conditions did not
affect cell integrity during data acquisition.

STD-NMR experiments were recorded at 298 K on a Bruker Advance
IIT 400-MHz spectrometer. The on-resonance irradiation and the off-
resonance of the cell suspension were performed at 7 ppm and + 100 ppm,
respectively; the resulting difference between both spectra constitutes the
saturation transfer difference (STD) spectrum. Acquisition of an STD-
NMR spectrum for each compound was made in the absence of cells as a
reference in order to verify the absence of STD effect under these experi-
mental conditions. The STD-NMR reference spectrum of the cell suspen-
sion without compound was used for the double-difference filter. The
final STDD spectra were obtained by manually subtracting the cell STD
spectrum from each of the (cells plus compound) spectra. Intensities of all
STD effects were calculated through integrals over the respective signals in
a "H NMR reference spectrum. The largest STD effect in each spectrum
was set to 100%, and relative intensities were determined. Hence, suffi-
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cient comparisons of relative STD effects between the different com-
pounds were possible, but absolute binding intensities could not be de-
termined.

EPR. The fluidity of the L. donovani promastigote membrane was
determined by a spin-labeling method using electron paramagnetic reso-
nance (EPR), as described previously (27). L. donovani promastigotes
were incubated with the obtained IC, of different Galf derivatives (com-
pounds 1, 2, and 3) or with controls (compounds 5, 6, and HePC) for 48
hat 27°C. Standard controls having membrane fluidifying and stabilizing
effects, namely, Tween 20 and ursodeoxycholic acid (UDCA), respec-
tively, were used (27, 28). To investigate the reversibility and specificity of
the rigidifying effect observed with compound 1, L. donovani promasti-
gotes were initially incubated with compound 1 for 48 h and then washed
using PBS and treated with Tween 20 or UDCA for 30 min before EPR
analysis. Afterwards, the parasites were washed twice with PBS and were
spin labeled with 32 pg/ml 5-doxylstearic acid (DSA) (Sigma-Aldrich), a
fatty acid exhibiting a stable nitroxide radical ring at the C-5 position.
After three washing steps with PBS, the resulting promastigote sample was
transferred to a disposable glass capillary. The EPR spectra of untreated
and treated labeled samples were acquired at room temperature on a
Brucker Elexsys EPR spectrometer operating at 3,509-G center field,
20-mW microwave power, 9.86-GHz microwave frequency, 1.77-G mod-
ulation amplitude, and 100-kHz modulation frequency. The fluidity of
thelabeled membrane was quantified by calculating the order parameter S
according to equations described previously (29). The S value is inversely
proportional to the membrane fluidity; an increase in the value of § is
interpreted as a decrease in membrane fluidity and vice versa. All condi-
tions were performed in triplicate and obtained from three identical ex-
periments.

TEM. L. donovani promastigotes were incubated with two different
galactofuranose derivatives (compounds 1 and 3) at 125 pg/ml (5 X 108
promastigotes/sample) for 48 h at 27°C. Afterwards, the parasites were
washed twice with PBS and then centrifuged and fixed for 4 h with 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2}, rinsed, and then post-
fixed for 3 h with 1.5% OsO, in the same buffer. Samples were washed and
dehydrated in a graded series of increasing concentrations of ethanol (50,
70, 80, 90, and 100% [vol/vol]). Pure ethanol was then exchanged by
propylene oxide, and samples were gradually infiltrated with increasing
concentrations (30, 50, 70, and 100% [vol/vol]) of epoxy resin (mixed
with propylene oxide) for a minimum of 3 h per step. Samples were left
overnight in pure epoxy resin. Infiltration was continued the next day
with 2,4,6-Tris dimethylaminomethyl phenol-30 (DMP30)-epoxy resin
for 3 h, Samples were finally embedded in a new mix of DMP30-epoxy
resin and polymerized at 60°C for 24 h. Ultrathin sections (80 nm) were
then cut with a UCT Leica ultramicrotome, placed on grids, poststained
for 30 min with uranyl acetate and then for 20 min with lead citrate, and
viewed with a Jeol 1400 TEM supplied with a Gatan Orius camera.

Analysis of PS externalization by flow cytometry. Apoptosis-like cell
death is characterized by the exposure of phosphatidylserine (PS) at the
cell membrane. PS externalization was determined according to the man-
ufacturer’s protocol using the commercial Dead Cell apoptosis kit (Mo-
lecular Probes), with annexin V-Alexa Fluor 488 and propidium iodide
(PI). Annexin V binds to the cell by exploiting its high Ca®*-dependent
affinity for PS, whereas P1 labeling is observed following necrosis. Briefly,
L. donovani promastigotes were incubated with or without compound 1
or 2 at their respective IC. s for 24 h, washed twice using PBS, and resus-
pended in annexin binding buffer at 1 X 107 parasites/100 pl. Stauropo-
rine (STS) was used as a positive control for apoptosis and incubated with
parasites at a final concentration of 2.5 uM. Five microliters of annexin V
solution and 1 pul PI at 100 pg/ml were added, and the mixture was incu-
bated for 15 min at room temperature, following the manufacturer’s in-
structions. Afterwards, 400 pl of annexin binding buffer was added, and
the fluorescence of the stained parasites was analyzed using a Beckman
Coulter FC500 cytometer; fluorescence emission was quantified using
CXP analysis software.
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TABLE 1 In vitro IC, s of various galactofuranose derivatives for L. donovani promastigote growth and determination of CC,,s toward human

macrophages
a - S

1C,, (kM)" CCsp (M)” (mean =SEM) Selectivity index (CCs,/ICs,)
Compound (mean = SEM) HM® THP-1 HM® THP-1
1 896 =25 1,431.4 = 0.4 1,508.4 = 0.03 159.7 168.3
2 416+ 83 736.6 * 0.1 804.6 *+ 0.08 17.7 19.3
3 8000 1,5954 £ 0.4 1,608.8 = 0.03 1.99 2.01
4 1,360 = 16.6 7474 = 0.3 ND 0.55 ND
HePC 3380 128.1 £ 0.3 146.1 = 0.03 37.9 43.2

* Each concentration (serial dilutions) was tested in triplicate in three independent experiments. IC5;, 50% inhibitory concentration; CC.g, cytotoxic concentration; HM@; blood-

derived human macrophages; ND, not determined.

Confocal microscopy analysis of annexin V binding. L. donovani
promastigotes (107) were treated with compound 1 at IC,,, for 24 h or left
untreated, later washed once using PBS, and labeled for morphological
visualization using carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester
(CFSE) (Invitrogen) during 5 min at a 2 uM concentration for 107 para-
sites/ml. Then, parasites were labeled with annexin V-phycoerythrin (PE)
(apoptosis detection kit; BD Pharmingen) according to the manufactur-
er’s instructions. After a washing step with PBS, parasites were observed
by using a Leica TCS SP5 microscope (Leica Microsystems). [mages were
processed using LAS-AF software (Leica Microsystems).

Amastigote growth inhibition assay. Human macrophages (THP-1)
were cultured in §-well Labtech slides and infected for 24 h with untreated
L. donovani promastigotes at a 20:1 promastigote/macrophage ratio.
Wells were washed 5 times using culture medium to remove all extracel-
lular promastigotes and were incubated with either compound 1, 2, or 3 at
80 M or HePC at 7.66 M for 48 h at 37°C. The cells were washed once
with medium and stained with May-Griinwald Giemsa (MGG) stain, and
the percentage of infected macrophages was determined (presence of in-
tracellular parasites) via microscopic examination using a 100X oil im-
mersion lens. A minimum of 200 macrophages were counted in different
locations of each stained well for both treated and untreated conditions.
Data were analyzed by setting values of multiplying amastigotes (>2 par-
asites/cell) to 100% for untreated wells and comparing with values ob-
tained with treated conditions. All conditions were done in triplicate and
repeated at least three times.

Detection of ROS production. To determine the generation of reac-
tive oxygen species (ROS) in L. donovani-infected macrophages, we used
the cell-permeating probes dihydrorhodamine 123 (DHR) and dihydro-
ethidium (DHE) for measuring the production of peroxide and superox-
ide species, respectively. The techniques were optimized as described pre-
viously (30) with some modifications. DHR 123 (Molecular Probes) was
used to detect increased fluorescence after passive diffusion across the
parasite membrane, where it reacts with hydrogen peroxide in the pres-
ence of peroxidases from cationic rhodamine 123 emitting green fluores-
cence, which localizes in the mitochondria. DHE (Molecular Probes)
forms a red fluorescent product (ethidium) upon reaction with superox-
ide anions. HM@ were infected with L. donovani (10:1) for 24 h, followed
by treatment with 80 wM compound 1 or 2 for 24 h. Lipopolysaccharide
(LPS) was used as a control to stimulate HM@ ROS production. Cells
were washed with PBS and then centrifuged and incubated with either
DHR or DHE in a 1-ml volume for 60 min and 20 min, respectively. Cells
were washed once with cold PBS, and fluorescence was measured by flow
cytometry using a Beckman Coulter FC500 cytometer. Quantification of
fluorescence emission was analyzed using CXP analysis software.

Statistical analysis. Data were expressed as arithmetic means * stan-
dard errors of the means (SEM) and compared using the Mann-Whitney
test. Statistical analysis was made using the GraphPad Prism v5 software
program (GraphPad Software, USA). Statistically significant results are
indicated as follows: [ P << 0.05; (1}, P << 0.01; (1] P < 0.001.
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RESULTS

Inhibition of L. donovani promastigote growth by Galf deriva-
tives in vitro. Several Galf derivatives showed inhibition of par-
asite growth, notably compounds 1 and 2, with IC,,s 0f 8.96 &=
2.5 pM and 41.6 = 8.3 pM, respectively. Contrasting with that,
compounds 3 and 4 showed limited or no effect on parasite
growth even at high concentrations compared to results under
the control untreated condition (Table 1). Overall, the effica-
cies of the four compounds could be ranked as compound 1
being the most effective, followed by compounds 2, 3, and 4, in
decreasing order of effectiveness. To gain further insight into
the mechanism of action of Galf derivatives and particularly to
investigate whether the strong effects shown by compound 1
were due to the octyl chain or to the sugar ring structure, we
subsequently tested its structural isomer compound 5 (n-octyl-
B-p-galactopyranoside) and compound 6 (octyl chain alone).
We found no effects on the growth of L. donovani promastigotes
using optimal concentrations of compound 5 or 6. In parallel, L.
donovani promastigotes were cultured with HePC, and the calcu-
lated IC;,, was 3.38 M under experimental conditions similar to
those for other Galf derivatives (Table 1). The determination of
IC;, using the CellTox Green assay confirmed that the best antil-
eishmanial activity was obtained with compound 1 (IC;, = 2.4
pM; 95% confidence interval [CI], 0.39 to 14.7 pM) and sug-
gested that this compound had an effect on membrane integrity.
Indeed, the principle of this assay relies on the intracellular pene-
tration of a dye and fluorescence detection after binding to DNA,
which can occur only in the case of membrane alterations. Results
with this assay led to a somewhat similar IC;, for compound 2 but
with a huge unreliable confidence interval (95% CI = 0.3 to 39.7)
and did not yield any result for the remaining compounds or for
HePC (data not shown).

Galf derivatives have low cytotoxic effect on human macro-
phages. The MTT assay showed that Galf derivatives did not
present any cytotoxic effects against either THP-1 or HM® at
optimum biological activity concentrations. The CCs, of com-
pounds 1, 2, 3, and 4 toward HM@ was high, ranging from
1,431.3 = 0.4 uM to 747.3 = 0.3 wM, whereas it was 128.1 =
0.3 pM for HePC (Table 1). The selectivity index (SI) was
calculated for the Galf derivatives; the most significant SI was
obtained for compound 1, which was 4.2 times better than that
of HePC with blood-derived human macrophages (159.7 ver-
sus 37.9, respectively). Similar results were obtained with the
THP-1 cell line (Table 1). Due to its higher IC,,, the SI of
compound 2 was lower than that of HePC.
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FIG 2 Quantification of molecular interactions of Galf derivatives with the promastigote membrane by STDD-nuclear magnetic resonance. Interaction results
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D), and compound 6 (E) are shown. The terminal protons of the alkyl chain

yielded the highest STD effect in each spectrum and thus was set to 1009, and the relative intensities of other molecular structures were determined. Data are

representative of two independent experiments.

STDD-NMR spectroscopy demonstrates molecular interac-
tion between L. donovani promastigotes and galactofuranose
derivatives. STD-NMR nowadays constitutes a reliable and cheap
tool for observing interactions between ligands and their biologi-
cal receptors or ligands (31). In order to determine the level of
interaction between the galactofuranose derivatives and Leishma-
nig donovani membrane assemblages, we used a second genera-
tion of STD-NMR, termed saturation transfer double difference
(STDD-NMR), which can be an effective tool when using whole
cells (32, 33). The double STD (STDD) spectrum is obtained from
the difference between the STD spectrum of a sample containing
cells and their presumed ligand and the STD spectrum obtained
with the sole cells, thus eliminating noise due to other molecular
components present in the cell surface.

Octyl galactofuranosides were all tested at a concentration of
1.5 mg/ml, below the compound 1 critical micelle concentration,
which is 1.78 mg/ml, thus avoiding a micellar state. Such concen-
trations were previously shown to be needed to measure an inter-
action between a compound and the membrane (34). The resul-
tant effects were expressed as percentages, giving 100% to the
highest signal, which is in all cases the signal for the terminal
protons of the alkyl chain. Compounds 1, 2, and 3 showed similar
results, namely, a strong STD effect on the alkyl chain and relative
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close intensities for all the other sugar ring protons (Fig. 2). Al-
though interaction intensities of the sugar ring were similar for the
three above-cited compounds, they were somewhat higher for the
compound 1 sugar motif (52% to 84%) than for compound 2
(33% to 62%) and compound 3 (37% to 72%) (Fig. 2). Com-
pound 4 did not yield any workable spectrum despite repeated
experiments.

To correlate these assays to the in vitro experiments, STDD
spectra of compound 5 (n-octyl- galactopyranoside) and com-
pound 6 (#n-octanol) were also set up and showed also a similar
pattern of interaction for the alkyl chain (high transfer saturation)
but a lower one for each of the galactopyranose sugar ring protons
(29% to 55% interaction only) (Fig. 2). A negative control using
galactose, which led to no STD effect at all, confirmed that the
observed signals were not an artifact.

Compounds 1 and 2 exert a rigidifying effect on the L. don-
ovani promastigote membrane. To further explore the conse-
quences of this molecular interaction of galactofuranose deriva-
tives with L. donovani promastigotes, we evaluated their effect on
membrane fluidity using the EPR technique. Three Galf deriva-
tives yielding distinctive effects on parasite growth in vitro were
selected, i.e., compounds 1, 2, and 3. A signiﬁcant increase in the
value of § (order parameter S) in parasites treated with compound
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FIG 3 Analysis of membrane fluidity by electron paramagnetic resonance.
Parasites were incubated with or without the Galf derivatives for 2 days and
then incubated with spin label 5-DSA. (A) Treatment with compounds 1 and
2 at their respective IC;, and with compounds 3, 5, and 6 at =400 uM con-
centrations; lane C represents untreated control parasites. (B) Reversal of ri-
gidifying effect of compound 1 after treatment with Tween 20 and similar
effects observed after treatment with the rigidifying control UDCA followed by
Tween 20. Data are expressed as means =SEM and are representative of three
independent experiments; each condition was tested in triplicate. Significance
of results is expressed as follows: [IT}, P < 0.001; (I} P < 0.01; 00 P < 0.05.

1 at the IC,, was obtained (§ = 0.64 = 0.004 versus 0.604 = 0.002
in treated and untreated control parasites, respectively; P <
0.0001) (Fig. 3A). Since S is inversely proportional to the mem-
brane fluidity, compound 1 appears to significantly rigidify the L.
donovani phospholipidic membrane. Similar results were ob-
tained for compound 2, with an § value of 0.63 = 0.001 (P <
0.001). In contrast, when parasites were treated with the least-
effective compound, compound 3, no significant difference in the
value of the order parameter was observed (§ = 0.584 = 0.0006; P
value is not significant [ns]), indicating that this compound had
no effect on promastigote membrane fluidity. Two other com-
pounds, 5 and 6, which showed interaction by NMR, which was
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lower, but no antiparasitic effects, were also analyzed for their
effects on membrane fluidity. Neither significantly modified
membrane fluidity (Fig. 3A).

To further validate the rigidifying effect of compound 1, we
verified the effect of treatment with Tween 20 and ursodeoxy-
cholicacid (UDCA). Results showed the reversal of the rigidifying
effect of compound 1, with an S value of 0.641 = 0.001 and an §
value of 0.588 = 0.005 (P < 0.05) before and after Tween 20
treatment, respectively, yielding results similar to those for para-
site treatment with Tween 20 alone (S = 0.566 £ 0.002; P = ns).
Additionally, UDCA was added to the L. donovani promastigotes
for 1 h of incubation as a stabilizing control (28) and confirmed a
rigidifying effect at a level similar to that obtained with compound
1 (§ = 0.643 * 0.002). This effect due to UDCA could be also
reversed by treatment with Tween 20 (§ = 0.608 * 0.003; P <
0.05) (Fig. 3B).

Transmission electron microscopy analysis of L. donovani
promastigotes treated with compound 1 reveals profound
structural alterations. We investigated the nature and extent of
damage to L. donovani promastigotes caused by compound 1, us-
ing TEM. Compound 3, which had little effect on parasite growth,
was used as a control. Untreated promastigotes presented well-
defined, intact cellular structural details (Fig. 4A), notably on
higher magnification (<80.000). In particular, the surface re-
mained intact, which is essential for the viability of promastigotes,
and the subpellicular microtubules structure is intact, as shown in
longitudinal or cross-sectional views (Fig. 4A, panels ¢, e, and f).
Conversely, after 48 h of incubation with compound 1, about 90%
of parasites showed severe alterations (Fig. 4B, panels g and k),
extending from the phospholipidic membrane to inside organelles
(Fig. 4B, panels h and 1). Structural abnormalities included prom-
inent surface changes, including the detachment of the plasma
membrane from the layer of subpellicular microtubules (Fig. 4B,
panels i and m) or a complete interruption of the plasma mem-
brane (Fig. 4B, panels j and 1) leading to extensive damage of
cytoplasmic organelles, such as the cell nucleus, kinetoplast, mi-
tochondria, and storage compartments, and a leakage of damaged
organelles outside the cell. Beside these striking effects observed
with compound 1, compound 3 did not lead to major alterations
of membrane integrity but rather induced some deformations
(Fig. 4C), which had no visible consequences for intracellular or-
ganelles, thus probably explaining the lack of effect on parasite
survival and growth.

Compound 1 induces apoptosis in L. donovani promasti-
gotes. A confocal analysis of promastigotes labeled with annexin V
and CFSE revealed an increase in surface binding of annexin V
after treatment with compound 1 (Fig. 5A) compared to that for
untreated parasites. Flow cytometry analysis of promastigotes
treated with compound 1 or 2 showed a dramatic increase in an-
nexin V binding, with 91.1% and 81.5% of labeled cells, respec-
tively, compared to that for untreated parasites (4.4%). The mean
fluorescence intensity (MFI) of annexin V' parasites was signifi-
cantly higher than that of untreated ones (P < 0.05) (Fig. 5B and
C). In contrast, PI labeling was very low in control parasites and
did not increase after treatment, confirming that parasite damage
induced apoptosis and that death was not due to necrosis.

Compound 1 controls intramacrophagic amastigote growth
through stimulation of ROS production. To examine the capac-
ity of Galf derivatives to control the intramacrophagic amastigote
multiplication, THP-1-derived macrophages were infected with
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FIG 4 Ultrastructural analysis of L. donovani promastigotes by transmission electron microscopy. (A) Untreated promastigotes with intact cytoplasmic
organelles (aand d), intact plasma membrane (arrow) (b and ¢), or intact subpellicular microtubules (arrow) (e and f). (B) Promastigotes treated with compound
1, showing a high proportion of altered parasites (g and k), partial (h and i, arrow) or complete (m, arrow) detachment of the plasma membrane from the layer
of subpellicular microtubules or complete disruption of the plasma membrane (j and 1, arrow), or destruction of numerous intracellular organelles. (C)
Compound 3-treated promastigotes, showing deformation of the plasma membrane (n and o) but no membrane rupture (p, arrow). Data are representative of
two independent experiments. Scale bars represent 1 wm (a, g, and n) at magnification X12,000 (12K), 0.5 m (b, d, h, k, and o) at magnification 25K, or 0.2 pm

(c, e, f, 1, j, m, and p) at magnification 80K.

L. donovani promastigotes for 24 h and then treated with the dif-
ferent compounds for 48 h. Compounds 1 and 2 significantly re-
duced amastigote multiplication (P < 0.05), whereas only mod-
erate effects were observed with compound 3 (Fig. 6). HePC used
as a control showed effective inhibition of amastigotes multiplica-
tion inside infected macrophages in a manner similar to that of
compound 1 (Fig. 6).

To investigate the mechanism by which macrophages control
amastigote growth, we quantified ROS production by flow cytom-
etry. The MFI of DHR™ infected macrophages was significantly
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increased in parasites treated with compounds 1 and 2, but to a
greater extent with compound 2 (P < 0.05 and P < 0.01, respec-
tively) (Fig. 7A), indicating peroxide production in these cells.
Similarly, superoxide detection was increased in infected macro-
phages treated with compounds 1 and 2 (P < 0.05) (Fig. 7B)
compared to that for untreated macrophages.

DISCUSSION

Recent first-line drugs against leishmaniasis include miltefosine,
paromomycin, and liposomal amphotericin B, which present
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FIG 5 Quantification of apoptotic promastigotes. (A) Confocal microscopy examination of L. donovani promastigotes incubated with compound 1 at its IC,
(lower panel) or left untreated (upper panel) and then labeled with CFSE and annexin V-PE. Representative slides from triplicate experiments are shown. (B)
Flow cytometry analysis of L. donovani promastigotes labeled with annexin V-AF488 and PI. Staurosporine (STS) was used as a positive control for apoptosis. The
left panels show dot plots from control or treated parasites, and right panels show the quantification of annexin V-positive cells. Each panel is representative of
triplicate experiments. (C) Mean fluorescence intensity (MFI) of annexin V* promastigotes, treated with compound 1 (1), compound 2 (2), or STS or left
untreated (Un). Results are expressed as means * SEM of data from triplicate experiments, and significance is expressed as follows: [} P < 0.05.
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FIG 6 Inhibition of intramacrophagic L. donovani amastigote multiplication
after treatment with Galf derivatives. THP-1 macrophages were infected by L.
donovani promastigotes for 24 h and then treated for 48 h with different com-
pounds. Results are presented as percentages of infected macrophages with
multiplying amastigotes, determined by comparison to the values of untreated
control wells (lane C) arbitrarily set to 100%. Significant results are shown as
“0" (P < 0.05). Data are representative of three independent experiments.

multiple shortcomings, such as resistance and side effects (35, 36).
Therefore, novel therapeutic approaches, particularly those aimed
at exploring new horizons for the development of efficient antil-
eishmanial molecules, are required (37-39). Current advances in
our understanding of the biosynthesis of Galf-containing glyco-
conjugates have opened a new field of research, since these com-
pounds are found at the surface of several widespread human
pathogens, including Leishmania (13). Interestingly, galactose is
also present in mammalian cells but exclusively in the hexopyra-
nosyl form, thus making furanosides a specific target for interven-
tion therapies (40).

Since UDP-Galfis essential for the biosynthesis of all glycocon-
jugates containing a Galf moiety, we first generated UDP-Galf
derivatives with the aim of interfering with LPG synthesis or with
Mpyecobacterium smegmatis growth, with promising results (19, 41).
However, synthesis of UDP-Galf derivatives is a complex process,
and further experiments are currently limited by the quantities of
compounds synthesized.

In this work, we focused on synthetic alkyl galactofuranoside
derivatives that fulfill two main criteria: (i) the presence of a C-6
alterable galactofuranose ring linked to a lipophilic Cq tail, and (ii)
their availability in large quantities. We demonstrated that activity
of Galf derivatives against L. donovani promastigotes varied ac-
cording to the group substituted at the C-6 position. Compound 1
showed the strongest effect on promastigote growth, whereas
compound 2 had a moderate IC., and compounds 3 and 4 were
found to be poorly active. Additionally, we demonstrated that the
activity of these furanoside compounds was specific by incubating
parasites with a structural isomer of compound 1, i.e., compound
5 (Galp-Oct), and with the octyl chain, i.e., compound 6, solely.
Both of them had no biological effect, implying that the activity is
conferred by the furanoside ring, Our IC;, results using HePC on
promastigotes are in coherence with previously published data
(26,42), thus allowing reliable comparison of efficacy between our
molecules and a reference treatment.

The uniqueness of Galf derivatives relies in their low cell tox-
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FIG 7 Quantification of reactive oxygen species (ROS) production by macro-
phages. Human macrophages (HM@®) were infected (lanes L.d, 1, 2, and LPS)
or not (lane C) with L. denovani and then treated overnight with compound 1
(1) or compound 2 (2) or LPS or left untreated (L.d). (A) peroxide levels were
measured using the specific fluorescent dye dihydrorhodamine (DHR). (B)
Superoxide detection was quantified using dihydroxyethidium (DHE) stain-
ing. Significant results are shown as “C7 (P < 0.05). Data are representative of
two independent experiments.

icity. In our hands, the CCs, values obtained for THP-1 and HM@®
were 6- to 12-fold lower than those with HePC, which showed
cytotoxic levels similar to those described earlier by others (26,
43). Compound 1 had the most interesting SI, which was 4-fold
higher than that of HePC.

Regarding the contrasting results obtained with the various
C-6-modified octyl galactofuranosides, the poor inhibition ob-
served with compound 3 (6-N;-) and compound 4 (6-NHAc-)
suggests that the presence of a polar moiety at this terminal posi-
tion is important to obtain an inhibitory effect on L. donovani
promastigotes. Besides, we could rule out an effect due to the
inherent auto-organization property of alkyl glycosides, which
could possibly facilitate compound penetration into the mem-
brane since the concentrations tested were well below the critical
micelle concentration value (1.78 mg/ml for compound 1), and
thus its activity was not due to a surfactant property. In addition,
according to Weniger et al. (44), the biological activity of any drug
cannot be attributed to cytotoxicity when its SI is O 10, which was
the case here.

These first observations suggested a specific interaction with
the parasite membrane which could decrease parasite growth or
modify cell recognition and prompted us to explore more deeply
the properties of these compounds. To confirm the hypothesis
that the products directly interact with L. donovani membrane
assemblages, we proceeded to the setting up of STDD-NMR with
whole cells. This technique yielded spectra showing that all of
them could interact with the membrane through the octyl chain.
We can therefore stress the fact that this part of the molecules is
the closest to the membrane and could probably act as a lipophilic
anchor or could possibly be recognized by enzymes presenting a
hydrophobic pocket. Additionally, a moderately stronger interac-
tion of the furanoside ring than of the pyranoside ring was ob-
served by NMR, emphasizing the role of the specific sugar struc-
ture in the biological effects observed on Leishmania survival and
infectivity.

Since molecular interaction through the octyl chain seems es-
sential to anchor the molecule but unlikely to support the speci-
ficity of the biological effect, we used EPR to further investigate
the potential role of the furanose form on the promastigote mem-
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brane. It appeared that compounds 1 and 2 had a significant ri-
gidifying effect on the promastigote membrane, similar to the
UDCA stiffening control, an effect which was not observed with
compound 3 or 5, both of which otherwise had little biological
effect on parasite growth. Huge membrane and intracellular dam-
ages induced by compound 1 but not by the poorly efficient com-
pound 3 were evidenced using TEM. In other studies reporting the
effect of drugs like HePC and diterpenoid alkaloids, parasite death
seems to result from intracellular damages rather than primary
membrane damage (37, 45). This is consistent with the results of
our cytotoxicity assay using CellTox green dye, which can effi-
ciently enter cells and bind to DNA only in the presence of mem-
brane alterations. In our hands, this assay was reliable to deter-
mine an IC, only for compound 1, which reinforces the finding that
this drug can alter the parasite membrane. The initial membrane
damage could then lead to promastigote apoptosis, as suggested by
the high level of annexin V-positive parasites after treatment with
compound 1, and subsequently to intracellular damages. These re-
sults definitely confirm that compound 1 is a potent drug against the
promastigote stage of L. donovani,

Finally, since the ultimate goal of anti-Leishmania drug devel-
opment is to combat the amastigote stage, we verified the effect of
the most effective compounds, 1 and 2, on a model of human
macrophages infected with L. donovani. Both compounds reduced
intracellular amastigote growth, though compound 2 was efficient
to a lesser degree. As a first attempt to explore the mode of action
against amastigotes, we characterized ROS production by infected
macrophages, and we obtained evidence that both compounds
stimulate peroxide and superoxide production. Since an oxidative
burst is the hallmark of an efficient antileishmanial response, as
observed in vivo (46), this could explain the enhanced parasite
control in vitro. Further explorations are needed to determine the
mechanism of the effect on amastigotes more accurately, but these
primary results are promising and are in agreement with a very
recent article in which the authors showed an immunomodula-
tory effect of galactofuranosyl glycosides on macrophages (47).

In conclusion, we demonstrated for the first time a significant
biological effect of two octyl galactofuranoside derivatives on L.
donovani promastigotes and amastigotes, particularly compound
1, octyl-B-p-galactofuranoside, whose activity is supported by the
furanose motif and seems to tightly interact with the parasite
membrane. Thus, alkyl galactofuranosides could be an attractive
basis for further drug development against this neglected disease.
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2.2.3 Effet des dérivés du Galf sur les amastigotes

2.2.3.1 Evaluation de 'effet antiparasitaire sur les amastigotes

L'activité anti-amastigotes a été tout d’abord évaluée par comptage en microscopie
optique.

Des macrophages humains cultivés en RPMI sur lame 8 puits (Nunc ™Lab-tek™ Il chamber
slide (Thermo Fisher Scientific)), ont été infectés par L. donovani (DOl 10/1). Apres
plusieurs lavages en PBS, les macrophages infectés ont été traités 48h par les différents
dérivés du Galf a 80 uM (en milieu RPMI). Le Galf-oct a quant a lui été testé également a
40, 20, et 10 puM. Apres plusieurs rincages les lames ont été colorées au MGG et le taux
d’infection a été mesuré en microscopie optique a I'objectif X50 a immersion. Pour chaque
puits au moins 200 cellules infectées ont été comptées. Chaque condition a été réalisée en
triplicat ou en quadriplicat et répétée au moins 2 fois. Les résultats sont présentés en fixant
arbitrairement le taux d’infection des contréles a 100%.

Les résultats (Figure 6, Article 3) montrent une réduction significative de 58% de la
multiplication des parasites aprés traitement par le Galf-oct et de 34% pour le NH2-Galf.
Une tendance de 17% de réduction de la multiplication est observée aprés traitement par
NHAC-Galf (non significative).

L'activité du Galf-oct est la plus intéressante, identique a l'activité antiparasitaire du
témoin miltéfosine qui permet une réduction de 60% de la multiplication des parasites

dans les macrophages.
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Figure 28 : Pourcentage de cellules infectées par L. donovani apreés traitement par Galf-oct a 10, 20, 40 et 80
um
Graphique représentant le résultat le résultat d’une expérience en quadriplicat. * : p <0,05; ** : p< 0,01
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La réduction de la multiplication des parasites dans les macrophages est la méme, environ
60% de réduction, quelle que soit la dose testée (Figure 28).

L'effet observé sur les promastigotes était concentration-dépendant permettant de
mesurer une IC-50. Alors que sur les amastigotes, I'effet ne semble pas concentration-
dépendant et la mesure de I'IC-50 n’a pas été possible (méme en descendant a des
concentrations trés basses de Galf-oct). L’activité antiparasitaire sur les amastigotes, n’est
peut-étre donc pas uniquement due a une action directe des dérivés du Galf sur les
parasites, mais pourrait étre associée a une activité immunomodulatrice favorable a
I’élimination des parasites par les cellules infectées, comme nous allons le voir dans la
partie 2.2.3.3

2.2.3.2 Visualisation de |'effet des dérivés du Galf sur des amastigotes par
microscopie électronique a transmission

Pour observer plus précisément I'effet du Galf-oct et du NH2-Galf sur les amastigotes, des
macrophages humains infectés et traités par ces 2 produits a 80 uM pendant 48h ont été
observés en microscopie électronique.

Pour cela, les cultures ont été réalisées en boite de Pétri stériles permettant apres lavages
de fixer directement les cellules en résine époxy dans la boite de culture en conservant
I'adhérence et la forme des macrophages, et de récolter ensuite les cellules dans la résine
pour faire la découpe a l'ultratome et la coloration, selon le méme mode opératoire que
pour les promastigotes (cf. 2.2.2.5).



Figure 29 : Image par microscopie électronique a transmission de I'effet du Galf-oct (B, C, D) et de NH2-Galf
(E) comparé a un témoin intecté non traité (A)
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Les amastigotes et les promastigotes dans les macrophages contréles non traités sont bien
définis, ils présentent une membrane plasmique sous laquelle un réseau de microtubules
est présent sur les coupes transversales a tres fort grossissement (Figure 29 A fléeche noire)
(x 80 000) et des organites internes intacts (Figure 29 A). Aprés 48h de traitement par le
Galf-oct, on observe une réduction du nombre de cellules infectées, et au sein des cellules
infectées, certains parasites sont trés abimés et on ne reconnait plus les organites internes
(Figure 29 B et E cercles noirs) que ce soit apres un traitement par Galf-oct (Figure 29 B) ou
aprés un traitement par le NH2-Galf (Figure 29 E). En dehors de ces parasites détruits, il y a
aussi des parasites quasiment intacts au plus faible grossissement, mais pour lesquels on
observe au tres fort grossissement un effeuillage de la membrane au sein de la vacuole
parasitophore (Figure 29 C et D Fléche noire).

Par ailleurs apres traitement par NH2-Galf des signes de souffrances cellulaires ont été
observés (données non présentées).

2.2.3.3 Evaluation de la production de ROS et de NO par les macrophages infectés
puis traités

L'immunité efficace anti-leishmanie, passe par une réponse orientée Thl et aboutit a la
production de dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS) en particulier des especes nitrées
oxygénées comme le monoxyde d’azote (159). Nous avons donc quantifié ces dérivés
oxygénés apres traitement.

2.2.3.3.1 Détection des ROS produit par des macrophages infectés puis traités par les
dérivés du Galf

Nous avons évalué la production de ROS par les macrophages avec le kit de marquage au
dihydroethidium (DHE) (Molecular Probes® Invitrogen™ réf : D-1168) et le kit de marquage
a la dihydrorhodamine 123 (DHR) (Molecular Probes® Invitrogen™ réf: D-632). Le DHE
permet la détection des anions superoxydes 0,*. En effet, cette molécule qui fluoresce
dans le bleu, diffuse librement dans le cytoplasme des cellules et s’oxyde en éthidium au
contact des anions superoxydes. L’éthidium va ensuite s’intercaler a ’ADN dans le noyau et
n’a pas le méme spectre de fluorescence que le DHE, il est excité a 488 nm et émet a 585
nm. La DHR péneétre également librement dans les cellules, elle n’émet pas de fluorescence
mais son oxydation par le peroxyde d’hydrogene (H,0,), qui est un autre ROS, aboutit a la
formation de rhodamine, qui elle, fluoresce (excitation a 505 nm et émission a 530 nm).

Des macrophages issus de PBMC ont été différenciés en macrophages selon le protocole
décrit dans la partie 2.1.1.1, puis infectés par L. donovani (DOl 10/1) pendant une nuit ou
non infectés et traités par le Galf-oct et par NH2-Galf a 80 uM pendant 48h. Des controles
non traités ont également été réalisés pour les 3 polarisations macrophagiques.

Apres décollement et lavage au PBS, les macrophages ont été incubés a 37°C sous 5% de
CO, pendant 20 min avec la solution de DHE a 5uM ou pendant 1h avec la solution de DHR
a 5uM. La fluorescence émise a ensuite été mesurée par cytométrie en flux avec le laser a
488 nm et le filtre FL1 pour le marquage a la DHR et FL2 pour le marquage au DHE.

En comparaison avec la production de ROS apres stimulation par le LPS, on observe bien
une inhibition de cette production pour les macrophages infectés par L. donovani. Apres



traitement par le Galf-oct et NH2-Galf, il y a récupération de la capacité de production des
ROS, la production d’H,0, est augmentée par les 2 dérivés du Galf testés au-dela de la
production d’H,0, apres stimulation par le LPS. Apres traitement par NH2-Galf, la
production d’0," est supérieure a celle obtenue aprés stimulation par le LPS, ceci peut é&tre
en rapport avec la cytotoxicité de NH2-Galf qui a été observé en MET.

(Figure 7 de I'article 3)

2.2.3.3.2 Evaluation de la production de NO par les macrophages infectés puis traités par
les dérivés du Galf

Le NO est produit suite a I'induction d’iNOS, I’évaluation de I'expression d’iNOS a donc été
évaluée pour des macrophages humains issus de PBMC, infectés par L. donovani puis
traités par le Galf-oct ou par NH2-Galf pendant 48h, selon la méthode décrite dans la partie
3.2.3. Brievement, apres extraction des ARN totaux, la quantité de transcrits d’iNOS a été
comparée a la quantité de transcrit d’'un géne de ménage (18S) permettant d’évaluer
I'induction ou la répression de ce géne.
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Figure 30 : Induction d'iNOS par des macrophages infectés puis traités par Galf-oct et NH2-Galf.
Graphique représentant une expérience réalisée en triplicat a partir de macrophages d’un donneur.

L'expression d’iNOS est significativement augmentée dans les macrophages infectés puis
traités par les 2 dérivés du Galf comparés aux macrophages contréles non infectés. Mais en
comparaison avec les macrophages infectés la tendance a I'induction n’est pas significative
sur cette expérience. Cette analyse a été complétée avec un plus grand nombre de
donneurs et sur des macrophages prépolarisés (voir Partie 3).
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Le principe du dosage NO est basé sur la réaction de Griess. Il s'agit d'une réaction de
diazotation en deux étapes : les nitrites forment un sel de diazonium avec l'acide
sulfanilique qui est ensuite couplé avec une amine (N-naphtyléthyléne diamine) pour
donner un colorant azoique qui absorbe a 540 nm.

La production de NO a été évaluée dans les surnageants de cultures des macrophages non
infectés, ou infectés par L. donovani, puis traités par le Galf-oct ou le NH2-Galf a 80 uM
pendant 48h. Des contrdles non traités ont également été réalisés. Apres centrifugation,
150ul de surnageant ont été mis en contact avec un volume équivalent de solution de
Griess (mélange extemporané d’une solution de sulfanilamide a 5.44% dans de l'acide
chlorhydrique (HCI) et d’'une solution d’a-naphtyléthyléne diamine a 0.128% dans I'HCI)
pendant 10 min a température ambiante. Une gamme de NaNO, de 0.78uM a 50uM est
également réalisée et testée selon le méme protocole.

L’absorbance est lue a 540 nm & l'aide du SPECTROstar™" BMG LABTECH et les
concentrations en NO sont calculées a 'aide du logiciel MARS data analysis.
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Figure 31 : NO produits par des macrophages infectés puis traités par Galf-oct et NH2-Galf
Graphique représentant les résultats de 2 expériences réalisées en triplicat.

Les macrophages infectés puis traités par le NH2-Galf produisent significativement (p =
0.0022) plus de NO que les macrophages infectés non traités. Une tendance a la production
de NO est également observée apres traitement par le Galf-oct mais non significative (p
=0.0542).

Le traitement par ces 2 dérivés du Galf semble donc en faveur de la mise en place d’une
réponse immune efficace contre les leishmanies.



2.2.4 Localisation intracellulaire du Galf grace a des dérivés furanosidigues
fluorescents

Devant I'action visiblement immunomodulatrice des dérivés du Galf, nous nous sommes
demandés si les molécules agissaient uniquement a la membrane des macrophages ou si
elles étaient capables de pénétrer dans les cellules pour y exercer une action
antiparasitaire. L'utilisation de traceurs fluorescents couplés au Galf-oct nous a semblé une
approche intéressante pour répondre a cette question et aider a caractériser son mode
d’action sur les amastigotes. Nous avons utilisé deux constructions de Galf-oct : couplé a la
rhodamine ou a la fluorescéine.

Des macrophages humains issus de PBMC cultivés sur lames ont été infectés par L.
donovani (DOI 1/10) puis traités pendant 6h ou 18h par le Galf-oct couplé a la Rhodamine
6G ou a la fluorescéine ou par la Rhodamine seule. Aprés marquage nucléaire les lames ont
été observées au microscope a épifluorescence. En paralléle, des macrophages infectés et
traités dans les mémes conditions ont été colorés au MGG pour évaluation de I'activité
antiparasitaire par comptage microscopique.

L'observation en épifluorescence a montré une fluorescence cytoplasmique, prouvant que
les analogues marqués peuvent entrer dans les cellules et sont distribués de facon
uniforme dans le cytoplasme de tous les macrophages, sans co-marquage au niveau
nucléaire et sans renforcement du marquage autour des amastigotes. La diminution de
I'infectivité et de la multiplication intracellulaire des amastigotes, connue pour le Galf-oct,
a bien été retrouvée pour cet analogue couplé a la rhodamine (p < 0.05), mais pas pour
celui marqué a la fluorescéine. Etonnement, cet effet était plus important pour le composé
marqué a la rhodamine comparé au Galf-oct seul (p<0.05). Parallelement, une tendance
antiparasitaire (p = 0.11) était visible avec la rhodamine seule pouvant expliquer cet effet
synergique.

Au total, ces 2 analogues couplés diffusent de facon identique dans le cytoplasme des
cellules infectées malgré leurs propriétés physicochimiques trés éloignées, mais seul le
marquage a la rhodamine permet de conserver une efficacité antiparasitaire. Au vu de
cette bonne diffusion et de leur différence d’efficacité antiparasitaire, leur utilisation
pourra aider a la compréhension du mécanisme d’action du Galf-oct, et surtout a I'étude
de sa diffusion in vivo dans des études ultérieures sur modele murin.
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Article 4: Synthesis and biological properties of galactofuranosyl-
containing fluorescent dyes
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Ces résultats ont fait I'objet de la courte publication suivante parue en janvier 2017 dans
Bioorganic and medicinal Chemistry Letters.
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Two fluorescent galactofuranosides were synthesized and their biological activities evaluated on non-
infected and Leishmania infected macrophages. Both tagged scaffolds were able to penetrate
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The presence of hexoses with striking five-membered ring was
highlighted only in non-mammal living kingdom. As a conse-
quence, these natural compounds, and the related biological path-
ways, are targets of choice for the development of some molecular
tools useful to increase basic knowledge and/or to fight some
related diseases. These diseases include especially tuberculosis
and leishmanial infections. The first one is caused by Mycobac-
terium tuberculosis which infects millions of people each year
throughout the world." On the other hand, the leishmaniasis dis-
ease is mainly endemic in Eastern Africa, Brazil, India, Middle East
and Mediterranean countries. Signs of infection by Leishmania spe-
cies can vary and range from skin disorders to deadly visceral
forms.” In both cases, WHO calls on governments, scientists, civil
society and private companies to unite to stop the constant growth
of these diseases.

Several teams have shown that furanosyl-containing conjugates
may impact both M. tuberculosis and L. donovani lifecycle.* For
instance, it was established that non-natural nucleotide-furanoses
can be recognized and transferred by galactofuranosyl transferases
on growing galactan.*® Such nucleotides act at an early stage of
this biological process and they significantly disturb the biosynthe-
sis of this key galactan. Several UDP-analogues were also produced

* Corresponding author,
E-mail address: vincent.ferrieres@ensc-rennes.fr (V. Ferridres).
! Both authors have equally contributed as last co-authors for this study.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2016.11.090
(0960-894X/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

in order to inhibit this transferase and also the key UDP-galactopy-
ranose mutase.”"'? Considering recent knowledges related to the
glycoconjugates part of Mycobacteria and Leishmania cell walls,
some studies have focused on the biological impact of furanosyl-
containing glycolipids.”'*-'® Until now, the best results were
obtained using a bicatenar thiofuranoside as a potent biocide agent
against M. tuberculosis.'® Nevertheless, the corresponding mode of
action was not elucidated.

Octyl galactofuranoside (GalfOct) is a very simple glycolipid,
whose structure however differs from the one of standard alkyl
glycosides by the presence of the carbohydrate polar head in a
furanose form. Leveraging its amphiphilic properties® has recently
led us to investigate the impact of this compound on microorgan-
isms that are able to biosynthesize and to metabolize furanosyl-
containing conjugates.”’ A more detailed study was performed
on Leishmania donovani using a small library of GalfOct deriva-
tives.'"® The furanose form clearly contributes to a significant
decrease of membrane fluidity leading to profound alterations in
the leishmanial promastigote membrane and organelles. It was
also shown that GalfOct was able to decrease intramacrophagic
amastigote multiplication. This result led us to propose herein
furanosyl-containing fluorescent dyes to characterize the intracel-
lular distribution of GalfOct and to help understanding of the
mechanism of interaction of furanosides with the intracellular
parasites.

Article 4: Synthesis and biological properties of galactofuranosyl-containing fluorescent dyes
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Considering the respective size of the furanolipid and the most
common fluorescent dyes, significant alterations of physicochemi-
cal and biological properties cannot be ruled out. Nevertheless, we
were encouraged by recent studies in which a lipid chain was
partly substitute by a fluorescent tag.?>~2* Therefore, we focused
our attention on the conjugation of our furanoside with xanthene
derivatives like (i) fluorescein, known for its low cellular perme-
ability in assays involving living cells, or (ii) the red-shifted fluores-
cent rhodamine 6G because its positive charge strengthens
interactions with negatively charged membranes.”® Interestingly,
these two related structures show a maximum of fluorescence in
different pH range and would thus allow to monitor the trafficking
of GalfOct in presence of infected macrophages, whatever the nat-
ure of the microenvironment. Moreover, the latter probe over-
comes in vivo auto-fluorescent issues and ensures good diffusion
through organic tissues (Scheme 1).

The synthesis of the targeted fluorophores was based on a com-
mon intermediate 4 bearing a masked terminal amino function on
the lipid part. Its synthesis started from GalfOct that was obtained
in one step according to a modified Fischer glycosylation of
octanol.” Subsequent benzoylation, acetolysis and bromination
under standard conditions afforded the furanosyl donor 3 in a good
85% overall yield. The desired building block 4 was then obtained
with 95% vield by glycosylation of the commercially available N-
Fmoc-protected 6-amino-1-hexanol using silver(l) triflate as the
promoter. Further full removal of basic-sensitive esters and carba-
mate groups was efficiently performed under Zemplen conditions.
Finally selective thiocarbamoylation in a dimethylformamide
(DMF) solution in the presence of diisopropylethylamine (DIPEA)

- 7
Galf Oct
HO
H
HO

153

using fluorescein isothiocyanate (FITC) afforded the desired fluo-
rescein conjugate 6 in 77% yield. Its structure was corroborated
by 1D and 2D NMR spectroscopy: signal at 5 4.86 ppm correlated
with a i1 42 1.9 Hz coupling constant, and signal at § 109.4 ppm
for C-1 highlighted the five-membered ring and the desired 1,2-
trans p-configuration. Maximum excitation and emission wave-
lengths were measured in phosphate buffered saline (PBS) solution
(pH 7) at 468 nm and 520 nm, respectively.

The rhodamine conjugate was prepared slightly differently, fol-
lowing a procedure described by Adamczyk and Grote.”® Transacy-
lation of the starting ethyl ester rhodamine 6G in DMF was thus
performed in the presence of piperidine, This base allowed selec-
tive deprotection of the terminal amino function that could subse-
quently add to the carbonyl atom ethyl ester of rhodamine 6G to
give, after elimination of ethanol, the desired benzoylated deriva-
tive 7. The reaction was performed under microwave activation
(100 W) at 90 °C and allowed to access the target conjugate 7 in
only 30 min in 68% yield. The presence of a *C NMR signal at §
65 ppm characteristic of the sp*>-hybridized carbon attach to a
nitrogen indicated the major formation of the closed spirolactam
form. Final debenzoylation was carried out as described above,
The resulting water soluble rhodamine 2'-amide 8 was obtained
as the open cationic specie following acidification with hydrochlo-
ric acid. This was corroborated by the disappearance of the 3C
NMR signal at § 65 ppm. The measurement of fluorescent proper-
ties afforded Aex =528 nm and A, = 552 nm in PBS.

The synthetic furanosyl-containing fluorescent probes were
then investigated using macrophages infected by leishmanial par-
asites. Two effects were monitored: the trafficking of GalfOct

BzO!
OBz HO_ o {A}NHZ DIPEA HO o
820 1 }Aﬁ;O H,S0, ——— s
(94% for 2 steps)
'.'?'5’
B20 o ) OH
HO
BzO!
0Bz
BzO 2 NaOMe, MeOH (100%)
} HBr, AcOH (95 %)
/‘W\VNHFFHOC
BzO o Br HO{,\)‘NHFmoc BzO o,
AgOTf, MS 44‘\
BzO
z . CHyCl;
BzO 3 (95%)

Rhodamine 6G, piperidine
MW, DMF (68%)

gq

1) NaOMe, MeOH

/\\ (73%) HO

HO' H H

Scheme 1. Synthesis of the galactofuranosyl-containing fluorophores 6 and 8.
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labeled with fluorescein or rhodamine, and the possible alteration
of the biological properties following the labelling. On one hand, L.
donovani promastigotes grown at stationary phase (>5 days of cul-
ture) were used to infect human macrophages overnight (doi 10:1).
After 3 washes, infected macrophages were treated for 6 or 18 h
with 80 pM of conjugate 6 or 8, or with 80 pM of fluorescein, rho-
damine 6G or of GalfOct used as controls (Fig. 1A-D). After three
washes and fixation with 4% formalin, nuclei were labeled with
Hoechst 33342 at 0.001 pM for 30 min. Then pictures of each con-
dition were taken using epifluorescence microscopy (Nie, Nikon®)
with a 50x oil immersion lens. All conditions were done in tripli-
cate and repeated three times. Conjugate 8 was also tested once
(in triplicate) using confocal microscopy on uninfected cells
(Fig. 1E).

On another hand, amastigotes growth inhibition rate was calcu-
lated on the infected cells incubated for 48 h with 80 pM of either
compounds 6 or 8, fluorescein, rhodamine 6G or GalfOct as treated
control or medium alone as untreated control. Then slides were
washed three times and colored with May Griinwald Giemsa stain.
The enumeration of infected cells and intraparasitic multiplication
was determined via microscopic examination using a 100x oil
immersion lens. A minimum of 200 macrophages were counted
on each well for every condition. Amastigotes multiplication rate
was computed taken into account infected cells harboring two or
more amastigotes in their cytoplasm. All conditions were done in
quadruplicate and repeated twice. Statistical analysis was per-
formed using Mann-Whitney test and GraphPad Prism 5% soft-
ware. Results were considered significant for p < 0.05.

On one hand, no trace of fluorescein was found either in the
membrane or inside the macrophage (Fig. 1D). On the other hand,
compounds 6, 8 and rhodamine 6G were shown to enter in all
macrophages after 6 h incubation (Fig. 1A -C) and to stay in cyto-
plasm for at least 18 h (data not shown). Intracytoplasmic distribu-
tion was uniform throughout the cytoplasm and no co-labelling
with Hoechst was observed in nuclei (Fig. 1). No accumulation dyes
was observed around amastigote nuclei as well. Regarding antipar-
asitic effect, compound 6 and fluorescein alone presented no sig-
nificant effect, whereas compound 8 significantly reduced

20 pm

20 pm

20 pum

macrophage infection (p<0.05) and amastigote multiplication
(p < 0.05) after 48 h treatment, even without accumulation around
amastigote nuclei (Fig. 2). Surprisingly, there was a significantly
higher efficacy of the compound 8 compared to GalfOct (p < 0.05)
(Fig. 2). In addition, we observed phenotypic surface alterations
on MGG-stained slides after treatment with rhodamine 6G alone
(data not shown).

Thus the effect of GalfOct-rhodamine 6G 8 could be favored by a
cytotoxic effect on macrophages of rhodamine 6G itself even if
there was no significant effect of rhodamine 6G on macrophagic
infection (Fig. 2). In addition modification of the global charge or
the hydrophilic properties induced by the presence of covalently
linked rhodamine 6G could explain the better antiparasitic effect
of compound 8 compared to GalfOct. These properties were
described elsewhere as responsible for the cytotoxicity of rho-
damine 6G compared to other rhodamine on other cell lines.?”2®
It could have also participated to the stiffening of the membrane
induced first by the alkyl furanoside.”® Taken together, these
observations suggest a synergistic effect of rhodamine 6C and Gal-
fOct. Remarkably, and despite the same site of anchorage, the flu-
arescein ring inhibited the antiparasitic effect of GalfOct. The lack
of effect of compound 6 was not due to an inhibition of intracellu-
lar diffusion of compound 6, as fluorescence was observed inside
cells (Fig. 1), but most likely to a medification of GalfOct properties
due to its linkage to fluorescein. As fluorescein itself has low cellu-
lar permeability, its detection inside cells suggests that the labeled
compound gained entry through the GalfOct moiety.

In conclusion, this paper reports for the first time the synthesis
of two fluorescent labeled galactofuranosyl-containing conjugates,
one green fluorescein-based probe and one red rhodamine 6G
derivative. In addition to the determination of their physicochem-
ical properties, we also evaluated their impact in an in vitro model.
This study highlighted the difficulty to foresee the impact of a
grafted tag onto a very small molecule on the resulting biological
properties. Herein, the Galf derivative bearing a fluorescein dye
showed low toxicity on macrophages while the presence of rho-
damine 6G at the end of the lipid chain of GalfOct significantly
improved antileishmanial activity.

Fig. 1. Cell imaging after labelling with fluorescent compounds. Epifluorescence pictures (A, B, C and D) of Leishmania infected macrophages (arrow) treated for 6 h with
compound 6 (A), compound 8 B), rhodamine 6G (C) or fluorescein (D) (50 x oil immersion lens). Confocal picture (E) of uninfected macrophages treated with compound 8 for

6h (20 x lens).
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Fig. 2. Effect of labeled or native GalfOct on cell invasion and Leishmania parasite growth. Rate of infected macrophages (A) or intracytoplasmic amastigote multiplication (B)
after 48 h treatment with compound 6 or 8, compared to untreated macrophages (C) or macrophages treated with the reference furanose (GalfOct) or with rhodamine 6G. All

compounds were used at a concentration of 80 pM.

Further investigations on the action mechanism and in particu-
lar the impact on the membrane of the parasite are under way.
Therefore, one should be careful when drawing conclusions on
cellular interactions using labeled compounds, or before their use
in in vivo models.
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Partie 3 : Les sucres de
synthese comme
immunomodulateurs

Les macrophages sont des cellules clés dans la leishmaniose, a la fois parce qu’ils sont les
chefs d’orchestre de la réponse immunitaire, mais aussi parce qu’ils sont les cellules cibles
des parasites, qui les manipulent. On voit bien qu’en les stimulant, on peut espérer
réorienter leur réponse immunitaire pour la rendre plus efficace. L’action du Galf-oct et du
NH2-Galf sur le burst oxydatif nous a conduits a investiguer I'action de ces glucides sur la
production de cytokines et chimiokines par les macrophages, et, plus précisément de leur
effet sur la polarisation des macrophages.

3.1. Les macrophages

Les macrophages proviennent d’une différenciation des monocytes circulants au moment
du passage de ces monocytes du sang vers les tissus. Morphologiquement ils sont de plus
grande taille que les monocytes et possedent une grande variété de vacuoles (lysosomes,
endosomes, phagosomes...). Leurs capacités de phagocytose et de cellules présentatrice
d’antigéne, et la diversité de leurs récepteurs de surface, en font des acteurs précoces de la
réponse contre les pathogénes.

3.1.1 Description et fonctions des macrophages

3.1.1.1 La phagocytose

Dans les tissus, le macrophage est un acteur clé de la réponse immunitaire innée, en
particulier par ses facultés de phagocytose qui furent les premieres décrites dés la fin du
XIXeme siecle par Metchnikoff (244). La phagocytose concerne les éléments pathogénes
mais aussi les cellules sénescentes ou les débris cellulaires. Pour les pathogenes, la
phagocytose passe par la reconnaissance des pathogenes grace a de nombreux récepteurs
appelés pattern-recognition receptors (PRR). Ces PRR reconnaissent des motifs conservés
chez les microorganismes (mais absents des cellules mammiféres) nommés pathogen
associated molecular patterns (PAMPs). Ces PAMPs peuvent étre des motifs osidiques
(glucanes, mannanes) rencontrés dans la paroi des champignons ou le LPS de la paroi des
bacilles gram négatifs. Les PRR peuvent étre des TLR, des récepteurs lectine de type C ou
des récepteurs « scavenger ».

3.1.1.2 Les récepteurs des macrophages

3.1.1.2.1 LesTLR

Le TLR2 reconnait des lipopeptides, des glycoprotéines et des lipomannanes, dont le LPG
de certaines espéces de leishmanies (113,213). Le TLR3 reconnait les ARN double brin ; le
TLR4 en s’associant avec CD14 reconnait le LPS ; les TLR7 et TLR8 reconnaissent les ARN
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viraux simple brin. La voie de signalisation des TLRs (excepté pour TLR-3) passe par le
recrutement de molécules de signalisation intracellulaire comme MyD88 (Myeloid
differentiation factor 88) ou IRAK (IL-1 Receptor Associated Kinase) qui vont activer NF-kB
(Nuclear factor KB) et les MAPK (Mitogen-Activated protein kinases). Selon les molécules
adaptatrices associées a NF-kB cette activation via les TLR peut aboutir a la production de
TNF-a ou d’interféron de type 1 (180).

3.1.1.2.2 Les récepteurs lectine de type C

Les récepteurs lectine de type C possedent un ou plusieurs domaine(s) lectine de type C
(CTL).

Geijtenbeek et al. ont établi la revue des fonctions des récepteurs lectine de type C. DC-
SIGN est impliqué dans la reconnaissance des motifs mannose et fucose, induit la
production d’IL-10 par une voie d’activation via les TLR et provoque une inhibition de la
différenciation en lymphocytes Thl. Dectin-1 reconnait le motif B 1-3 glucane, tres présent
dans la paroi des champignons, et induit la différenciation des lymphocytes dans les voies
Th1 et Th17, avec une production d’IL-1pB, d’IL-12, de TNF-a, du leucotriene LTB4 et d’IL-6.
Et enfin, MRC-1 reconnait les motifs mannose, fucose et glucosamine et favorise, suite a
cette reconnaissance, la phagocytose des microorganismes, I'activation de NF-kB et la
présentation des antigénes (245).

Vazquez-Mendoza et al se sont intéressés a I'importance de ces récepteurs lectine dans les
infections parasitaires, et ont montré une variabilité inter-espéces pour le type de
récepteurs lectine reconnaissant les leishmanies. DC-SIGN reconnait les amastigotes et les
promastigotes de L. infantum alors que c’est MRC-1 qui reconnait les promastigotes
métacyclique de L. major (120). Comme pour la reconnaissance par le TLR2, MRC-1
pourrait reconnaitre les chaines latérales du LPG pour les promastigotes de L. major, alors
gue ces chaines latérales sont absentes chez L. infantum. Le méme motif mannose al-2
mannose présent au niveau de la coiffe des LPG des 2 especes et au niveau d’un des GIPLs
de L. infantum pourrait donc étre celui reconnu par MRC-1.

3.1.1.2.3 Les récepteurs « scavenger »

Les récepteurs « scavenger » ou éboueurs sont trés impliqués dans le réle de phagocytose
des macrophages par reconnaissance de composés anioniques en particulier a la surface
les cellules apoptotiques. C’'est le cas du CD36 qui joue un réle dans la reconnaissance des
acides gras a longues chaines (246) ou de CD163 qui permet I'élimination du complexe
hémoglobine-haptoglobine (247). Ces récepteurs peuvent étre détournés de leur fonctions
par certains pathogenes, comme CD36 qui peut avoir un role délétere dans les infections a
Plasmodium falciparum, car les protéines parasitaires présentes a la surface des hématies
parasitées entrainent une adhésion de celles-ci aux monocytes ou macrophages exprimant
CD36, et empéche alors la destruction de ces hématies par la rate (248).

3.1.1.3 Le « burst oxydatif »

La phagocytose par les macrophages est un phénomeéne couplé au « burst oxydatif » par
les intermédiaires réactifs de I'oxygene et de I'azote permettant la destruction des débris
ou pathogenes phagocytés en particulier grace a la peroxydation lipidique ou a I'oxydation
des protéines et des acides nucléiques. La NADPH-oxydase s’assemble a la membrane



plasmique ou celle du phagosome lors de l'activation du macrophage. Ce complexe
enzymatique va oxyder I'oxygéne moléculaire pour produire des anions superoxydes, 0,°*
qui vont faire générer de I'H,0, par une SOD (qui sera ensuite peroxydé en radicaux
hydroxyles (*OH) par une peroxydase, ces 3 ROS constituent le « burst oxydatif » (249). De
la méme facon que les ROS, I'azote possede des espéces réactives comme le monoxyde
d’azote (NO®), précurseur du peroxynitrite ONOO". Dans les macrophages, la NO synthase
est induite par un signal cytokinique, il s’agit de iNOS ou NOS2; dans d’autre types
cellulaires les NOS peuvent étre exprimées constitutivement et activées par des signaux
calciques (NOS1 ouNOS3) (250).

3.1.1.4 Réponse immune adaptative et homéostasie

En plus de ce rble « d’éboueur » par la phagocytose, le macrophage est une cellule
présentatrice d’antigéne aux lymphocytes par I'intermédiaire des récepteurs du CMH de
type | et I, initiant ainsi la réponse immune adaptative. Par la suite le macrophage a
également la capacité d’intervenir dans I'arrét de I'inflammation par une modification des
cytokines et chimiokines produites : c’est le phénomeéne de tolérance qui survient en cas de
stimulation des TLR par le méme ligand : la premiere activation entraine une production de
TNF-q, la suivante inhibe cette production (251).

Les macrophages participent également a I’homéostasie tissulaire par la phagocytose des
débris cellulaires et des cellules sénescentes qu’ils éliminent (252). Ces fonctions tres
variées parfois méme contraires sont rendues possibles par leur grande plasticité. En effet,
en fonction de I'environnement cytokinique, le macrophage va étre capable de plusieurs
profils de réponse appelés polarisations, qui ont été initialement décrits en suivant les
voies Thl et Th2 déja décrite pour les lymphocytes T (253).

3.1.2 La polarisation des macrophages

L’activation « classique » dans un environnement cytokinique Th1 a été décrite en premier
alors que I'activation Th2 a été décrite plus récemment et est appelé activation alternative
par opposition a I'activation « classique ». Mais in vivo I'environnement cytokinique est
souvent moins strictement Th1 ou Th2 qu’in vitro, et les macrophages vont plutot se situer
sur un spectre de polarisation (Figure 32) et pouvoir associer des marqueurs étiquetés M1
avec des marqueurs M2 (252,254).

3.1.2.1 Les macrophages M1

L'activation « classique » par les cytokines Thl comme I'IFN-y ou le TNF-a ou par
I'activation via les TLR (en présence d’un antigene bactérien comme le LPS par exemple)
entraine une polarisation M1 des macrophages qui vont alors produire des cytokines
impliquées dans la réponse Thl comme I'IL-6, le TNF-q, I'lL-18 ou I'lL-12 et qui vont
exprimer des récepteurs CMH I, TLR-2 et TLR-4, CD64, et des chimiokine Thl comme
CXCL9-10-11 ou MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1). Ces macrophages vont
également réprimer des cytokines Th2 comme I'lL-10, on parle de macrophages IL-12M8"/|L-
10"°% (252—255). Ces macrophages sont pro-inflammatoires, ils entretiennent
I'inflammation et agissent par activation d’iNOS et production de ROS (153). Ce type de
réponse est nécessaire a la réponse contre les infections a pathogenes intracellulaires
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comme la leishmaniose, mais conduit a des dommages tissulaires si elle n’est pas maitrisée
(153,256) (Figure 32 partie rouge).

3.1.2.2 Les macrophages M2

L’activation « alternative » par un environnement Th2 entraine une polarisation M2 des
macrophages qui vont alors plutdét jouer un roéle « d’extincteur» pour juguler
I'inflammation. Cette polarisation est tres importante pour éviter un emballement de la
réponse inflammatoire. Au sein de cette polarisation plusieurs types de macrophages ont
été décrits. En présence d’IL-4 ou d’IL-13, les macrophages vont se polariser en M2a, alliant
un role de réparation tissulaire par production de TGF- et d’orientation de la réponse
immune vers la réponse Th2 via production de d’IL-10, de CCL17, expression de MRC-1,
Dectine-1, CD14 et répression de I'IL-12 (IL-10""/IL-12"°"). Les PRR des macrophages M2a
sont MRC-1, dectin-1 et CD163. En présence d’IL-10, de glucocorticoides ou de TGF-f, les
macrophages M2c obtenus seront impliqués dans la réparation tissulaire en produisant de
IIL-10 et du TGF-B. Enfin les macrophages M2b, obtenus en présence d’'immuns complexes
ou d’IL-1B, vont avoir un role plus pro-inflammatoire que les autres macrophages M2, en
produisant des cytokines Thl comme I'lIL-6, en plus de cytokines Th2 comme I'lL-10, mais
en gardant une répression de I'lL-12 (IL-12"°") commune aux macrophages M2a (252-255)
(Figure 32 parties jaune, verte et bleue).
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Figure 32 : Spectre d’activation macrophagique et des caractéristiques des macrophages polarisés
ROS : espéces réactives de I'oxygene; MRC-1 : Mannose récepteur; TGF : transforming growth factor



3.1.3 Macrophages et leishmanies

Comme on I'a vu, les leishmanies détournent les fonctions microbicides des macrophages
et de présentation antigénique afin de survivre dans les vacuoles parasitophores (257,258).
L'infection par L. donovani diminue I'expression de cytokines Th1, telles que IL-12, IFN-y.

De ce fait, le parasite biaise la réponse macrophagique en les orientant en phénotype M2.
L'augmentation de la production de ROS et NO, observée aprés traitement des
macrophages avec le Galf-oct, nous a conduits a étudier I'effet des Galf sur la polarisation
des macrophages. En effet, une réversion de la polarisation M2 induite par les leishmanies
pourrait contribuer a un meilleur controle de [linfection, en particulier chez
I'immunodéprimé, et la découverte d’immunomodulateurs pourrait permettre de
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

La derniere partie de ce travail a donc consisté en |'étude de la polarisation des

macrophages a l'aide de plusieurs outils : approche transcriptomique a haut débit, étude
d’expression de génes ciblés, étude du phénotype des macrophages par cytométrie en flux.

3.2. Matériel et méthodes

3.2.1 Les modéles de macrophages utilisés

Les macrophages utilisés dans cette partie du travail sont des macrophages humains issus
de PBMC, recueillis par Buffy coat a partir de poche de sang de I'EFS (Cf. 2.1.1.1 et Figure
33).
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Figure 33 : Représentation schématique de la production de macrophages non polarisés MO (A) et de
macrophages non polarisés infectés (B)

Aprés 6 jours de différenciation, les macrophages sont lavés, on obtient ainsi des
macrophages non polarisés MO (Figure 33 A). Une polarisation M1 ou M2a a été obtenue
par une journée de différenciation supplémentaire selon Jaguin et al. (259), c’est-a-dire
24h en milieu RPMI « complet » en présence de LPS a 100 ng/ml et d’IFN-y (MACS®
Miltenyi Biotech) a 20 ng/ml pour obtenir des macrophages M1 et 24h en milieu RPMI
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« complet » en présence de M-CSF (MACS® Miltenyi Biotech) a 10 ng/ml et d’IL-4 (MACS®
Miltenyi Biotech) a 20 ng/ml pour obtenir des macrophages polarisés M2a (Figure 34 A).
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Figure 34 : Représentation schématique de la production de macrophages polarisés M1 et M2a (A) et de
macrophages polarisés puis traités (B)

Ces macrophages, M0, M1 ou M2a, ont ensuite été infectés par L. donovani en phase
stationnaire de croissance (promastigotes métacycliques) a raison de 10 parasites par
macrophage, pendant une nuit en milieu RPMI « complet » a 37°C sous 5% de CO2 (Figure

35 A).
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Figure 35 : Représentation schématique de la production de macrophages polarisés M1 et M2a infectés par
L. donovani (A) et de macrophages polarisés infectés puis traités (B)

Aprés 3 lavages pour éliminer les promastigotes restants, ces macrophages infectés ont
ensuite été traités par les dérivés du Galf, Galf-oct et NH2-Galf pendant 24 a 48h a une
concentration de 40 ou 80uM visant ainsi une concentration de 5 a 10 fois I'lCsg
déterminée sur les promastigotes (Figure 34 B Figure 35 B).



3.2.2 Analyse transcriptomique globale

Cette analyse a été réalisée sur les équipements de la plateforme Génomique
Environnementale et humaine de Biogenouest.

Des macrophages MO infectés ou non puis traités par le Galf-oct ou par NH2-Galf pendant
24h a une concentration de 80 UM ont été analysés par transcriptomique globale sur puces
a ARN Agilent® (SurePrint G3 MicroarrayKit 8x60K V2 Agilent® Technologies). Ces puces
transcriptomiques comportent environ 26 000 ARN messagers (ARNm) sur lesquels vont
s’hybrider les ARN de nos échantillons permettant de connaitre le niveau d’expression des
ARNm d’un grand nombre de genes. Le principe de cette technologie est de fixer sur une
lame de verre un panel d’ARNs qui vont servir de sonde pour hybrider les ARNm des
échantillons a analyser (Figure 36). Aprés extraction des ARN totaux des échantillons a
analyser, une premiére étape de préparation permet d’obtenir des ARN anti sens marqués
avec un fluorochrome (dans notre cas la Cyanine-3, (Cy-3)). Ces ARN marqués vont
s’hybrider avec les sondes fixées sur la lame de verre. Apres I'hybridation les lames sont
scannées, la fluorescence émise au niveau de chaque sonde est d’autant plus intense que
I’ARN correspondant est fortement exprimé dans I’échantillon étudié. Ainsi on obtient une
image de |'expression globale des ARN messagers dans |’échantillon étudié. L’analyse de
ces données et la comparaison des échantillons entre eux permet de mettre en évidence
des variations transcriptomiques entre les conditions étudiées. Une autre facon de
comparer 2 échantillons est de marquer avec 2 fluorochromes différents les 2 pools d’ARN
(souvent Cyanine 3 et Cyanine 5) et d’analyser le niveau d’expression des échantillons I'un
par rapport a l'autre en les déposant sur la méme puce et en scannant la lame pour les 2
fluorochromes. On obtient alors 2 images que I'on peut superposer pour comparer les 2
échantillons. Dans ce travail, nous avons comparé 2 conditions traitées a une condition
contréle et nous n’avons donc pas fait I'analyse de cette fagon. Les puces Agilent® portent
en plus des ARNm, des ARN non codants qui nont pas été analysés lors de ce travail, ainsi
gue des contrbles permettant de valider I'expérience.
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Figure 36 : Représentation schématique de I'analyse transcriptomique globale a I'aide de la technologie
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Au total, 6 conditions ont été réalisées : macrophages MO non infectés non traités ou
traités par Galf-oct ou par NH2-Galf, et macrophages MO infectés par L. donovani non
traités ou traités par Galf-oct ou par NH2-Galf.

Pour la condition contrdle non infectée et la condition non infectée traitée par Galf-oct, les
données représentent la moyenne de 5 échantillons analysés au cours de 2 expériences
indépendantes, pour les autres conditions les données sont issues de 4 échantillons
analysés au cours de 2 expériences indépendantes. Pour toutes les conditions, les
macrophages étaient issus de 3 donneurs différents.

Les ARN ont été extraits avec le kit RNeasy® Mini-kit (Qiagen), avec ajout d’'une étape de
digestion de I’ADN avec le kit RNase-Free DNase set Qiagen®. Brievement, les cellules ont
été lysées par le tampon de lyse additionné de B-mercaptoéthanol, puis les lysats ont été
récupérés et homogénéisés volume a volume dans I'éthanol a 70%, avant d’étre déposés



sur les colonnes. Aprés un premier lavage permettant d’éliminer les sels ayant pu se fixer
sur la colonne, 'ADN a été éliminé par le traitement a la DNase. Puis 3 lavages
supplémentaires ont été réalisés avant d’éluer les ARN dans 30ul d’eau « RNase-Free »
fournie dans le kit.

Aprés dosage de la quantité d’ARN par spectrométrie (NanoDrop'™ 2000 Thermo Fisher
Scientific) et vérification de la qualité des éluat (Bio Analyzer 2100 Agilent®), les ARN sont
ensuite préparés en vue de I'hybridation (Figure 37). La premiére étape est |'ajout d’un
promoteur T7 a la queue poly A des ARNm, puis une étape de rétro transcription permet
d’obtenir les ADNc anti sens et les ADNc sens. Ces derniers servent de matrice a I’ARN
polymérase pour synthétiser les ARN complémentaires (ARNc) en présence de
désoxycytidine triphosphate (dCTP) marquée par la Cy-3, les brins d’ARNc anti sens
marqués par Cy-3 sont ainsi obtenus, et les échantillons sont purifiés sur colonne (RNeasy
Mini kit Qiagen®) pour éliminer les brins d’ADNc restants (Figure 37).
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Figure 37 : Etapes de préparation des ARNc marqués en vue de I'hybridation
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Les ARNc marqués sont ensuite déposés sur les lames et I’hybridation sur les ARN cibles est
réalisée sous rotation constante et chauffage a 65°C pendant 17 heures. Apres lavages, les
lames ont été lues a I'aide du scanner Agilent® SureScan Microarray et les données brutes
de niveau d’expression de chaque ARN fixé sur les puces sont récupérées par Agilent®
Feature Extraction Software.

A l'aide du logiciel R, les niveaux d’expression de chaque géne ont été normalisés pour
chacune des 2 expériences, puis avec le logiciel Excel les moyennes d’expression de chaque
géne étudié pendant les 2 expériences ont été calculées, pour chaque condition. Puis les
niveaux d’expression de chaque géne ont été comparés au groupe « contrdle non traité »
correspondant (non infecté ou infecté), pour chaque traitement (Galf-oct ou NH2-Galf)
permettant ainsi d’obtenir pour chaque géne étudié et pour chaque condition un Fold
Change (FC) d’expression comparée a son controle.

La liste des genes associés au FC correspondant pour chaque condition a été étudiée a
I'aide du logiciel TigrMev 4 (260), permettant de rechercher des clusters de génes
surexprimés ou sous-exprimés apres traitement par Galf-oct ou NH2-Galf. La liste des
génes de chaque cluster a ensuite été analysée sur STRING DataBase (261) pour rechercher
des interactions connues ou prédites (base de données GO = gene ontology ou KEGG =
Kyoto encyclopaedia for genes and genomes) entre les protéines codées par ces genes,
permettant de mettre en évidence les réseaux protéiques affectés par le traitement par les
dérivés du Galf.

3.2.3 Expression des ARNm par gPCR

L'expression unitaire de différents genes impliqués dans la réponse immunitaire ou dans la
polarisation des macrophages MO vers la voie M1 ou M2 par le Galf-oct et le NH2-Galf, a
été étudiée pour valider les résultats issus des puces Agilent. L'effet des furanosides sur
des macrophages prépolarisés M1 ou M2 a également été évalué. Apres lyse des cellules
traitées (pendant 24h ou 48h), les ARN des différents types de macrophages humains en
culture ont été extraits sur colonne Qiagen® (RNeasy® Mini kit) selon le méme protocole
qgue l'extraction réalisée pour I'analyse transcriptomique a raison de 500 000 macrophages
par échantillon mais sans traitement par la DNase. Les ARN ont été élués dans un volume
de 30pl.

Une transcription inverse avec le kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit®
(Applied Biosystems™) a été réalisée selon les recommandations du fabricant. Les
échantillons d’ADNc ont été dilués au 10°™¢ avant I'amplification.



La PCR guantitative a ensuite été réalisée en plaques de 384 puits, dans un volume final de
10uL contenant 2ul d’ADNc et 8uL de mix (SybR® green PCR master mix (Applied
Biosystems™) additionné de 3 uM de chaque amorce). L'amplification consistant en 2 min a
50°C, puis 10 min a 95°C et 40 cycles de 15 s a 95°C et 1 min a 60 °C a été réalisée sur le
thermocycleur 7900 HT fast real time PCR system® (Applied Biosystems™). Une courbe de
dissociation a été ajoutée a la fin de la réaction pour contrbéler la spécificité de
I’'amplification. Chaque échantillon a été testé en duplicat.

Au total les données obtenues pour les macrophages polarisés MO traités avec une
concentration de dérivés du Galf de 40uM correspondent a 12 échantillons et 4 donneurs
différents. Les données obtenues pour les macrophages MO traités par les dérivés du Galf a
la concentration de 80uM sont également issues de 12 échantillons chez 4 donneurs. Les
données obtenues pour les macrophages polarisés M1 ou M2a puis traités par les dérivés
du Galf a 80uM sont issues de 7 échantillons provenant de 2 donneurs différents.

3.2.4 Expression des margueurs de surface

L’expression des marqueurs de surfaces des macrophages MO infectés ou non puis traités a
été étudiée par Cytométrie en Flux (CMF).

Les données recueillies permettent d’évaluer le pourcentage de cellules exprimant un
marqueur donné, mais également le niveau d’expression du marqueur a la surface des
cellules positives (exprimé MFI). Selon la configuration des cytometres de flux utilisés, il est
possible de détecter I'expression simultanée de plusieurs marqueurs. Deux cytomeétres ont
été utilisés pour ce travail, le FACS Aria |l (Becton Dickinson) et le FC500 (Beckman Coulter).
L’Aria possede 3 lasers avec un panel de filtres permettant de détecter en simultané 9
fluorochromes, la configuration est présentée dans un tableau en Annexe 2 et a l'aide
d’une figure en Annexe 3. Le FC 500 posséde 2 lasers, et un panel de filtres permettant la
détection simultanée de 7 fluorochromes, configuration présentée dans un tableau en
Annexe 4.

Pour ce travail 3 mélanges d’anticorps ont été utilisés en accord avec la configuration des
automates disponibles sur la plateforme (Tableau 7) : 2 sur le FC500 et un mélange sur
I’Aria auquel un marquage de viabilité a été ajouté. En effet le laser violet associé au filtre a
530 nm, permet I'excitation (a 405 nm) et la détection de la fluorescence émise (max a 550
nm) par le kit LIVE/DEAD™ fixable yellow stain (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA,
L34959) (LD). Ce colorant jaune est un colorant amino-réactif qui se lie de facon covalente
aux amines intracellulaires et extracellulaires. Dans les cellules aux membranes
endommagées, le colorant réagit avec les amines libres autant a I'intérieur de la cellule
gu’a sa surface, ce qui produit une coloration fluorescente intense (LDhigh). Dans les cellules
viables, la réactivité du colorant se limite aux amines a la surface des cellules, ce qui se
solde par une fluorescence moins intense (LD'OW).
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Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés pour le marquage en cytométrie en flux

Anticorps® anti:  Fluorochrome

Dilution Fournisseur/référence

CD68 AF 647 1/40 BD /562111
CcD14 PE-Cy7 1/40 BD /557742
Dectin-1 AF 488 1/20 AbD serotec (Bio-Rad) / MCA
Mix Aria 4662A488
CD200R Per CP-efluor 710  1/20 E-biosciences (Thermo Fischer) /
46-9201-42
CD163 PE 1/20 BD /556018
. CD80 PE 1/20 BD /557227
Mi Mix 1
IX CD206 PE-Cy5 1/10 BD /551136
FC500 Mix 2  CD209 Per CP-Cy5.5 1/20 E-biosciences (Thermo Fischer) /

45-2099-42

¥ Anticorps de souris anti humain ; AF : Alexa Fluor ; PE : Phycoérythrine ; Cy 7 : Cyanine 7 ; Per CP : Péridinine

Chlorophylle Protéine ; Cy 5 et Cy 5.5: Cyanine 5 et 5.5 ; BD : Becton Dickinson

Ce travail a été réalisé sur des macrophages non polarisés MO, infectés ou non infectés,
puis traités par les dérivés du Galf et récoltés pour effectuer le marquage a raison de 10°
macrophages par échantillon. Les cellules sont décollées par grattage doux et lavées a 2
reprises dans un tampon phosphate salin (PBS) avec 0.01M d’azide et 2% de SVF (solution
de lavage) puis réparties dans 3 tubes pour étre marquées par chaque Mix présenté dans le
Tableau 7. Pour les cellules qui sont marquées avec le « Mix Aria », la premiére étape est le
marquage par le kit LIVE/DEAD selon les recommandations du fabricant. Puis pour toutes
les cellules, les récepteurs aux fragments Fc qui sont présents sur la surface des
macrophages, sont bloqués par une incubation a 4°C de 15 min en PBS avec du sérum
humain a 10%. Aprées 2 nouveaux lavages les cellules sont marquées a 4°C pendant 30 min
en PBS avec les mélanges d’anticorps présentés dans le Tableau 7. Puis aprés 2 nouveaux
lavages elles sont fixées pendant 5 min a température ambiante en formol dilué a 4% dans
la solution de lavage. Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 400 ul de PBS
dans les tubes adapté a 'automate et sont passées au cytometre de flux.

Des macrophages ont également été marqués avec un seul anticorps a la méme dilution
gue dans les différents mix afin de réaliser la matrice de compensation entre les différents
fluorochromes. L'analyse a été réalisée grace au logiciel CXP (Beckman Coulter). Apres
élimination des cellules mortes (LDhigh), les autres marqueurs ont été évalués quant au
nombre de cellules positives (en %) et a la MFI.

Les résultats représentent 6 échantillons et 3 donneurs.



3.3. Résultats

3.3.1 Analyse transcriptomique globale

3.3.1.1 Macrophages MO non infectés, traités par Galf-oct et NH2-Galf

La liste des génes surexprimés ou sous-exprimés apres traitement par Galf-oct ou par NH2-
Galf avec un FC 22 représente 1344 génes.

Parmi ces génes, 211 et 533 genes sont surexprimés dans le groupe Galf-oct et le groupe
NH2-Galf, respectivement. Les genes réprimés représentent 370 génes dans le groupe Galf-
oct et 230 genes dans le groupe NH2-Galf.

Avant le classement hiérarchique, aucun réseau de génes ne ressort de I'analyse des génes
surexprimés ou réprimés dans chaque condition.

Apres hiérarchisation et clustering par le logiciel TigrMev 4 (260) en appliquant un seuil de
distance entre les branches (arbitraire) de 4.5, 6 clusters de genes se démarquent. La
Figure 38 représente a gauche l'arbre obtenu, I'échelle varie du vert pour les génes
réprimés, au rouge pour les genes surexprimés. A la droite de I'arbre, des pavés de couleur
marquent les genes, de gauche a droite, rose 1 = surexprimés (FC > 2) dans le groupe Galf-
oct, rose 2 = surexprimés (FC > 2) dans le groupe NH2-Galf, vert 1 = réprimés (FC < 2) dans
le groupe Galf-oct, vert 2 = réprimés (FC < 2) dans le groupe NH2-Galf, violet = cluster 1,
rouge = cluster 2, saumon = cluster 3, rose 3 = cluster 4, violet 2 = cluster 4’, vert 3 = cluster
5, et vert 4 = cluster 6.

La recherche de groupes de genes codant pour des protéines impliquées dans un processus
biologique, formant un réseau significatif (p > 0.05) a 'aide de STRING Database (261), n’a
identifié aucun réseau de protéines dans les clusters 2, 4 et 4’.

Le cluster 1 comprend 170 génes, principalement des genes surexprimés apres traitement
par NH2-Galf. Au sein de ce cluster, un petit réseau parait intéressant en termes de
réponse immune. En effet, ce réseau est centré sur I'lL-10 et contient également IDO, TLR3
et CXCL9. Toutefois ce groupe ne forme pas de réseau significativement enrichi par un
processus biologique (aucune valeur de p < 0,05 obtenue avec la liste des protéines codées
par les génes du cluster 1) (Figure 38).

Le cluster 3 contient 136 genes principalement surexprimés aprés traitement par le Galf-
oct. Un groupe de genes est mis en évidence dans ce cluster, dans lequel 9 genes codent
pour des protéines impliquées dans la signalisation par les chimiokines (p = 0,015) (Figure
38).

Les clusters 5 et 6 sont composés respectivement de 413 et 147 génes, principalement
réprimés apres traitement par les deux dérivés du Galf. Les réseaux de protéines codées
par ces genes sont impliqués dans la composition de la membrane plasmique (Figure 38).
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Figure 38 : Analyse transcriptomique des génes des échantillons contréles non infectés comparés aux

Figure représentant a gauche, les génes ayant au moins un |FC| 2 2 dans I'une des conditions et organisés en
cluster par « Hierarchical Clustering » avec TM4 (260). A droite, réseaux de genes impliqués dans un
processus biologique obtenus par analyse avec STRING DataBase (261) avec I’enrichissement des clusters



3.3.1.2 Macrophages MO infectés, traités par Galf-oct et NH2-Galf

La liste des génes surexprimés ou sous-exprimés apres traitement par Galf-oct ou par NH2-
Galf avec un FC 22 représente 1047 genes.

Parmi ces génes, 219 et 333 genes sont surexprimés dans le groupe Galf-oct et le groupe
NH2-Galf, respectivement (FC>2). Les genes réprimés représentent 155 génes dans le
groupe Galf-oct et 340 génes dans le groupe NH2-Galf.

Avant le classement hiérarchique, aucun réseau de génes ne ressort de I'analyse des genes
surexprimés ou réprimés dans chaque condition prise une a une. Les 34 génes surexprimés
dans les 2 conditions sont représentés dans la Figure 39. La recherche de réseaux de
protéines impliquées dans un processus biologique montre 3 protéines parmi ces 34,
toutes impliquées dans le chimiotactisme des leucocytes (p = 0,0385).

Figure 39 : Diagramme de Venn et réseau de génes surexprimés avec les 2 traitements par les dérivés du
Galf

Apres hiérarchisation et clustering par le logiciel TigrMev 4 (260) en appliquant un seuil de
distance entre les branches (arbitraire) de 4.5, 6 clusters de génes se démarquent. Les
clusters 2’ et 5’ ont également été isolés car ils contiennent des genes surexprimés dans le
groupe Galf-oct (traitement qui semble le plus intéressant en termes d’efficacité
antiparasitaire). La Figure 40 représente a gauche I'arbre obtenu, I'échelle varie du vert
pour les génes réprimés au rouge pour les génes surexprimés. A la droite de I'arbre, des
pavés de couleur marquent les genes, de gauche a droite, rouge 1 = surexprimés (FC > 2)
dans le groupe Galf-oct, rose 1 = surexprimés (FC > 2) dans le groupe NH2-Galf, vert 1 =
réprimés (FC < 2) dans le groupe NH2-Galf, vert 2 = réprimés (FC < 2) dans le groupe Galf-
oct, gris = cluster 1, bleu = cluster 2, rose 2 = cluster 2’, vert 3 = cluster 3 et 4, rouge 2 =
cluster 5, rose 3 = cluster 5’, et vert 4 = cluster 6.

La recherche de groupes de génes codant pour des réseaux protéiques impliqués dans un
méme processus biologique a I'aide de STRING Database (261), n’a montré aucun réseau
(significatif, p > 0,05) dans les clusters 1, 2’, 3 et 4.

Le cluster 2 contient 355 génes principalement réprimés apres traitement par le NH2-Galf.
Un groupe de génes codant pour un réseau protéique est mis en évidence dans ce cluster,
dans lequel 13 protéines sont impliquées dans la signalisation par les chimiokines (p =
0,043) (Figure 40).
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Le cluster 5 est composé de 306 génes principalement surexprimés apres traitement par
I'un des 2 traitements. Un groupe de genes codant pour 2 réseaux protéiques est mis en
évidence dans ce cluster, le premier réseau contient 13 protéines impliquées dans la
signalisation par les chimiokines (p = 8,4.10°) (Figure 40), et 9 protéines impliquées dans la
voie JAK/STAT (p = 0,022) (représentés par des ronds bleus dans le réseau de protéines du
cluster 5 de la Figure 40).

Au sein du cluster 5, un groupe de 22 genes fortement surexprimés apres traitement par
Galf-oct et NH2-Galf a été isolé en cluster 5’, il comprend un groupe de génes codant pour
un réseau de 7 protéines impliquées dans la signalisation par les TLRs (p= 2.10°) (Figure
40).

Enfin le cluster 6 contient un groupe de 131 genes surexprimés principalement apres
traitement par NH2-Galf, codant pour 2 réseaux protéiques se chevauchant, d’'une part, 18
protéines (représentés par les ronds bleus au sein du réseau de protéines du cluster 6 sur
la Figure 40) impliquées dans la migration leucocytaire (p = 1,15.10), et d’autre part, 15
protéines impliquées dans les interactions cytokines-chimiokines (Figure 40).
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3.3.2 Expression relative de genes impliqués dans la réponse immune et
marqueurs de surfaces exprimés par les macrophages MO

Les macrophages MO non infectés puis traités par Galf-oct ne montrent que 2 génes dont
I'expression est significativement modifiée par le traitement ; CXCL13 est augmenté d’un
facteur 4 (p=0,0289) et CD200R diminue presque de moitié (p=0,0064).

NH2-Galf n’a entrainé aucune modification significative de I’expression des genes testés.

Apres infection par L. donovani, le traitement par Galf-oct a provoqué une induction
globale (significative) de presque tous les génes testés (IL-1f, p<0,0001 ; IL-12, p=0,0006 ;
CD200R, p=0,0002; IDO, p=0,0004; TNF-a, p=0,008; NF-kB, p=0,004; iNOS, p=0,003;
MCP-1, p=0,004 ; CXCL10, p=0,007 ; CXCL13, p=0,003; IL-10, p=0,002; CCL17, p=0,01;
CD80, p=0,024; MRC-1, p=0,031; TLR4, p=0,065) sauf Dectin-1 qui est discretement
diminuée (non significativement p=0.98) et CD14 et PPAR-y (peroxysome proliferator
activated receptor-y) qui restent stables. Le traitement par NH2-Galf est également suivi
d’une induction globale des génes testés (CD80, MCP-1, MRC-1, IL-12, TNF-a, IL-1B,
CXCL13, IL-10, CCL17, TGF-B, CD200R, NF-kB, iNOS et IDO). Toutefois, seule I'induction de
NF-kB (p=0,001), IDO (p=0,006) et MCP-1 (p=0,012) sont significatives. Comme aprés
traitement par Galf-oct, Dectin-1 est réprimée (de facon significative avec NH2-Galf,
p=0,004).

Au total, I'expression des genes codant pour des cytokines ou chimiokines M1 ou Th1 est
globalement augmentée (Figure 41 A, B, C) et cela surtout apres un traitement par Galf-oct.
Alors que certains marqueurs M2 comme I'IL-10 (Figure 41 D), ou le CXCL13 sont elles aussi
augmentées, d’autres marqueurs M2 comme le TGF-B ou PPAR-y, ne sont pas influencés
par le traitement (Figure 41 E, F). Concernant les récepteurs lectine de type C, nos résultats
montrent un effet opposé entre Dectin-1 qui est plutét réprimée pour les macrophages
infectés et MRC-1 qui est plutét induit (Figure 41 G, H). Enfin, I'expression de 2 effecteurs
de la réponse immune anti-leishmanie, NF-kB et iNOS, est induite par les dérivés du Galf
(Figure 411, )).
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Les marqueurs macrophagiques exprimés en surface, évalués par la CMF, sont le reflet de
I'expression des ARNm, mais aprés un certain nombre d’étapes de régulation post-
transcriptionnelle.

Globalement, les macrophages non infectés expriment, a leur surface, une quantité
diminuée de marqueurs M2 (diminution de la MFI de Dectin-1, MRC-1, CD200R, CD163,
Tableau 8). Concernant les marqueurs M1, le Tableau 8 montre que leur expression est
tant6t stable (CD68 apres traitement par NH2-Galf, CD80 apres traitement par le Galf-oct
et DC-SIGN), tant6t diminuée (CD14), tant6t augmentée (CD68 aprés traitement par Galf-
oct et CD80). Les marqueurs M2 exprimés par les macrophages infectés sont également
diminués suite aux 2 traitements (Tableau 8), mais également des marqueurs M1 (CD14,
CD68 et DC-SIGN) excepté CD80 dont I'expression en surface augmente apreés traitement
par NH2-Galf (Tableau 8).

Tableau 8: Tableau récapitulatif des marqueurs exprimés a la surface des macrophages MO infectés et non
infectés traités Galf-oct et NH2-Galf, quantifiés par cytométrie en flux

Non

CD80 cD14 CD68 DCSIGN  Dectin-1  MRC-1 CD200r CD163
MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI %

|_

S:tf S A NT o A o N SN NN S NP o oA N

infectés NH2

L T = R N N N* & NF &y A

-Galf

Galf-

oct 4 &S NF N <N & NF N * N * & NF &N N *
Infectés

NH2

G|f7|* <N &N S & A NP & VR &N . AN*

-Ga

MFI : Moyenne d’intensité de fluorescence, * : p<0,05
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CD80 est exprimé par une plus grande proportion de macrophages non infectés et la
guantité de récepteurs exprimés sur chaque macrophage est également augmentée apres
traitement par NH2-Galf des macrophages infectés (p=0,029) ou non (Figure 42 A et
Tableau 8).

CD14 est exprimé constitutivement par les monocytes et les macrophages, il est donc
exprimé par 100% des macrophages, en concordance avec les résultats de gPCR qui
retrouvent '’ARNm de CD14 stables dans toutes les populations de macrophages MO
étudiés (Tableau 8 et Figure 42B). Son expression en surface est assez intense puisque c’est
le marqueur pour lequel les MFI sont les plus importantes (entre 15% et 33%), toutefois
son niveau d’expression est significativement diminué pour les macrophages infectés et
non infectés traité par Galf-oct (p=0,029 dans les 2 cas) et pour les macrophages non
infectés traités par le NH2-Galf (p=0,029) (Tableau 8 et Figure 42 B).

L'expression, en gqPCR, des ARNm de Dectin-1 était induite pour les macrophages non
infectés et réprimée (significativement) pour les macrophages infectés, et ce quel que soit



le traitement. Ceci est confirmé, pour les macrophages infectés, par I'expression des
marqueurs de surface en CMF (p=0,029) (Figure 42 C). Cependant, a la différence des
résultats d’expression en gPCR, la proportion de macrophages non infectés exprimant
Dectin-1 a leur surface, et la quantité exprimée en surface, a plutot tendance a diminuer
(Figure 42 C).

Comme CD14, CD200R est exprimé constitutivement par tous les macrophages (Figure 42
D), cependant la quantité moyenne exprimée a la surface des macrophages infectés ou non
infectés diminue significativement, apres traitement par le Galf-oct (p=0,029 et p=0,029,
respectivement) ; la méme tendance est observée aprés traitement par NH2-Galf (p=0,029
et p=0,06, respectivement) (Figure 42 D).

Enfin, CD163 est le marqueur exprimé par la plus faible proportion de macrophages, entre
4% pour les macrophages infectés traités par Galf-oct et 28% pour les macrophages
infectés traités par NH2-Galf, et la quantité moyenne de CD163 en surface des
macrophages infectés ou non infectés est significativement diminuée suite au traitement
par NH2-Galf (p=0.029 dans les 2 cas).
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Tableau 9: Tableau récapitulatif des variations d'expressions des génes de récepteurs, cytokine et chimiokines, facteurs de transcription et effecteurs macrophagiques dans les 6 populations de
macrophages M0, M1 et M2 non infectés ou infectés.

Récepteurs

Cytokines et chimiokines

M2

FT

Effecteurs

CD80 TLR4 CD14 CD64¥ Dectin-1 MRC-1 CD200R 1L-12 TNF-a IL-1B MCP-1 CXCL10 CXCL13 IL-10 CCL17 TGF-B NF-kB PPAR iNOS IDO
19,9 19,9 10:4 83 19;9 10;4  19;9 19,9 19,9 19,9  10;4 8:3 8:3 19,9 83  10;4 10;4 83 19,9 10;4
Non S:t'f R S A PRN L 2 PR 2 2 7 A* 7 7 PRN A PEN A PN
o infectés 2:}% R = 7 7 PN 7 PN 7 7 7 7 7 PN 7 PN PN 7 PEN
Infectés ;c:z_
e 7 AN NEL 7 7 2 7 2 A* PEN 7 2 2 2 AREE s 2 Axx
CD80 TLR4 CD14 (D64  Dectinl  MRC-1 CD200R  IL12  TNFa  IL1p  MCP-1  CXCLI0  CXCLI3 IL-.10  CCL17 TGFB NF-kB  PPAR _ iNOS DO
4;1 7,2 4;1 4;1 3;1 3,1 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 3,1 3;1 7,2 3,1 0 3,1 3, 1¥¥ 7,2 3,1
N Gaf- s 7 N 7 PN A* 7 2 7 2 PRN 2 7 2 2 nd N nd 2 PEN
on oct
i & NH2-
. infectés IPEERY PENN PEN 7 2 2 2 2 2 2 PN 7 2 N nd N nd 7 PN
2 Galf- * * * % *%
N N PR PN PN PN N N N N N 7 N N nd N nd N N
Infectés NH2-
G NT N N N L A A o N 2 N L N 2 PN PN nd N nd NEE O\
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Infectés NH3-
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CD80 X; Y : X = nb de réplicas ; Y =nb de donneurs, FT : Facteur de transcription ; nd : non déterminé, * : p < 0,05 ; **
de fagon tres élevée (x100) ; ¥¥ : Impossibilité d’évaluer PPAR dans le groupe controle

:p<0,01;***:p<0,001; ¥:1donneur exclu car exprimant CD64
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3.3.3 Expression relative de génes impliqués dans la réponse immune par
les macrophages polarisés M1 et M2a

L'expression des cytokines M1 et M2 par les macrophages prépolarisés M1 non infectés
est globalement induite par les traitements par Galf-oct et NH2-Galf (IL-12, TNF-a, IL-1B,
CXCL13 et IL-10 avec les 2 traitements, CXCL10 et CCL17 aprés traitement par Galf-oct et
MCP-1 apres traitement par NH2-Galf) (Figure 43 et Tableau 9). Les Récepteurs M2 ont
également tendance a étre induits par le traitement de macrophages M1 par les dérivés du
Galf, en revanche, les récepteurs M1 ont plutot tendance a étre réprimés aprés traitement
par NH2-Galf (CD80, CD14) (Tableau 9). Comme pour les macrophages MO, iNOS a
tendance a étre induite suite au traitement des macrophages M1 non infectés (p=0,07 pour
le Galf-oct) (Figure 43 D), en revanche, NF-kB a tendance a étre réprimé (Tableau 9).

Apres traitement par les dérivés du Galf, les macrophages prépolarisés M1 puis infectés
répriment la plupart des genes testés, en particulier iNOS et MCP-1 (Figure 43) qui sont
réprimés de facon significative par les 2 traitements (p=0,007 pour les 2 génes aprés
traitement par NH2-Galf et p=0,003 et p=0,002 aprés traitement par Galf-oct pour MCP-1
et iNOS, respectivement). (Cette répression d’iNOS va a I’encontre de I'augmentation de la
production des ROS par ces macrophages, données non présentées). Seule I'expression de
CXCL13 est induite apreés traitement par Galf-oct, alors que NH2-Galf induit I'expression de
CXCL13, TNF-a, Dectin-1 et MRC-1 (cette derniére induction est la seule significative
(p=0,002)) (Tableau 9).

De la méme fagon, pour les macrophages prépolarisés M2a non infectés, le traitement par
NH2-Galf induit I'expression de la plupart des cytokines testées, excepté I'lL-10 qui a plutot
tendance a étre réprimée, et CCL17 dont I'expression n’est pas modifiée par ce traitement.
Le traitement par Galf-oct, quant a lui, ne modifie aucune cytokine, hormis CXCL13, IL-10 et
CCL17 qui ont tendance a étre réprimées.

L'expression des récepteurs macrophagiques M1 est significativement réprimée, chez les
macrophages prépolarisés M2a non infectés, par le traitement par NH2-Galf, pour 3 des 4
récepteurs testés (CD80, CD14 et CD64), alors que les marqueurs M2 ont plutot tendance a
étre induits (Dectin-1 et MRC-1), hormis CD200R (Tableau 9). Le traitement par Galf-oct, ne
montre pas de schéma de répression ou d’induction suivant le type M1 ou M2 des
récepteurs, puisque CD80 et Dectin-1 ont tendance a étre induits alors que CD14, CD64 et
CD200R sont plut6t réprimés. Toutefois les effectifs sont plus faibles que ceux testés pour
les macrophages MO et seule la répression de CD64 est significative (p=0,03) (Figure 43)
probablement par manque de puissance. Comme pour les macrophages MO et M1, iNOS a
tendance a étre induite apres le traitement par les dérivés du Galf (Tableau 9 et Figure 43).

Le traitement, des macrophages prépolarisés M2a puis infectés, par les dérivés du Galf
induit globalement I'expression des cytokines Th1l (Tableau 9), en particulier I'lL-12 et le
TNF-a (mais non significatif, p=0,097 pour le Galf-oct et significatif, p=0,0006 pour NH2-
Galf) (Figure 43 E, F). Les cytokines Th2 sont globalement réprimées suite au traitement
par Galf-oct alors que suite au traitement par NH2-Galf, seule I'lL-10 est réprimée.
Concernant les récepteurs macrophagiques, le traitement des macrophages prépolarisés



M2a puis infectés ne montre pas de schéma de répression ou d’induction en fonction du
type M1 ou M2 des récepteurs. En effet, comme pour les macrophages M2a non infectés,
Galf-oct induit I'expression de CD80 et de Dectin-1, mais aussi de MRC-1, tandis que NH2-
Galf n’induit que ce dernier récepteur. Les 2 traitements répriment I'expression de CD14,
CD64 et CD200R (Tableau 9 et Figure 43 G).
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3.4. Discussion

Méme si le but initial du traitement par les Galfs est de restaurer les capacités microbicides
des macrophages infectés, I'effet des furanosides sur les macrophages non infectés est
intéressant a décortiquer, car il pourrait prédire d’éventuels effets secondaires, mais aussi
car les macrophages non infectés sont naturellement impliqués dans la réponse
antiparasitaire.

Le cluster 1 est un cluster de génes induits suite au traitement des macrophages non

infectés par NH2-Galf. Ce cluster comprend des genes plutot orientés M2, tel que I'IL-10, et
I'analyse des gPCR retrouve bien I'induction de I'IL-10, confortant ce résultat. Or, I'IL-10
stimule la production d’'IL-4 et d’IL-6 par activation de la voie JAK1/STAT6, et par cette
méme voie, I'IL-10 peut aussi réprimer des cytokines Thl telle que I'IFN-y ou le TNF-a
(261,262). Le role de I'lL-10 est néanmoins plus ambivalent, car elle présente une
composante pro-inflammatoire, illustrée ici, puisque dans le méme cluster, I'lL-10 est
associée a CXCL9 qui est un marqueur plutét M1 impliqué dans le chimiotactisme des
monocytes et des PNN. TLR3, également retrouvé dans ce cluster, est souvent surexprimé
apres traitement des macrophages par I'l[FN-y (114), et I’entrée de L. donovani via ce TLR
entraine I'expression du TNF-a et la production de NO (par une voie de signalisation TLR3 —
MyD88 — IRAK1) (114). Ainsi, ce groupe de génes induits par le traitement par NH2-Galf
pourrait étre favorable a la mise en place d’une réponse efficace par les macrophages lors
de l'infection. Le cluster 3 comprend des génes qui sont plutét induits a la suite du
traitement par le Galf-oct. Parmi ces geénes, un réseau protéique impliqué dans la
signalisation par les cytokines a pu étre mis en évidence grace a STRING database (261).
Dans ce réseau CCL8, CCL13 et CCR2 (le récepteur de MCP-1) sont impliqués dans le
chimiotactisme des monocytes (262).

Au total, en I'absence d’infection, le groupe de génes induits par le traitement par NH2-
Galf pourrait étre favorable a la mise en place d’'une réponse efficace par les
macrophages lors de I'infection et favoriser le chimiotactisme des monocytes.

Au cours de l'analyse transcriptomique globale, mais également lors de I'analyse de
résultats de qPCR, le niveau de variation d’expression génique observé pour les
macrophages non infectés était plus faible que celui observé pour les macrophages
infectés, laissant penser que les répercussions générales de |'utilisation de ces dérivés in
vivo ne seront pas trop importantes, ce qui était attendu pour ces dérivés glyqués absents
des membranes de mammifere. En revanche, a coté d'un effet immunomodulateur
modeste pour les macrophages non infectés, I’analyse transcriptomique a mis en évidence,
de facon significative, des modifications de génes associés au métabolisme de la
membrane plasmique, qui n’étaient pas attendues, et dont I'effet reste a explorer.

Chez les macrophages infectés et traités, d’autres clusters de génes sont modifiés:
Le cluster 2, de genes réprimés apres traitement par NH2-Galf, contient un groupe de

génes codant pour un réseau protéique impliqué dans la signalisation cytokines-
chimiokines. Mais les cytokines et chimiokines qui apparaissent dans ce réseau sont plut6t



impliquées dans la migration des lymphocytes B (CXCL13) ou des lymphocytes T mémoires
dans le derme (CCL27), et associées a des facteurs de transcription orientant vers une
polarisation M2 des macrophages et une expression des récepteurs du CMH | (IRF4) (262).
Cependant, ce réseau protéique, comme pour le cluster 1 (macrophages non infectés),
contient également des protéines impliquées dans une réponse M1, en particulier IL-12RB,
qui est le récepteur de I'lL-12 responsable de I'activation de la voie JAK2/STAT4. De méme
dans ce réseau protéique apparait I'lL-3 (ou GM-CSF), or ce facteur de croissance stimule la
différenciation des monocytes en macrophages M1 ayant les meilleures capacités
microbicides. Ceci est en désaccord avec les résultats de cytométrie, qui montrent suite au
traitement par Galfs, une orientation plutot M1 des macrophages qui expriment plus de
CD80 et moins de CD163, témoignant d’une répression de la polarisation M2.

Les clusters, 5, 5’ et 6 regroupent des génes surexprimés apres traitement par Galf-oct,
NH2-Galf ou les 2. Parmi ces protéines, se trouvent des chimiokines responsables de
I’attraction des lymphocytes T, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CCL8 et CCL13 (262).
CXCL9 et CXCL11 sont particulierement importantes dans une réponse efficace contre les
leishmanies car elles sont chimio-attractantes pour les lymphocytes T activés. Toutefois,
Murray et al. ont montré que la guérison, aprés une infection par L. donovani, était
possible pour des souris déficientes en CXCL9 (ou en CXCL10) (263). L’attraction des PNN
est également nécessaire a la mise en place d’une réponse anti-leishmanie efficace (224) et
les réseaux protéiques des clusters 5 a 6 contiennent également des chimio-attractants
des PNN, comme CXCL5 et I'IL-8, qui en plus d’attirer les PNN sur le site de I'infection, sont
fortement impliquées dans leur activation pour aboutir a une réponse microbicide efficace
(262). Enfin, I’attraction des monocytes, qui sont d’une part une cible, mais d’autre part,
une cellule effectrice de la réponse anti-leishmanie, fait intervenir MCP-1, CXCL10, CXCL12,
CCL7, CCL8 et CCL13, qui sont surexprimées dans nos réseaux protéiques. La forme active
de CCL8, MCP-2, perd ses capacités attractives envers les monocytes et inhibe la chimio-
attraction de ces derniers par CCL7 (262): des phénomeénes régulateurs sont donc
également retrouvés dans les réseaux protéiques.

L'IL-6 et I'IL-2RA sont également présents dans le réseau protéique du cluster 5. L'IL-2RA
permet la connexion entre I'lL-2 et le TGF-B aboutissant a un contexte plutot régulateur,
mais aussi a une prolifération des lymphocytes Th17 (262). De méme I'IL-6 favorise la
différenciation des lymphocytes Th17, mais également des lymphocytes B pouvant aboutir
a une réponse immune tolérogene (264).

Au total, chez les macrophages infectés et traités, les principaux clusters de génes
modifiés impliquent de nouveau les voies de chimiotactisme et d’attraction de cellules
effectrices, avec une réponse régulatrice qui pourrait contrebalancer une réponse
inflammatoire trop importante.

A cO6té de ces marqueurs tolérogeénes, les réseaux protéiques contiennent également des
effecteurs reconnus de la réponse anti-leishmanie, comme le TNF-a ou MyD88. Le TNF-a
est produit de fagon autocrine par les macrophages stimulant ainsi la production de ROS et
de RNS nécessaires a l'activité parasiticide des macrophages infectés (264). Chiodo et al.
ont montré une production concomitante de TNF-a et d’IL-6 dans un modeéle de DC
stimulées avec des particules d’or coatées par du galactofuranose suite a la reconnaissance
du Galf par DC-SIGN. Notre analyse transcriptomique retrouve ce méme profil pour des
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macrophages traités par dérivés du Galf. MyD88 (présente dans le réseau) est activée en
réponse a la stimulation des macrophages par I'IL-1B (présente également) ou via les TLR3,
TLR4, TLR6 et TLR7 (TLR3 et TLR7 sont surexprimés dans notre réseau) (262). L’action
intracellulaire de MyD88 se fait ensuite via IRAK, IRF1, IRF7 et TRAF6 (TRAF6 est retrouvé
dans nos réseaux). TRAF6 agit par activation de NF-kB et aboutit entre autres a la
I’expression de I'IL-8 (262).

L’exploration des voies de signalisations via les TLR est importante. Etonnamment, nos
résultats nont pas mis en évidence de variation de |'expression de TLR4, ni de son
corécepteur CD14. Pour CD14, la CMF montre méme une diminution de la présence du
corécepteur a la surface des macrophages apres traitement par le Galf-oct, a expression
stable, le corécepteur doit donc subir une répression lors de la régulation post-
transcriptionnelle limitant probablement I'entrée via TLR4. Cette observation peut étre liée
au choix de I'espece L. donovani, qui favorise une entrée dans les macrophages via TLR2
(114) avec un effet immunotolérant qui pourrait étre amplifié par le traitement par les Galf
qui répriment le corécepteur de TLR4.

En dehors de TLR2 et TLR4 d’autres récepteurs macrophagiques sont spécialisés dans la
reconnaissance de motifs retrouvés dans les glycoconjugués de Leishmania. lls font partie
de la famille des récepteurs lectine de type C, tel que Dectin-1, MRC-1 et DC-SIGN. Nos
résultats montrent une augmentation de I'expression de MRC-1 et de Dectin-1, sauf dans
les macrophages MO infectés (Tableau 9). Quant a DC-SIGN, aucune variation de son
expression en surface des macrophages, n’a été observée en cytométrie (Tableau 8).

Les capacités immunomodulatrices des dérivés du Galf, pressenties par Mac Conville et
al., sont donc bien retrouvées dans notre analyse transcriptomique globale, mais nous
observons des résultats panachés, en faveur d’une induction des génes M1 et M2.



Discussion générale

Ce travail s’est intéressé au Galf comme cible thérapeutique dans la leishmaniose. Nous
avons tout d’abord pu établir que plusieurs enzymes impliquées dans la biosynthése du
LPG, étaient exprimées chez les promastigotes et les amastigotes de plusieurs espéces de
leishmanies, incluant L. donovani. Les enzymes intervenant dans la biosynthese du Galf y
sont bien exprimées y compris chez I'amastigote, validant ces enzymes comme cible
thérapeutique dans un modele d’infection a L. donovani.

Nous avons ensuite cherché a inhiber les voies de synthese du galactofuranose en utilisant
des analogues synthétiques susceptibles d’interférer avec le substrat naturel pour son site
enzymatique. Deux dérivés octyl-galactofuranosidiques, Galf-Oct et NH2-Galf ont montré in
vitro un effet antiparasitaire intéressant sur les promastigotes et les amastigotes de L.
donovani. Ueffet sur les promastigotes était associé a une rigidification de leur membrane
et une désorganisation conduisant a une apoptose des parasites. La forte interaction de la
chaine octyl avec la membrane parasitaire pourrait expliquer I'action stabilisante des
membranes.

Pour les amastigotes, I'utilisation des analogues fluorescents a permis de montrer que le
Galf-oct franchissait la membrane des cellules, mais sans prouver qu’il était capable
d’atteindre la membrane des parasites. La diffusion trés large des analogues dans le
cytoplasme des macrophages sans accumulation au niveau des membranes parasitaires
laisse supposer un mode d’action incluant le recours a des voies de signalisation
macrophagiques. L’'altération des membranes des amastigotes observée en microscopie
électronique, n’est probablement pas uniquement due a une action directe des dérivés du
Galf, mais serait associée a une activité immunomodulatrice favorable a I'élimination des
parasites par les cellules infectées, comme en témoigne I'augmentation des ROS et de la
production de NO aprés traitement par les dérivés du Galf.

Ce mode d’action combiné a été évoqué pour un autre antiparasitaire, la miltéfosine,
connue pour son activité antiparasitaire grace a son effet rigidifiant de membrane, pourrait
également favoriser I'élimination des parasites intracellulaires par augmentation de la
production de ROS et de RNS (62). Ces deux modes d’action antiparasitaire ont été
retrouvés pour le traitement par les dérivés du Galf.

L'augmentation des effecteurs microbicides des macrophages (ROS et RNS) est un
marqueur de polarisation de type M1. Nous nous sommes donc penchés sur 'effet des
dérives du Galf sur la polarisation des macrophages infectés d’une part, mais aussi non
infectés. En effet méme si la cible du traitement est la cellule infectée, I'activation des
macrophages non infectés contribue a la production des cytokines pro-inflammatoires et
donc au contréle de l'infection. L'effet observé sur les macrophages non infectés pourrait
également prédire les éventuels effets secondaires des molécules. L’analyse
transcriptomique a montré que les dérivés du Galf favorisaient le chimiotactisme des
monocytes, permettant le recrutement de cellules sur le site de I'infection.

En revanche, pour les macrophages non infectés, I'analyse transcriptomique a également
mis en évidence, de facon significative, des modifications de genes associés au
métabolisme de la membrane plasmique qui n’étaient pas attendues. Notre analyse en
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RMN-STDD avait montré une interaction importante de la chaine octyle du Galf-oct et de
NH2-Galf avec la membrane des parasites au stade promastigote. Cette interaction, non
spécifique du motif glyqué, existe probablement avec les membranes des macrophages en
culture, bien qu’aucun effet cytotoxique n’ait été constaté (CCso > 800 uM versus
miltéfosine < 150 uM). La caractérisation du « trafficking » cellulaire du Galf-oct a I'aide des
dérivés furanosidiques fluorescents n’a cependant pas montré d’accumulation au niveau
de la membrane des macrophages.

Le traitement des macrophages infectés par les dérivés du Galf a montré majoritairement
I'induction de cytokines et marqueurs pro-inflammatoires M1 (TNF-a, IL-12, IL-1B, IL-6,
MCP-1, CXCL10), tout en induisant également certains marqueurs tolérogenes de type M2
(IL-10, MRC-1). Les voies de signalisation associées a certaines cytokines M1, dont I'IL-1B,
passent par un effecteur que nous trouvons également induit, MyD88. L’activation de
MyD88 via I'lL-1B permet I'activation de I'IRF1, qui active a son tour la production d’IFN-y,
d’IL-12 et I'induction d’iNOS (256). Lima-Junior et al. montrent a 'aide de souris déficientes
en NIrp3, qu’en aval de I'activation de MyD88, I'inflammasome NIrp3 est responsable de la
production de I'lL-1B et Lefévre et al. confirment cette implication de I'inflammasome dont
I'activité est augmentée lors de la reconnaissance de L. infantum via Dectin-1 ou MRC-1.
Flandin et al., quant a eux, montrent que la production de NO et d’IL-12 se fait via IRF1,
mais suite a I'activation de MyD88 par TLR3 dans un modeéle d’infection par L. donovani
(114).

Les TLR3 et 7 sont retrouvés dans le cluster 5’ (infectés) surexprimés dans notre analyse
transcriptomique, or ces TLR sont responsables de la reconnaissance des virus a ARN.
Cependant, la présence du Leishmania RNA virus (LRV) dans des souches de L. donovani n’a
pas encore été démontrée. Le LRV est un virus a ARN double brin et seul le TLR3 est
impliqué dans la reconnaissance de ce type d’ARN viral. Ives et al. ont en effet montré que
des promastigotes de L. guyanensis porteurs de ce virus étaient principalement reconnus
via TLR3(265). La signification de sa surexpression dans notre modele reste a préciser.

En dehors des TLR, d’autres récepteurs macrophagiques sont spécialisés dans la
reconnaissance de motifs retrouvés dans les glycoconjugués de Leishmania. lls font partie
de la famille des récepteurs lectine de type C, tel que Dectin-1, MRC-1 et DC-SIGN. Dectin-
1 reconnait le motif B 1-3 glucane qui est présent dans le coeur hexasaccharidique du LPG
(entre le mannose et le Galf), mais également dans les GIPLs de L. major ou L. mexicana. Ce
motif est ubiquitaire dans les parois fongiques et Liu et al. ont montré que la signalisation
via Dectin-1 permettait une réversion de la polarisation alternative des macrophages vers
une polarisation M1 par la voie de signalisation Card-9-ERK (266). Dans un modéle de
macrophages péritonéaux de souris dans lesquels les récepteurs lectine sont bloqués par
des ARN interférents, Lefévre et al. ont pu confirmer cet effet de Dectin-1 dans le cadre de
la leishmaniose a L. infantum. Ainsi, la production d’'IL-1B et I'assemblage de la NADPH
oxydase sont fortement inhibés en I'absence de Dectin-1, mais également en I'absence de
MRC-1. Au total, I'induction de dectin-1 et MRC-1 observée dans ce travail serait associée a
un meilleur controle de I'infection par production de ROS. DC-SIGN quant a lui serait plut6t
responsable d’une chronicisation de linfection par inhibition du leucotriene LT4B
entrainant une diminution de I'IL-1B et une polarisation M2b des macrophages, associée a
la production d’IL-10 (111). Dans notre modele, nous avons constaté une augmentation de
I'expression de MRC-1 par le Galf-oct, et une légére augmentation de Dectin-1 par le NH2-




Galf, étonnamment associée a une induction accrue d’IL-10, rapportée dans la littérature
comme étant liée a une chronicisation de l'infection a L. infantum (111) et L. mexicana
(178). Néanmoins in vitro, le traitement par les Galfs était associé a un contréle efficace de
la réplication des amastigotes. Ces différences illustrent bien la variabilité qu’il peut exister
entre les espéces L. infantum et L. donovani sur le plan de la réponse immunitaire.

Au total, la production panachée des cytokines et chimiokines évoque un profil
macrophagique mixte entre le profil M1 et le profil M2b, immunorégulateur. L'induction
des récepteurs Dectin-1 et MRC-1 pourrait contribuer a une phagocytose plus efficace des
leishmanies par ces macrophages. Les cytokines Thl et l'activation d’un profil M1
aboutiraient au contréle de I'infection.

Le role de I'IL-10, cytokine couramment associée a une polarisation M2b mérite d’étre
exploré, car son induction pourrait étre en rapport avec le choix de I'espéce L. donovani. En
effet Alexander et al. ont montré que cette espéce était particulierement capable d’induire
cette cytokine Th2 alors que L. major ou L. mexicana induisaient plutét I'IL-4 pour orienter
la réponse lymphocytaire vers une réponse Th2 (161). Mais, I'association a la présence du
TNF-a, peut également faire évoquer le profil macrophagique M2b. En plus du TNF-a et de
I'IL-10 nous retrouvons également une expression de Dectin-1 accrue dans la plupart des
conditions. L’étude de I'efficacité in vivo de ces dérivés permettra de vérifier si ce profil
correspond réellement a un profil M2b favorable a la chronicisation de I'infection, ou si la
présence associée d’IL-12, d’IL-1B et de TNF-a correspond bien au profil M1 que nous
attendions.

En dehors de l'infection par Leishmania, le role des macrophages M2b et de I'IL-10 est
connu dans les infections chroniques, en particulier dans l'infection par le VHC ou les
infections chroniques a Candida chez les patients présentant un diabete de type 2 (267). Le
profil cytokinique des macrophages M2b correspond a une sécrétion associant le TNF-a et
I'IL-10 associée a l'expression du TLR2. La paroi des Candida contient un motif B1-3
glucane reconnu par Dectin-1, qui joue donc un role fondamental dans la régulation de la
population de Candida dans le tube digestif. Dectin-1 assure le contréle de la prolifération
de Candida par la production de ROS et le déclenchement de la phagocytose des levures
par les macrophages (267,268). Dans le modele d’infection chronique a Candida, Galés et
al. ont montré que la réversion du profil M2b vers un profil M2a, produisant moins d’IL-10
et de TNF-a était nécessaire au controle de l'infection. Cette réversion peut étre obtenue
grace a un traitement par I'lL-13 ou par des ligands de PPAR-y et passe par I’activation de
Dectin-1, et permet d’activer la production de ROS et la phagocytose des levures.
L'utilisation de traitement a visée immunomodulatrice pourrait donc étre une option
thérapeutique dans la prise en charge de I'infection chronique par Candida.

Le concept d’immunostimulation pour éradiquer des infections chroniques est
actuellement largement exploré dans le traitement des mycobactérioses et en particulier
dans la tuberculose. De facon intéressante, les mycobactéries partagent avec les
leishmanies des caractéristiques de paroi, en particulier la présence d’un motif Galf. Dans
le traitement de la tuberculose, I'association des antibiotiques a une immunothérapie
adjuvante pourrait améliorer la guérison en modulant la réponse immunitaire, souvent
aussi excessive qu’inefficace. Les corticostéroides sont recommandés dans les formes
cérébrales depuis de longues années. Mais en dehors des corticoides, d’autres molécules
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ont plus récemment montré des preuves d’efficacité dans des modeéles murins et/ou
humains, soit en diminuant I’activité Th2 (269,270), comme les inhibiteurs du TGF-B et de
I'lL-4, soit en augmentant la réponse Thl par apport d’IFN-y. Enfin, la réaction
granulomateuse entourant et protégeant les bacilles, ainsi que la production de cytokines
en exces favorisant la persistance de ces granulomes (en particulier en cas de syndrome de
restauration immune), peuvent également étre les cibles d'un traitement
immunomodulateur a visée anti-TNF-a (270,271). A I'heure actuelle, I'utilisation de ces
thérapies adjuvantes est proposée en association au traitement antibiotique pour les cas
de tuberculoses multi-résistantes, mais pourrait prochainement atteindre un niveau de
preuve suffisant pour faire partie intégrante du traitement de premiere intention afin de
réduire la durée du traitement ou le risque d’apparition de résistances. La malnutrition fait
partie des facteurs de risque de tuberculose en raison de I'immunosuppression induite par
cet état (diminution de I'lFN-y, de I'lL-1p, de I'lL-12, de I'lL-6 et du TNF-a et augmentation
de I'lL-10, du TGF-B et de I'lL-13 dans le groupe ayant un IMC bas) (272). Comme dans la
tuberculose, dans les leishmanioses, les parasites se développent au sein de granulomes et
un traitement immunomodulateur de type thalidomide (a visée anti-TNF) a montré une
certaine amélioration de [I'efficacité du Glucantime® dans un modéle murin de
leishmaniose viscérale (273). Concernant nos dérivés du Galf ils se situeraient plutét dans
la catégorie « pro-Thl » et pourraient ainsi étre utilisés en association avec d’autres
traitements antiparasitaires a visée d’immunothérapie adjuvante. De plus les populations
les plus touchées par la leishmaniose viscérale (péninsule indienne, Afrique de I'Est), sont
également sujettes a la malnutrition, I'effet observé in-vitro sur macrophages, en faveur
d’une augmentation de I'lL-1B, de I'lL-12 et du TNF-qa, pourrait donc contre balancer les
effets de la malnutrition.

La survenue du syndrome PKDL méme apres un traitement bien conduit de leishmaniose
viscérale a L. donovani, est encore mal comprise, mais pourrait également relever d’'une
immunothérapie. Les lésions cutanées survenant dans les mois (Soudan) ou les deux
années (Inde) suivant le traitement sont associées a des taux élevés d’IL-10 circulante, a
une polarisation M2 des macrophages et a une réponse inflammatoire granulomateuse
excessive au niveau cutanée (stimulation de la production de vitamine D dans les zones
exposées au soleil aboutissant a un exces de TNF-a) (274). Il y a persistance du parasite
dans ces lésions cutanées, alors que les signes cliniques de leishmaniose viscérale ont
régressé, les patients présentant cette complication sont donc des réservoirs du parasite
favorisant la transmission. Sur le plan de la physiopathologie, cette réaction
granulomateuse excessive avec excés du TNF-a, pourrait relever, comme dans la
tuberculose avec syndrome de restauration immune, d’'une immunothérapie adjuvante
mais actuellement aucune immunothérapie n’a fait la preuve de son efficacité (273).
Cependant, dans cette indication, les traitements antiparasitaires a privilégier sont les
dérivés antimoniés ou la miltéfosine au long cours, qui sont les traitements antiparasitaires
ayant une activité immunomodulatrice (274).

Enfin, un autre probléme est la persistance du parasite dans des cellules sanctuaires qui
pourraient étre les hépatocytes (32) ou les cellules étoilées (275), selon des mécanismes
restant a élucider. Ces parasites persistants sont a I'origine de rechutes chez les patients
immunodéprimés et nécessitent une prophylaxie secondaire tant que persiste
I'immunosuppression (77). La encore, des perspectives d’immunothérapie adjuvante
pourraient peut-étre contribuer a une éradication définitive des parasites.



En conclusion ce travail a montré un effet certain des Galf sur la paroi des promastigotes.
Nous n’avons pas pu prouver que la dégradation des parois des amastigotes était
directement imputable a un effet inhibiteur du Galf sur la membrane, mais nous avons mis
en évidence un effet immunomodulateur pouvant expliquer une dégradation des
amastigotes via une production accrue de ROS et de RNS associée a une polarisation des
macrophages intermédiaire entre M1 et M2b.
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Conclusion

La leishmaniose est une maladie tropicale négligée pour laquelle I'arsenal thérapeutique
est actuellement limité, pour certaines molécules par 'apparition de résistance, et pour
d’autres par un co(t ne permettant par leur utilisation en zone d’endémie.

L'étude de la réponse immune dans cette pathologie fait I'objet d’une littérature
abondante depuis de nombreuses années. Apres de nombreuses études de par le monde
sur la polarisation des lymphocytes Th1/Th2, les macrophages, cellules cibles des
leishmanies, ont fait plus récemment I'objet d’analyses détaillées. Les macrophages sont
désormais classés selon un spectre encore plus large avec une polarisation M1/M2 et au
moins 3 catégories de macrophages M2. L'infection des macrophages par L. donovani est
suivie d’une répression de genes associés a une réponse Thl. Cette interférence avec les
capacités de défense des macrophages est en partie liée au LPG recouvrant les
promastigotes.

Le motif galactofuranose, présent dans le LPG et les GIPLs de certaines especes de
leishmanies (L. major ou L. mexicana), mais absent des membranes des mammiféres est
apparu comme une cible thérapeutique d’intérét. Le LPG recouvre essentiellement les
promastigotes, tandis que les amastigotes sont quant a eux recouverts essentiellement de
GIPLs. Méme si la présence du LPG a été débattue chez les amastigotes, aujourd’hui il est
démontré qu’il est présent, bien qu’en faible quantité, dans toutes les espéces, hormis les
especes du complexe mexicana. Nous avons montré que les différents génes des
galactofuranosyltransférases intervenant dans les voies de synthese, étaient exprimés chez
I’'amastigote et le promastigote de L. major, L. donovani et L. braziliensis, laissant envisager
des perspectives de développement d’inhibiteurs a visée thérapeutique couvrant les
différents spectres des leishmanioses : cutanée, cutanéo-muqueuse et viscérale.

Certains analogues octyl-galactofuranosidiques, que nous avons étudiés ont montré une
efficacité antiparasitaire par désorganisation de la membrane des parasites aboutissant a
leur apoptose. Sur les amastigotes, les Galfs ont également un effet antiparasitaire, proche
de celui obtenu avec le traitement de référence (HePC) et nous avons pu montrer que cet
effet était associé a une stimulation de la production d’effecteurs anti-leishmaniens, ROS et
RNS.

Une capacité immunomodulatrice des dérivés du Galf était pressentie par Mac Conville et
al. Et en effet, nous montrons, chez les macrophages infectés puis traités, une production
accrue des cytokines Thl, IL-12, IL-1B et TNF-a mais également une production accrue de
'IL-10 qui est une cytokine Th2. Cette production panachée évoque un profil
macrophagique mixte entre le profil M1 et le profil M2b, immunorégulateur.

L'ensemble des résultats obtenus lors de cette thése ouvre plusieurs perspectives de
recherche :

- La caractérisation plus fine du trafficking des dérivés furanosidiques et de leur
interaction avec la membrane macrophagique (Travaux en cours dans I'équipe).
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L’évaluation de I'effet antiparasitaire du Galf-oct dans un modele in vivo. Les dérivés
fluorescents contenant de la rhodamine étant détectables par I'imagerie du petit
animal, ils laissent envisager I’évaluation de la diffusion dans les différents organes
du Galf-oct marqué. Nos collaborateurs de I'ENSCR ont également mis au point une
formulation liposomale de Galf-oct. Celle-ci est particulierement intéressante dans
la leishmaniose, car les formulations lipidiques sont prises en charge par les
macrophages qui sont également la cellule cible de linfection et donc du
traitement. Nous avons donc repris le concept de I'amphotéricine B liposomale qui
est actuellement le traitement de référence de la leishmaniose viscérale. Ainsi, le
Galf-oct nu et sa forme liposomale sont actuellement testés sur modele murin dans
notre équipe. La caractérisation de la réponse immune des souris pourra également
permettre de valider les effets immunomodulateurs observés in vitro.



Annexes

Annexe 1 : Liste des amorces utilisées pour amplifier les 5 enzymes impliquées dans I'intégration du Galf au
LPG et I'actine comme géne de référence

Enzyme  Espece Sens 5’ séquence 3’
L. major, L. donovani Forward TATCGTATTCGGACCATGCC
tPel L. braziliensis Forward ATCATACACCACCCGGAGAA
L. major Reverse = GACAGCGCAAATGTAGCCAT
L. donovani Reverse = GACAGCGCAAATGTGGCCAT
L. braziliensis Reverse = CAAATTCTGTGATCAGGCCC
L. major, L. donovani Forward TGGAGTCCATGACGGAACTC
L. braziliensis Forward GCGTGCACATCTGTGTGTCT
LPG1-L L. major Reverse ~ GTTGGTCAGCCGGTTCCTAT
L. donovani Reverse  GTTGGTCAACCGGTTCCTAT
L. braziliensis Reverse =~ GAAGAGTCCCAGCAGAAGGC
L. major, L. donovani, L. braziliensis Forward TACGGGTGGAACGTATGCTT
HPGL-R L. major, L. donovani, L. braziliensis Reverse = CACATCCAACGGAACAATGA
L. major, L. donovani Forward ACAAGCTCAAGTACGGTCCG
L. braziliensis Forward CTCGTCATTGCTGCATACCA
tPeL-6 L. major, L. donovani Reverse  CATCCTCATCAAGCACCCAT
L. braziliensis Reverse ~ GCGAATCGTTGTGAATTGCT
L. major, L. donovani Forward GCTATAATGAGGCGACAGGG
L. braziliensis Forward TTCTCTTCACCACGCAGGAC
BirA L. major, L. donovani Reverse = AAGGATCTGAGCATCGCTGT
L. braziliensis Reverse = CCTGGTGATTTCCGATCGTA
L. major, L. donovani Forward CGATAAAGCCGAAGGTGGTT
Actine L. braziliensis Forward ATCAAACCAAAGGTGGTTGC

L. major, L. donovani, L. braziliensis Reverse =~ CCAGACTCGTCGTACTCGCT

Bases soulignées : Unique base différente entre les séquences d’amorces des especes L. major et L. donovani
pour une méme enzyme
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Annexe 2: Configuration du FACS Aria Il et exemples de fluorochromes détectables dans cette configuration

Laser/excitation (nm) Exemple de Fluorochromes Filtres de
détection
Alexa 405, Pacific Blue 450/30
Violet / 405 nm
LIVE/DEAD™ fixable yellow stain, Pacific orange 530/30
SSC, FSC 488/10
AF 488, FITC 530/30
PE 585/42
Bleu / 488 nm
IP 616/23
PerCP-Cy5.5, PE-Cy5, Per CP-efluor 710 695/40
PE-Cy7 780/60
AF 647, APC 660/20
Rouge / 633 nm
APC-Cy7 780/60

SSC : Side scager ; FSC: Forward scager ; AF : Alexa fluor; FITC : Isothianate de fluorescéine, PE : Phycoérythrine, IP :
lodure de propidium, Per CP: Péridinine Chlorophylle Protéine; Cy 5, Cy 5.5 et Cy 7: Cyanine 5, 5.5 et 7; APC:
Allophycocyanine

Violet-laser signal Red-laser signal Blue-laser signal

Annexe 3 : Représentation schématique des 3 systemes de détection du FACSAria Il Becton Dickinson
(Schéma disponible dans le guide de l'utilisateur du FACSAria)
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Annexe 4 : Configuration du FC 500 et exemples de fluorochromes détectables dans cette configuration

Laser/excitation (nm) Exemple de Fluorochromes Filtres de
détection

AF 488, FITC 525/40

PE 575/40

Bleu / 488 nm IP 620/20

PerCP-Cy5.5, PE-Cy5 675/40

PE-Cy7 755/40

AF 647, APC 675/40

Rouge / 633 nm
APC-Cy7 755/40

AF : Alexa fluor ; FITC : Isothianate de fluorescéine ; PE : Phycoérythrine ; IP : lodure de propidium ; Per CP : Péridinine
Chlorophylle Protéine; Cy 5, Cy 5.5 et Cy 7: Cyanine 5, 5.5 et 7; APC : Allophycocyanine
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Résumé

La leishmaniose est une maladie tropicale négligée
pour laquelle I'arsenal thérapeutique actuel est limité.
Ce travail de thése s’est intéressé a rechercher des
nouvelles cibles thérapeutiques en ciblant la paroi des
leishmanies. Le lipophosphoglycane (LPG), constituant
majoritaire de la paroi, présente un motif glucidique
particulier, le galactofuranose, qui semble une cible
thérapeutique intéressante car il est absent des
membranes de mammiferes. Les galactofuranosyl-
transférases sont impliquées dans le métabolisme de
ce furanose, et ce travail a débuté par I'étude de ces
enzymes et par la caractérisation d’une mutase,
également nécessaire au métabolisme du
galactofuranose. Une fois les cibles caractérisées dans
les 2 stades du parasite, des analogues du
galactofuranose ont été testés quant a leur capacité
antiparasitaire sur les formes promastigotes et
amastigotes de Leishmania donovani. Un composé s’est
révélé intéressant et a été plus étudié, le n-octyl-
galactofuranose (Galf). Différentes approches ont été
utilisées pour caractériser son mode d’action sur les
promastigotes et les amastigotes: résonance
paramagnétique électronique, microscopie
électronique a transmission, cytométrie en flux ou
résonance magnétique nucléaire. L'observation d’une
activité inductrice du métabolisme oxydatif des
macrophages nous a conduits a nous intéresser aux
capacités immunomodulatrices de ces analogues
galacto-furanosidiques. Ainsi la derniére partie de ce
travail est consacrée a I'étude de la polarisation des
macrophages par les galactofuranosides, sur un modele
in vitro de macrophages humains. Nous avons pu
montrer que le Galf exergait une activation des
macrophages en faveur d’une polarisation de type M1,
ce qui pourrait expliquer I'effet limitateur de croissance
des amastigotes.

Mots clés : Galactofuranoside, Leishmania, invertase,
immunomodulation

Abstract
Leishmaniasis is a neglected tropical disease for which
the current therapeutic arsenal is limited. This work
aimed at finding new therapeutic drugs by targeting
the Leishmania cell wall. Lipophosphoglycan (LPG) is
the major glycoconjugate in promastigotes cell wall,
consisting of a hexasaccharide core including a
galactofuranose motif. Galactofuranose is absent in
mammalian membranes, thus could be a therapeutic
target. First, this work studied the galactofuranosyl-
transferases involved in the metabolism of this
furanose, as well as a mutase, also necessary for the
metabolism of galactofuranose. Once targets were
identified in the two parasitic stages, galactofuranose
derivatives were tested for antileishmanial activity on
promastigotes and amastigotes forms of Leishmania
donovani. A compound showed interesting results and
has been studied further, the n-octyl-galactofuranose
(Galf). Different techniques have been used to
characterize its mode of action on promastigotes and
amastigotes: electron  paramagnetic  resonance,
transmission electron microscopy, nuclear magnetic
resonance or flow cytometry. Infected macrophages
treated with Galf were able to produce oxygen
derivatives species, leading us to look at the
immunomodulatory capacity of Galf derivatives. Thus,
the last part of this work focused on the study of
macrophage polarization by galactofuranosides on an
in vitro model of human macrophages. We were able
to show that Galf stimulates macrophages towards M1
polarization, which could explain the decreased growth
of amastigotes inside macrophage cells.

Key words: Galactofuranoside, Leishmania, invertase,
immunomodulation



