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ROS : esp es a ti es de l’o g e 

(reactive oxygen species) 
RPMI : Roswell Park Memorial Institute 

medium 
 
SbIII : dérivés trivalents de l'antimoine 
SbV : dérivés pentavalents de l'antimoine 
SOD : super oxyde dismutase 
SVF : “ u  de Veau Fœtal 
 
TCR : récepteurs des lymphocytes T 
TGF : transforming growth factor 
TLR : toll like receptors 
TNF : tumor necrosis factor 
 
UDP : Uridine-DiPhosphate 
UGM : UDP-galactopyranosemutase 
USD : UDP-sugar-pyrophosphorylase 
UTP : Uridine-TriPhosphate 
 
VIH : Vi us de L’Immunodéficience 

Humaine 
 
WB : Western Blot 
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Introduction 

Les leishmanies présentent à 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 mammifères, ce qui en font une cible innovante à visée 
antiparasitaire. Ce travail de thèse présente donc les leishmanioses et les caractéristiques 
de la paroi des leish a ies. Puis la pa tie e p i e tale o t e d’u e pa t la pe ti e e 
de i le  la oie de s th se des gl a es e a es à is e a tipa asitai e et l’i pa t 
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 
l’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 
l’ olutio  est sou e t fatale e  l’a se e de t aite e t, la leish a iose uta e et la 
leishmaniose cutanéomuqueuse. 

Ces parasitoses sont endémiques dans de nombreux pays à revenus limités dans lesquels 
les problématiques de loge e t, d’h gi e, d’a s au  soi s et de fai les e e us e de t 
difficiles leur prise en charge tant préventive, diagnostique que thérapeutique.  

1.1.1 Agents pathogènes 

Les leish a ies so t des pa asites p otozoai es flagell s appa te a t à l’o d e des 
kinétoplastidés, à 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 VIIème siècle avant notre ère (2), cependant la 
ise e  ide e du pa asite da s es l sio s ’a t  o te ue u’e   pa  le Colo el D. 

D. Cunningham (3) qui présente initialement le parasite comme une spore appartenant 
probablement au règne fungique. 

Le parasite fut pour la première fois mis en évidence en 1892 par Peter Borovsky puis en 
1900, Sir William Boog Leishman retrouve « des corps de Leishman » dans un prélèvement 
de rate provenant d’u  soldat o t de la « fièvre noire » en Inde (4). Trois ans plus tard 
Charles Donovan effectue les mêmes constatations sur un autre prélèvement de rate (5) et 
’est e  leu  ho eu  ue Sir Ronald Ross nomma Leishmania (L.) donovani l’esp e 

responsable du terrible Kala Azar (voulant dire « fièvre noire » en Hindi) dans le bassin 
indien (6). Par la suite la présence de leishmanies a pu être d te t e da s d’aut es gio s, 
hez d’aut es a if es o e le hie  et da s d’aut es t pes d’attei te e  pa ti ulie  

les lésions cutanées ou muqueuses au Brésil (7). 
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Tableau 1 : Classification, distribution et types d'atteintes des espèces de Leishmanies pouvant toucher 
l'homme (8–10) 

Sous Genre Complexe Espèces Atteintes 
cliniques 

Distribution 

Leishmania 

L. 

donovani 

L. (L.) donovani LV, LDPKA 
AM : BI, Chine, MO, Afrique 
Ce t ale et de l’Est “ouda  L. (L.) archibaldi LV 

L. (L.) infantum LV, LC AM : Maghreb, Bassin 
méditerranéen, MO, Asie Centrale 

L. (L.) chagasi LV, LC NM : Nord et centre du CSA (Brésil, 
Venezuela, Bolivie, Mexique) 

Hors 
complexe 

L. (L.) major LC AM : Maghreb, Afrique Centrale, 
MO, Asie Centrale 

L. (L.) tropica LV, LC AM : Maghreb, Afrique Centrale, 
MO, Asie Centrale, BI 

L. (L.) æthiopica LCD, LC AM : Af i ue de l’Est Ethiopie, 
Kenya) 

L. 

mexicana 

L. (L.) mexicana LCD, LC NM : USA, Pérou, Equateur, 
Venezuela 

L. (L.) amazonensis LCM
¥
, LCD, LC NM : CSA (Bolivie, Brésil, 

Venezuela) 

L. (L.) venezuelensis LC NM : Venezuela 

Viannia 
L.  

braziliensis 

L. (V.) braziliensis LCM¥, LC NM : Bassin amazonien, CSA 
(Brésil, Pérou, Bolivie, Guatemala, 
Venezuela) 

L. (V.) guyanensis LCM
¥
, LC NM : Nord du CSA (Guyane 

française, Guyana, Surinam, Brésil, 
Bolivie) 

L. (V.) panamensis LCM
¥
, LC NM : Centre et Sud du CSA (Brésil, 

Panama, Venezuela, Colombie) 

L. (V.) peruviana LC, LCM
¥
 NM : Pérou, Bolivie 

L. (V.) naiffi LC NM : Brésil, Guyane Française 

L. (V.) lainsoni LC NM : Brésil, Bolivie, Pérou 

L. (V.) lindenbergi LC NM : Brésil 

L. (V.) shawi LC NM : Brésil 

Mundiania (9) L. enrietti 

L. (M.) martiniquensis LC, LV NM : Martinique 
AM : Thaïlande 

« L. (M.) siamensis » LC, LV NM : USA 
AM : Thaïlande, Europe Centrale 

Endotrypanum (9) L. Hertigi L. (E.) colombiensis LC, LV NM : Colombie 

¥ : Les cas de LCM sont surtout dus à L. (V.) braziliensis et L. (V.) panamensis et rare pour les autres espèces (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 ; BI : Bassin Indien, MO : Moyen Orient ; CSA : Continent Sud-Américain ; USA : 
Etats-U is D’A i ue 
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Il existe plus de  esp es de leish a ies pou a t i fe te  l’ho e (Tableau 1), en 
particulier le complexe L. donovani et le complexe L. mexicana ainsi que des espèces en 
dehors de ces complexes : L. tropica, L. major, L. æthiopica, et enfin le sous-genre Viannia 
constitué de quatre espèces principales L. (V.) braziliensis, guyanensis, panamensis et 

peruviana (11). 

Le parasite existe sous 2 formes au cours du cycle, une forme flagellée mobile retrouvée 
li e da s l’i testi  du e teu , ’est la fo e p o astigote et une forme intracellulaire 
stricte parasitant les cellules du système des phagocytes mononucléés, ’est la forme 
a astigote ui ’est pas mobile et présente un résidu de flagelle internalisé. 

Ce parasite possède un kinétoplaste parmi ses organites, raison pour laquelle il  appartient 
à la famille des kinétoplastidés. Chez le promastigote le kinétoplaste est situé au pôle 
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 
hélicoïdale. L’a astigote de fo e o ale o se e le ki toplaste e e  l’a se e du 
flagelle. 

1.1.2  Epidémiologie  

En 2010, 98 pays sont déclarés touchés par les différentes formes de leishmanies (6). Plus 
précisément su  les do es de l’a e , l’OM“ le ue % des as 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, Éthiopie, Pérou, République 

a a e s ie e, R pu li ue isla i ue d’I a  et “ouda  (12,13). 

 

Figure 1 : R pa titio  o diale des as de leish a iose is ale e   selo  l’OMS (14) 
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Co e a t l’Eu ope, les pa s les plus tou h s so t l’Italie, l’Espag e, l’Al a ie la G e 
puis la France (15). L’esp e est L. infantum principalement espo sa le d’u e attei te 
viscérale touchant surtout les enfants et les adultes immunodéprimés, en particulier 
atteints du i us de l’immunodéficience humaine (VIH) mais également les transplantés 
d’o ga es solides ou les personnes recevant un traitement immunosuppresseur (15,16). De 
a es as d’attei tes uta es à L. infantum sont décrits également pour le bassin 

méditerranéen (17). 

La leishmaniose viscérale est principalement une zoonose, hormis dans la péninsule 
i die e où il s’agit plutôt d’u e a th opo ose, l’i fe tio  d’aut es a if es o e le 
chien restant marginale et jouant un rôle 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 prin ipal et l’i fe tio  de 
l’ho e este a ide telle. 

 

Figure 2 : R pa titio  o diale des as de leish a iose uta e e   selo  l’OMS (18) 

Les leishmanioses cutanées et cutanéo-muqueuses sont essentiellement des zoonoses. 
Plus de 70 espèces de mammifères peuvent être touchées (7). 
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1.1.3 Cycle parasitaire 

Le cycle parasitaire comprend 2 étapes et 2 hôtes. 

Le vecteur est un petit insecte diptère appartenant au sous-ordre des Nématocères et au 
genre Phlebotomus pou  les esp es de l’a ie  o de (AM) ou au genre Lutzomyia pour 
les espèces transmises dans le nouveau monde (NM). Chez ces insectes, seule la femelle 
est hématophage, elle pique à partir du crépuscule et en début de nuit. Elle est attirée par 
la lumière (en particulier les lumières artificielles) et sa piqûre peut être douloureuse. 

L’ tape du cycle se d oula t hez l’hôte a th opode, correspond à la multiplication des 
formes promastigotes du parasite (Figure 3 étapes 1 à 4). Le phlébotome se contamine lors 
du repas sanguin, en absorbant des cellules parasitées (étape 1) qui libèrent des 
amastigotes dans le tube digestif du vecteur (étape 2). Les amastigotes se transforment 
alors en promastigotes en une douzai e d’heu es, sous l’i flue e des conditions de pH et 
de température (19). Ces promastigotes procycliques vont se multiplier par division binaire 
(étape 3) da s l’i testi  de l’hôte a th opode. La survie des promastigotes dans le tube 
digestif du phlébotome est liée à la consommation de plantes contenant du sucrose (20). 
Le métabolisme du sucrose fait appel à des enzymes appartenant à la famille de Glycosides 
Hydrolases (GH), comme les invertases, qui peuvent être intra- ou extracellulaires. A ce 
stade, les promastigotes procycliques se fi e t au  illosit s digesti es de l’i se te g â e à 
leur flagelle et ’o t pas de apa it  i fe ta te (19). Ils vont ensuite évoluer de cette forme 
procyclique à une forme métacyclique (étape 4) qui présente une paroi plus épaisse et 
perdent la faculté de se multiplier, cette forme possède une capacité infectante (21,22) et 
se a t a s ise à l’hôte a if e lo s d’un repas sanguin (étape 5). 

 

Figure 3 : Cycle parasitaire de la leishmaniose 

Chez l’hôte a if e Figure 3 étape 5 à 8), les leishmanies sont des parasites 
intracellulaires du système des phagocytes mononucléés en particulier les macrophages et 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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les cellules dendritiques (DC). Les promastigotes existent de façon 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  da s les a uoles d’e do tose des ellules i les. 
Au sein des macrophages les amastigotes vont se multiplier par division binaire et 
entrainer la rupture de la cellule hôte (étape 8) ou l’e lusio  de la a uole 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 être démontrée (23). 
Ainsi il y a un passage possible pa  le pol u l ai e eut ophile a a t l’i te alisation 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 être uniques autour de chaque amastigote pour certaines 
esp es ou u e g a de a uole da s la uelle se situe t plusieu s a astigotes, ’est le as 
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 à cette pathologie, la leishmaniose cutanée (LC) dont il existe des 
formes diffuses (LCD) et enfin la leishmaniose cutanéomuqueuse (LCM) dont les 
répercussions esthétiques peuvent être très délabrantes. 

Les promastigotes inoculés dans la peau au moment de la piqûre infestante sont 
phagocytés par les cellules du système des phagocytes mononuclées. A l’i t ieur des 
cellules macrophagiques les amastigotes vont se multiplier. Après multiplication 
intracellulaire et éclatement de la cellule hôte, les amastigotes infestent localement de 

ou elles ellules phago tai es et e tuelle e t ig e t e s d’aut es tissus. 
L’e p essio  li i ue d pe d à la fois du t opis e des espèces de leishmanies et du statut 
i u itai e de l’hôte, ai si ue des odalit s de la po se i u itai e de e de ie . 
Ai si u e e esp e peut t e i pli u e da s plusieu s fo es li i ues, ’est le cas 
par exemple de L. infantum, qui peut être retrouvé dans des LC, LCM et LV. Les espèces 
ayant un tropisme cutané vont se multiplier localement pour donner un granulome 
inflammatoire correspondant à la lésion visible au point de piqûre. Certaines espèces 
peuvent diffusées par voie lymphatique dans un périmètre loco-régionale expliquant 
l’e iste e de l sio s uta es ultiples pa fois associées à une adénopathie avec un 
risque important de récidive (fréquentes dans les atteintes à L. guyanensis) (27). L’a se e 
d’u e po se adapt e de l’hôte peut e pli ue  la possi ilit  d’u e attei te uta e 
diffuse. En effet, on observe une anergie anti-leishmanie dans les biopsies de patients 
atteints de LCD à L. æthiopica. (27). Concernant les LCM, une association entre les 
apa it s tastati ue de l’esp e e  ause L. braziliensis) (27) et d’u  e s de 

production de cytokines pro-inflammatoires, telle que l’IFN-γ et le tumor necrosis factor 
(TNF)-α (28) associé à un défaut de production de cytokines anti-inflammatoires comme 
l’interleukine(IL)-10 (29). Et enfin pour certaines espèces viscérotropes (L. donovani et L. 
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infantum), les cellules infectées ou les amastigotes « libres» vont diffuser beaucoup plus 
la ge e t da s l’o ga is e, e s la ate, la oelle osseuse, le foie ou e o e les ga glio s.  

Lo s de l’i fe tio  les a astigotes peu e t p t e  da s des ellules o  phago tai es, 
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 espèces sont 
principalement responsables de cette atteinte, L. donovani dans le bassin indien et L. 

infantum dans le bassin méditerranéen, da s l’Est Af i ai , da s le e t e de l’Asie et en 
Amérique du sud. L’attei te à L. infantum touche particulièrement les enfants ou les 
patients immunodéprimés alors que L. donovani peut aussi contaminer les adultes 
immunocompétents. Toutefois, chez les patients immunodéprimés des espèces 
habituellement responsables de leishmaniose cutanée peuvent entrainer une forme 
viscérale et inversement (33,34). En plus de ces atteintes particulières en fonction des 
espèces, les atteintes viscérales peuvent être particulières par leurs localisations 
e topi ues da s  à  % des as hez l’i u od p i . Elle comporte des localisations 
inhabituelles : digestive, pulmonaire, cutanée (lésions nodulaires ou ulcérées), traduisant la 
diffusion poly-viscérale du parasite en l'absence de contrôle immunitaire de l'hôte (35). 

Ap s la pi û e ui passe sou e t i ape çue, l’i u atio  est as pto ati ue et du e 
entre 3 et 6 mois mais peut s’allo ge  sur plusieu s a es. L’i fe tio  peut e este  
as pto ati ue et e se d le he  u’e  as de su e ue d’u e i u osupp essio .  

L’attei te li ique associe une fièvre « folle », complètement désorganisée avec une 
splénomégalie et des signes cliniques liés à des cytopénies. La splénomégalie est très 
intense et peut attei d e l’o ili , elle est o s uti e à u  h pe spl is e pa  
destruction des cellules parasitées. Depuis le site de piqûre les macrophages parasités vont 
migrer vers la oëlle osseuse u’ils o t e ahi  e  s’  ultiplia t, e pli ua t les 

top ies ui so t agg a es pa  l’h pe spl is e. La première lignée hématopoïétique 
touchée est la lignée érythrocytaire, on observe donc en premier lieu une pâleur 
t oig a t de l’anémie. L'hépatomégalie est retrouvée chez 50 à 95 % des malades dans 
les foyers indiens et africains, et de 50 à 65 % pour le foyer méditerranéen. Cette atteinte 

sulte d’u e h patite g a ulo ateuse, uasi o sta te histologi ue e t. E  effet, le foie 
est p i ipale e t o stitu  d’h pato tes avec quelques cellules de Kupffer 

a ophages h pati ue  et il est p ou  u’e  plus de se ultiplie  da s les cellules de 
Kupffer, entrainant localement u e dest u tio  des h pato tes et la fo atio  d’un 
granulome(36), les leishmanies peuvent également se multiplier dans les hépatocytes (32). 
L'ictère, l'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 « fièvre noire » en sanscrit, e  aiso  d’u e attei te uta e o se e au cours de 
la leishmaniose viscérale à L. donovani, avec pigmentation des zones découvertes parfois 
associées à des macules ou papules hypo ou hyperpigmentées qui ne doivent pas être 
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confondues avec une lèpre lépromateuse. En plus de ces lésions cutanées contemporaines 
de l’attei te is ale u e attei te uta e d’o igi e i u ologi ue peut faire suite à 
l’attei te is érale, au moins 3 mois après 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’ olutio  atu elle de la aladie se fait vers une pancytopénie, des infections 
opportunistes peuvent apparaitre des suites de la neutropénie, les polynucléaires 
neutrophiles étant la deuxième lignée atteinte, et plus tardivement des signes 
hémorragiques peuvent témoigner de la thrombopénie, ces deux complications pouvant 
causer le décès du patient. Un état de cachexie accompagne cette pancytopénie qui évolue 
e s le d s e  deho s d’u  t aite e t adapt . 

1.1.4.2 Les leishmanioses cutanées 

1.1.4.2.1 Les leishmanioses cutanées localisées 

Après la piqûre infectante, la lésion va apparaitre au point de piqûre 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 à la piqûre par 
le phlébotome : isage su tout e  as de po t d’u e la pe f o tale , as, ja es. Il peut y 
avoir une ou plusieurs lésions selon le nombre de piqûres. 

                     

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

Un à quatre mois après la piqûre, une petite papule va apparaitre et grossir pour devenir 
une grosse papule plutôt sèche, comme le « outo s d’O ie t » décrit au moyen Orient, ou 
plutôt 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 ou elet p iph i ue i fla atoi e d li ite la l sio , ’est da s ette 
zo e ue la ultipli atio  du pa asite est la plus i te se et ’est do  à e i eau ue le 
prélèvement à visée diagnostique doit être réalisé préférentiellement. Cette lésion bien 
i o s ite peut s’a o pag e  d’u e ad ol pha gite, t s f ue te da s les 

atteintes par L. guyanensis. L’ olutio  atu elle se fait e s la gu iso  ap s u  te ps 
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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 très grand nombre et augmentent en taille, jus u’à fo e  des pla ues i filt es et 
faisant évoquer une lèpre lépromateuse. En Amérique du Sud, L. amazonensis peut 
p o o ue  e t pe d’attei te, et en Afrique elle est due à L. æthiopica. L’ olutio  pou  
cette forme est assez défavorable sur le plan esthétique, d’auta t plus ue le traitement 
est souvent inefficace. 

1.1.4.2.3 La leishmaniose cutanéo-muqueuse 

La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) est une forme sévère de la maladie qui atteint la 
sphère oro-pharyngée. Après une atteinte cutanée par certaine espèce 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 première touchée, la 
cloison nasale et par voisinage la muqueuse buccale so t attei tes. E  as d’ olutio  t s 
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 biologiques non spécifiques 

Dans le cadre de la leishmaniose viscérale, l’attei te dullai e se t aduit iologi ue e t 
pa  u e pa top ie. L’attei te i itiale est u e a ie o o h o e, o o tai e et 
a g ati e puis ue d’o igi e e t ale , puis appa ait u e leu op ie tou ha t 
principalement les granulocytes et enfin dans les tableaux avancés une thrombopénie. 
Cette pa top ie s’a o pag e d’u  s d o e i fla atoi e a e  aug e tation de la 
CRP. Ce syndrome survient par déséquilibre protéique avec une hypergammaglobulinémie 
et une hypoalbuminémie. Lo s u’elle est p se te l’attei te h pati ue est de t pe tol se 
hépatique avec ictère et constitue un signe de gravité. 

Dans le cadre de la leishmaniose cutanée il y a peu d’a o alies biologiques, car la réaction 
reste principalement localisée. Toutefois, lo s u’u e lymphangite ou une atteinte 

u ueuse est asso i e, elle peut s’a o pag e  d’u e a tio  i fla atoi e s st i ue. 

1.1.5.2 Le diagnostic indirect par sérologie 

La e he he d’a ti o ps i ula ts présente surtout un intérêt pour le diagnostic de 
leishmaniose viscérale. En effet, en cas de lésion cutanée seule, une sérologie négative 

’e lut pas le diag osti . De plus, e e  as d’attei te is ale, une sérologie positive 
e sig e u’u  o ta t a e  le pa asite sa s t e u  diag osti  de e titude. Elle pe et 

su tout d’appu e  la essit  de fai e des p l e e ts plus i asifs pou  a outi  au 
diag osti  de e titude ou d’ li i e  e diag osti  diff e tiel e  as de doute. De plus, 
chez un immunodéprimé, la sérologie peut être mise en défaut. La s ologie ’apporte pas 
non plus de possibilité de suivi post thérapeutique car elle reste souvent positive avec des 
tit es le s d’a ti o ps, e ap s u  t aite e t effi a e.  
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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 (IFI ou ELISA) et une technique de confirmation (WB) 
(37). Mais e  zo e d’e d ie, e so t su tout les tests de diag osti  apide, sou e t as s 
su  l’immunochromatographie qui sont intéressants pour orienter le diagnostic 
apide e t. Cepe da t hez l’i u od p i  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 prélèvement 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 

o a t ioses ou l’histoplas ose e d i ues dans de nombreuses zones 
intertropicales dans lesquelles la leishmaniose viscérale est présente. Selon le tableau 
clinique, d’aut es p l e e ts peu e t tre 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 être évitée dans la mesure du 
possi le elle ’est pas alis e e  F a ce). A défaut d’u e po tio  dullai e lo s u’elle 
est refusée ou non réalisable), le diagnostic peut être posé sur le sang total après 
leucoconcentration nécessitant alors une technique de diagnostic très sensible 
(Polymerase Chain Reaction (PCR)).  

Dans le contexte de leishmaniose cutanée, le prélèvement doit être réalisé au niveau des 
e ges de l’ul e. Il peut t e alis  pa  g attage a e  u e la e de s alpel ou u  

vaccinostyle mais dans ce cas le matériel recueilli est en faible quantité. On peut également 
réaliser une biopsie cutanée (« punch ») pe etta t d’a oi  plus de at iel et de fai e u  
examen anatomopathologique à la recherche des diagnostics différentiels (sporotrichose, 
ul e de Bu uli… . 

Après réalisation de frottis ou appositions pour un examen direct, les prélèvements 
peuvent être mis en culture, les parasites peuvent également être détectés par biologie 
moléculaire ou même de façon plus récente par recherche antigénique (38). L’e a e  
direct est classiquement réalisé après coloration au May Grünwald Giemsa (MGG) : les 
amastigotes sont observés dans les ellules phago tai es, ais l’ tale e t su  la la e 
peut entrainer un éclatement des cellules parasitées et des amastigotes « libres » 
artéfactuels peuvent être observés (Figure 5). Les amastigotes mesurent 2 à 5 µm et 
possèdent un organite caractéristique, le kinétoplaste qui se présente comme un bâtonnet 
coloré en violet très foncé au MGG.   
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Figure 5 : Frottis de grattage cutané coloré au MGG et observé au grossissement x100. Présence 
d’a astigotes intracellulaires et « libres » (flèche), nombreux kinétoplastes visibles (ronds) (Image S. Belaz) 

La ultu e ’est alis e ue da s les la o atoi es sp ialis s. Elle peut se fai e su  ilieu 
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 
“ u  de Veau Fœtal “VF). Les cultures sont incubées à 27°C pendant 4 à 6 semaines et 
doivent être observées chaque semaine à la recherche de promastigotes mobiles. 
L’o se atio  i os opi ue des p o astigotes e pe et pas de fai e le diag osti  
d’esp e, ais l’o te tio  de la sou he pe et la o se atio  de elle-ci et la réalisation 
de son typage par séquençage, par spectrométrie de masse ou par électrophorèse des 
isoe z es ette de i e te h i ue ’est alis e ue pa  le Ce t e Natio al de 
Référence (CNR)). 

 

Figure 6 : Promastigotes de Leishmania donovani observés au microscope à 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 prélèvements les moins riches 
comme le sang (sang total ou après leucoconcentration), les biopsies ganglionnaires ou 
hépatiques, ou encore les urines. Cette sensibilité importante permet aussi l’utilisatio  de 
la PCR pour le suivi post thérapeutique dans le cadre de la LV. Les gènes cibles utilisés sont 
variés : g es de l’ADN ki toplastidi ue a a t u e li ite de d te tio  à  pa asite/ l 
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pou  les esp es de l’a ie  o de  (39–41) ou ceux codant pour les ARN ribosomaux 
(ayant une limite de détection de 10 parasites/ml, mais plus adaptés à la recherche de 
toutes les espèces de leishmanies) (42). La biologie moléculai e a l’a a tage d’allie  u  

sultat plus apide ue la ultu e, et de pe ett e l’ide tifi atio  d’esp e e  alisa t u  
séquençage (par exemple le séquençage de la région du gène de la Heat Shock Protein 
(HSP) 70 (43)  ou des PCR asso i es à l’ tude du pol o phis e de la lo gueur des 
fragments de restriction (RFLP) (44).  

1.1.6 Traitement 

Les différentes formes cliniques et les différentes espèces parasitaires impliquées dans la 
leish a iose essite t u e app o he th apeuti ue adapt e. D’u e pa t, le traitement 
doit être 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 
coûteux.  

1.1.6.1 Les d i s de l’a ti oi e 

 

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

Les d i s de l’a ti oi e sont utilisés depuis presque un siècle dans le traitement de la 
leishmaniose cutanée et viscérale, e  pa ti ulie  e  zo e d’e d ie, du fait de leur prix 
raisonnable. Les dérivés trivalents (Sb III) 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 être utilisés en injections péri-lésionnelles dans certains cas de 
leish a iose uta e i o s ite et sa s is ue d’ olutio  e s u e idi e u ueuse. 
Cependant, en usage systémique, il existe des effets secondaires qui sont potentiellement 

o tels. D’u e pa t la sti io-intolérance, ui s’appa e te à u e action anaphylactique 
lo s des i je tio s ais ui s’a e de à l’a t du t aite e t, d’aut e pa t, la stibio-
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intoxication, correspondant à une accumulation toxique du produit dans le foie, la moelle 
osseuse, les reins ou le myocarde. Cette toxicité peut conduire au décès et nécessite donc 
la su eilla e de l’ le t o a diog a e et du ila  iologi ue au ou s du t aite e t. 

Le a is e d’a tio , encore assez mal connu actuellement, essite tout d’a o d la 
réduction de la forme Sb V en forme Sb III, ceci par les enzymes de la cellule hôte ou de 
l’a astigote (Figure 8). L’a ti oi e agi ait su  la s th se de l’Ad osi e T iphosphate 
(ATP), modifiant ainsi le métabolisme énergétique. Par ailleurs, le Sb III entraine une 
f ag e tatio  de l’A ide D so i o u l i ue ADN) chez les leishmanies, mais même sans 
effet direct anti-leishmanie, la fo e pe ta ale te a u  effet su  l’i u it  anti-
leishmanie et fa o ise l’ li i atio  de l’i fe tio  pa  e ute e t des o o tes e  
pa ti ulie  pa  l’i te diai e du epteu  ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1). En 
effet, chez des souris mutantes pour ce récepteur le traitement par antimonié perd son 
efficacité parasiticide (45). 

 

 

Figure 8 : M a is e d’e t e, d’a ti atio  et de sista e des d i s de l’a timoine chez leishmania sp., 
Croft et al  (46) 

Parmi les mécanismes de résistance, l’i a ti atio  du g e de l’a uagl opo i e, AQP1, 
semble impliqué a  elle pe et l’e t e du “  III (46,47), lorsque la réduction a eu lieu 
dans le macrophage (48). Da s l’a astigote i t a ellulaire, la réductase thio-dépendante 
TDR1 (49) et la réductase ACR2 (50) sont également impliquées dans la réduction du Sb V 
en Sb III. Leu  su e p essio  hez l’a astigote e pli ue l’effet a tipa asitai e des d i s 
pentavalents sur cette forme, comparée au promastigote (51). Cependant, la présence de 
es du tases est a ia le hez l’a astigote axénique, expliquant les études 

contradictoires (52,53) o e a t l’effet des d i s pe ta ale ts su  l’a astigote 
axénique. 
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1.1.6.2 L’A phot i i e B et ses d i s lipidi ues 

 

Figure 9 : Formule chimique de l'amphotéricine B 

L’a phot i i e B est u  a olide pol e d elopp  à visée antifongique (Figure 9). 
Cette molécule découverte en 1951 est extraite de Streptomyces nodosus. La molécule est 
o stitu e d’u  pôle h d opho e hai e a o e  et d’u  pôle h d ophile (groupements 

hydroxyles) : elle se dimérise par ses pôles hydrophiles et possède ainsi une forte affinité 
pou  les st ols e a ai e, p i ipale e t l’e gost ol, 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 à une fuite du contenu intra-cellulaire et à la lyse de la cellule parasitaire ou 
fongique. Cependant, elle possède également une certaine affinité pour le cholestérol 
présent dans les membranes de mammifères. Son index thérapeutique est donc étroit et 
elle induit des effets secondaires, en particulier une importante toxicité rénale, car elle est 

li i e pa  oie u i ai e et  est do  o e t e. L’a phot i i e B ’est pas du tout 
absorbée pa  oie digesti e et doit do  t e ad i ist e pa  oie i t a ei euse. L’i de  
th apeuti ue t oit ai si ue le ode d’ad i ist atio  fo t ue ette fo ulatio  este 
peu utilisa le e  zo e d’e d ie. Pou  di i ue  l’i te a tio  a e  les stérols 

e a ai es de l’hôte, l’a phot i i e B a t  i t g e dans plusieurs formulations 
lipidiques, un complexe phospholipidique (ABELCET®) ou un liposome (AMBISOME®) 
(Figure 10  seule fo ulatio  lipidi ue d’a phot i i e B a a t l’auto isatio  de ise su  
le marché (AMM) pour le traitement de la LV en France. Ainsi, l’i de  th apeuti ue est 
plus grand mais l’ad i ist atio  este e lusi e e t i t a ei euse et son coût élevé rend 
so  utilisatio  e  zo e d’e d ie i possi le e  l’a se e d’u  soutie  de l’OM“ e ui 
e iste à l’heu e a tuelle da s le assi  i die .  

Pôle hydrophobe 

Pôle hydrophile 
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Figure 10 : Fo ulatio  de la fo e liposo ale de l’amphotéricine B/Ambisome ®, Gutiérrez et al (54) 

Les patients présentant une co-infection VIH-leishmaniose viscérale posent le problème 
d’u  t aite e t efficace et utilisable en association avec le traitement antirétroviral. Chez 
ces patients, l’utilisatio  de l’A phot i i e B liposo ale est à p i il gie  (55,56). 
Cepe da t du fait d’u  plus fo t is ue d’appa itio  de sista e da s ette populatio , 
l’utilisatio  d’u e ith apie o te a t de l’A phot i i e B liposo ale et u e aut e 
molécule de première ligne peut être proposée en particulier la miltéfosine (57,58). 

 

1.1.6.3 La Miltéfosine 

 

Figure 11 : Formulation chimique de la Miltéfosine ou hexadécylphosphocholine 

La Miltéfosine (IMPAVIDO®) ou hexadécylphosphocholine est un alkylphospholipide (Figure 
11). C’est le seul t aite e t anti-leishmanien disponible par voie orale. Ce mode 
d’ad i ist atio , ainsi que de faibles effets secondaires gastro-intestinaux, en font une 
molécule très intéressante. Cependant cette molécule initialement développée comme 
chimiothérapie anticancéreuse possède des effets tératogènes importants, imposant 
l’utilisatio  d’u e o t a eptio  effi a e pe da t le t aite e t  jou s , mais également 
pe da t les  ois ui sui e t l’a t du t aite e t du fait de la de i-vie longue de ce 
produit. Ce qui restrei t so  utilisatio  e  zo e d’e d ie, où la contraception peut être 
une barrière culturelle.  

Cette molécule est cytotoxique pour le parasite sous la forme promastigote et amastigote 
(59), par inhibition de la synthèse des constituants lipidiques (60) de la membrane, et par 
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son action inhibitrice de la Protéine Kinase B, Akt, aboutissant à une mort par apoptose 
(61). Par ailleurs, la Miltéfosine présenterait un rôle immunomodulateur favorisant 
l’ li i atio  des pa asites i t a ellulai es pa  l’i te diai e de l’aug e tatio  de la 
production de cytokines pro-inflammatoires, en particulier l’i te f o  γ, mais également 
par une réponse plus importante des macrophages à ces cytokines avec une augmentation 
de la p odu tio  d’esp es a ti es de l’o g e ROS) et d’esp es a ti es de l’azote 
(RNS) (62). E  o pa aiso  a e  l’effet i u o odulateu  essai e à l’a ti it  
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’utilisatio  de la Milt fosi e da s le t aite e t de la leishmaniose viscérale date des 
années 2000 dans le bassin indien (63). La Miltéfosine présente une ½ vie longue (150-
200h) et un index thérapeutique étroit. Le temps après la prise du médicament pendant 
lequel la concentration est infra-thérapeutique est donc important et entraine un fort 
is ue d’appa itio  de sistances (64). Cependant, cette longue rémanence en fait une 

molécule intéressante dans la prévention des récidives en particulier chez 
l’i u od p i  (57,58). Les résistances surviennent par mutation des transporteurs 
membranaires, ent ai a t u e di i utio  de l’e t e de la ol ule (inactivation du 
t a spo teu  d’e t e LdMT  ou son externalisation par surexpression de transporteur 
d’efflu  t pe ABC t a spo teu  (65). 

1.1.6.4 La Pentamidine 

 

Figure 12 : Structures chimiques des diamines aromatiques (66) 

L’is thio ate de pe ta idi e PENTACARINAT®) (Figure 12) est une diamine aromatique 
i hi a t la s th se de l’ADN pa asitai e ou fo gi ue pa  lo age de la th idi e 
s th tase et fi atio  su  l’a ide i o u l i ue ARN) de transfert (67). Elle est surtout 
utilisée dans le traitement curatif et prophylactique de la pneumocystose par voie 
pul o ai e i halatio . Les effets se o dai es e  as d’ad i ist atio  pa  oie g ale 
(insuffisance rénale, déséquilibre du diabète, hyperkaliémie, neutropénie, allongement du 
QT…  ta t f ue ts et dose-d pe da ts, ette ol ule ’est pas e o a d e pou  le 
traitement de la LV qui nécessite une dose importante et une administration parentérale, 
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mais elle peut être utilis e da s le t aite e t de la LC. C’est d’ailleu s le t aite e t de 
référence proposé en Guyane Française (68). 

1.1.6.5 La Paromomycine® 

 

Figure 13 : Structure chimique de la paromomycine (67) 

L’a i osidi e sulfate PAROMOMYCINE®) (Figure 13) est un antibiotique de la famille des 
aminosides ayant une activité antibactérienne mais également antileishmanienne. Comme 
l’a phot i i e B, il est p oduit pa  u e esp e de Streptomyces, Streptomyces 

chrestomyceticus. “o  a is e d’a tio , p o he de elui de la pe ta idi e, passe ait 
par une inhibition de la synthèse protéique par fixation de la molécule antiparasitaire aux 
ARN (67).  

Appartenant à 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 t aite e t des LC de l’a ie  o de (70). 
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1.1.6.6 Les dérivés azolés 

Les a tifo gi ues azol s agisse t pa  i hi itio  de la s th se de l’e gost ol ui est le 
stérol de la pa oi des ha pig o s, ta dis ue ’est le holest ol ui est p se t da s les 
membranes des cellules mammifères. Plus précisément, les azolés inhibent la 14α-
lanostérol-d th lase e t ai a t l’a u ulatio  d’u  p u seu  de l’e gost ol da s 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 
a tipa asitai e, tout o e l’a phot i i e B, ais à la diff e e de elle-ci, ils 
présentent une très bonne biodisponibilité permettant une utilisation per os. Le 
kétoconazole, le fluconazole ai si ue l’it a o azole so t utilis s o e t aite e t 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 : Critère de classification des LC si ples et des LC o ple es. D’ap s A o so  et al (75) 

LC simples LC complexes 

Absence de risque de LCM (contamination dans 
l’AM et/ ou esp e ide tifi e sa s is ue de 
LCM)  

Ris ue d’ olutio  e s u e LCM 
(Contamination dans le NM ou espèce identifiée 
parmi les Viannia spp. 

A se e de diffusio  lo ale ou d’ad opathie Présence de nodules sous- uta s ou d’u e 
adénopathie 

Moins de 4 lésions et lésions < 1 cm 1 lésion > 5cm 
≥  l sio s ou l sio s >   

Lésion(s) accessible(s) à un traitement local Taille ou localisation des lésions rendant 
impossible un traitement local 

Lo alisatio  l sio elle ’a a t pas de is ue 
esthétique ou fonctionnel  

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

Patient immunocompétent 
 

Patient non immunocompétent 

Lésion(s) ayant guéri sans traitement 
 

Echec clinique du traitement local 

Aucun critère de LC complexe 
 

Tableaux cliniques particuliers : LC récidivante, 
LC diffuse ou disséminée  

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

 

Pou  les LC de l’AM si ples, l’a ste tio  th apeuti ue ou le t aite e t lo al so t 
possibles en première intention (75). Si un traitement lo al est hoisi, il peut s’agi  d’u  
t aite e t ph si ue haleu  ou oth apie  ou d’u  t aite e t pa  i je tio s p i-
l sio elles de d i s a ti o i s, ou e o e d’u  t aite e t pa  topi ue o te a t de la 
paromomycine (pas encore disponible en Fra e , sa s sup io it  d’u  hoi  pa  appo t 
aux autres (75). Les e pe ts f a çais et eu op e s s’a o de t pou  l’a ste tio  
th apeuti ue e  as d’attei te pa  L. major, L. tropica, L. infantum et L. æthiopica, 1 à 3 
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lésions de moins de 30 mm dans une zone pour laquelle les conséquences esthétiques sont 
a epta les et si le patie t l’a epte et peut t e sui i au lo g ou s (76,77). Cependant, un 
traitement local est effectué si le patient le souhaite, et  plusieurs traitements locaux 
peuvent être propos s selo  le diag osti  d’esp e pa  : injections péri-lésionnelles de 
d i s de l’a ti oi e seul l’a ti o iate de glu i e est dispo i le e  F a e  asso i  
ou non à 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 être proposé 
e o a datio  de g ade A . Da s e as, l’a phot i i e B liposo ale ou o , la 

pe ta idi e, les d i s de l’a ti oi e asso i s à la pe to if lline ou la miltéfosine 
peu e t t e utilis s, ais au u e de es ol ules ’a d’AMM da s la LC i de 
recommandations par la Food and Drugs Administration (FDA)). Seule la miltéfosine 
possède une autorisatio  te po ai e d’utilisatio  ATU) dans cette indication, mais là 
encore l’Infectious Diseases Society of America (IDSA) ne désigne pas de choix prioritaire 
entre les différentes options thérapeutiques (75). Les recommandations européennes, en 
e a he, p opose t le e t aite e t lo al ue da s les LC de l’AM, s’il  a peu de 

lésions, localisées dans une zone sans conséquences esthétiques, de taille inférieure à 30 
mm, sans diffusion lymphatique et non acquises en Bolivie (76). En revanche, un traitement 
par voie générale (variant selon les espèces) est proposé si ces conditions ne sont pas 
réunies (76).  

Pour les LC du NM, les experts français et européens proposent une prise en charge 
dépenda te de l’esp e. Ho s L. braziliensis, la pentamidine est proposée en cure courte 
par voie intraveineuse ou en dose unique intramusculaire (68,77). E  as d’attei te à L. 

braziliensis ou e  as d’ he  ap s  u es de pe ta idi e , les d i s de l’a ti oi e e  
traitement parentéral sur 20 jours sont proposés ; e  as d’ he  l’a phot i i e B 
liposomale (5 jours consécutifs puis une réinjection à J10) ou la miltéfosine sont alors 
proposées (76,77).  

Pou  les LC de l’AM o ple es, s’il e iste plus de  l sio s ou u e l sio  de plus de   
ou localisation dans une zone à fort risque de conséquences cosmétiques (76), les experts 
f a çais p o ise t l’utilisatio  de l’a phot i i e B liposo ale pa  oie pa e t ale su   
à 8 jours (77) malgré un faible niveau de preuve. Les recommandations européennes 
s’a o de t su  le t aite e t pa  oie g ale, e  i la t la ilt fosi e ou l’a phot i i e 
B liposomale (5 jours consécutifs puis une réinjection à J10), ou encore les dérivés de 
l’a ti oi e asso i s à la pe to if lli e (76). 

Pour la LCM, les recommandatio s so t les es ue pou  les LC o ple es, ’est-à-dire 
u’u  t aite e t s st i ue doit t e p opos , ais sa s p i e e d’u e 

thérapeutique par rapport à une autre (75). Là encore, aucune molécule ne posséde 
d’AMM da s l’i di atio  de LCM, e  deho s de la miltéfosine lorsque le diagnostic de 
l’esp e est o u à L. braziliensis (ATU) (77). Les experts européens ont quant à eux 
p opos s da s l’o d e : les dérivés antimoniés associés à la pentoxifylline, ou 
l’a phot i i e B liposo ale, ou la ilt fosi e pou  les LCM du NM. Et, da s l’o d e 

gale e t, la ilt fosi e, les d i s a ti o i s ou l’a phot i i e B liposo ale pou  la 
LCM de l’AM. (76) 
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Pour les atteintes muqueuses à L. braziliensis, les recommandations françaises sont 
d’utilise  les d i s de l’a ti oi e pe da t  jou s, a e  u  e ou s à l’a phot i i e B 
liposo ale ou la ilt fosi e e  as d’ he  (77). 

Pour le traitement de la LV da s les pa s d elopp s, l’a phot i i e B liposo ale est le 
traitement de première intention (75,77). Le glu i e d’a ti o iate ou la ilt fosi e 
so t utilis s e  se o de i te tio  e  as d’ he  ou d’i possi ilit  de do e  
l’a phot i i e B liposo ale . Les aut es ol ules ’o t pas l’AMM i l’auto isatio  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). E  zo e d’e d ie, 
l’a phot i i e B liposo ale est e o a d e e  p e i e i te tio  da s le assi  
i die  e  aiso  d’u  i po ta t i eau de sista e au  d i s a ti o i s, ais da s la 
région du Soudan, l'association des dérivés antimoniés plus ou moins combinés à la 
miltéfosine est encore indiquée en première intention. 

1.1.6.8 La vaccination 

La p odu tio  d’u  a i  o t e les i o-organismes intracellulaires est toujours un 
halle ge. D’auta t plus lo s u’il s’agit de p otozoai es o e e  t oig e l’a se e de 

vaccin pleinement efficace contre le paludisme ou contre la toxoplasmose. En effet 
l’i u it  effi a e o t e es pa asites i pli ue u e o ie tatio  Th  et u e a ti it  

toto i ue et pas u e i u it  hu o ale Th  a e  p odu tio  d’a ti o ps ui est elle 
habituellement obtenue suite à une vaccination. 

Co e a t la LC ou la LCM, u e i u it  effi a e ta t o te ue ap s la gu iso  d’u e 
lésion, des campagnes de « leishmanization » ont été menées dans les années 50 (78,79). 
Elles o sistaie t e  l’i jection, dans une zone masquée, de parasites vivants puis après le 
d eloppe e t d’u e l sio  les patie ts taie t t ait s. Cepe da t la pe sista e des 
parasites dans des cellules sanctuaires (31) et le risque de leishmaniose viscérale avec des 
espèces « cutanées » hez l’i u od p i  o t o duit à a te  ette a i atio . Pa  la 
suite, des parasites avirulents, KO pour certains gènes ont été produits parfois associés à 
des adjuvants très immunogènes, mais ces vaccins ne se sont pas révélés suffisamment 
efficaces et ont également été abandonnés (78). 

Au u  a i  hu ai  o t e la LV ’est a tuellement 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 à partir de protéines de surface ou de 
protéines excrétées par le parasite, comme la glycoprotéine (GP)63 ou la GP46 (80).  

Cependant, ces vaccins à base de fragments protéiques induisent une réponse plutôt 
hu o ale, pou  o te i  u e po se effi a e, l’id al se ait de fai e p odui e les a tigènes 
vaccinaux directement par les cellules de la personne vaccinée. Ceci est possible avec les 
a i s à ADN, ui o t e  plus l’a a tage de pou oi  ouple , da s u  e plas ide, 

plusieurs antigènes parasitaires, ce qui permettrait de concevoir un vaccin efficace contre 
plusieu s esp es de leish a ies, et isa t plusieu s p ot i es d’i t t GP  et GP  pa  
e e ple . Cepe da t l’i o uit  à lo g te e de e t pe de a i  ’est pas e o e 
connue. 
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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 à 
l’IRD de Mo tpellie  et est o e ialis  sous l’appellatio  Ca iLeish® 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 façon répétée ou pour 
une longue période. L’i t t de es a i s side da s l’i du tio  d’u e po se Th  a e  
production de NO en réponse à un challenge par le parasite après la vaccination, ce qui 
pe et u e li i atio  apide de l’i fe tio  (82,83). 

1.1.7 M a is e d’i te a tio  hôte-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 da s l’esto a  du e teu  so t 
transmis lors de la piqûre (86) ; ils contribuent au recrutement de macrophages, mais 
également de polynucléaires neutrophiles (PNN) (Figure 14) (84–86). La salive des 
phlébotomes en elle-même 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 piqûre, indépendamment de la 
présence du parasite (84). 

1.1.7.1.1 Implications des PNN dans les étapes dermiques 

Les PNN, e s’ils e so t pas la ellule i le des pa asites, sont des phagocytes 
professionnels et peuvent phagocyter les promastigotes de nombreuses espèces de 
leishmanies (87). Les capacités microbicides des PNN peuvent agir contre les parasites dans 
les a uoles de phago tose ou à l’e t ieu  des ellules da s u e st u tu e fi euse 
récemment décrite, les neutrophil extracellular traps (NET) (Figure 14) (87). Cependant, 
grâce au lipophosphoglycane (LPG) et à la GP , les pa asites happe t à l’a ti ité 
microbicide des NET (Figure 14) comme en témoigne la dégradation très rapide dans les 
NET des pa asites d fi ie ts pou  l’u e ou l’aut e de es ol ules de leu  su fa e (88). 
Ensuite, les PNN vont intervenir dans le recrutement des cellules impliquées dans la 
réponse immunitaire innée et adaptative, par leur capacité à produire diverses cytokines, 
en particulier l’IL-8 ou la « macrophage inflammatory protein-1β » (MIP- β) chémo-
attractant, attirant espe ti e e t d’aut es PNN et des macrophages (Figure 14) (89). Les 
PNN en s ta t de l’elastase a lio e t les capacités microbicides des macrophages par 
une voie induite par le TNF-α, a outissa t à la p odu tio  de o o de d’azote (NO) 
(Figure 14) nécessaire à la leishmanicidie (39). Pa  ailleu s, l’elastase p i e l’IL-4 et l’IL-10 

toki es espo sa les d’u e pe sista e des pa asites (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 peu e t olue  e s l’apoptose ou être 
ensuite phagocytés par des macrophages (Figure 14) permettant une entrée des parasites 
da s leu  ellule i le su  le od le d’u  he al de T oie (90). 
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1.1.7.1.2 Implications des DC dans les étapes dermiques 

Lo s des tapes i itiales da s le de e, d’aut es phago tes p ofessio els peu e t 
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, 
pe etta t de ett e e  a tio  l’i u it  adaptati e Figure 14) (91). 

U e fois les p e ie s a astigotes li s ap s l’ late e t des a ophages, les DC 
peuvent également reconnaitre ces amastigotes via DC-SIGN (92,93). Cette interaction très 
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 o ple e ajeu  d’histo o pati ilit  de t pe II CMH-II), permettant 
aux pa asites d’ happe  à la e o aissa e pa  le s st e i u itai e 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 être 
clivées en leurs formes actives (C3b), pour opsoniser les parasites et faciliter leur 
phagocytose (Figure 14) (94,95). Dès cette première 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’asso ie à l’a ti it  de p ot i es ki ases de la e a e pa asitai e ui phospho le t C  
et C3b pour les rendre inactives, diminuant ainsi également la formation du complexe C5b-
C9 (ou C5 convertase).  

L’opso isatio  pa  C bi permet la reconnaissance par le CR3 qui sera détaillé dans le 
paragraphe suivant. En culture, e e  l’a se e de p e positio  des pa asites au 
s u , les a ophages s te t de petites ua tit s de C  ui pe ette t l’opso isation 
des promastigotes favorisant la e o aissa e et l’e t e ia le CR  (98). En plus de 
l’opso isatio  pa  le o pl e t, le LPG peut fi e  la protéine C réactive (CRP) (99), et la 
GP63 peut fixer la fibronectine. Ces liaisons interviennent même à des taux physiologiques, 
en dehors de tout état inflammatoire (100,100). 
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Figure 14 : Etapes initiales de la réponse immune 

Schéma Sorya Belaz 
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1.1.7.2 Interactions membranaires leishmanie-macrophage et internalisation des 
parasites 

1.1.7.2.1 L’i te a tio  des promastigotes avec les récepteurs aux compléments CR1 et CR3 

Après la première 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, grâce à son activité cofacteur 
du facteur 1, dans la formation du C3bi à la surface des promastigotes opsonisés (102) 
(Figure 15). Le C3bi, même rendu inactif, reste fixé sur le LPG des promastigotes et permet 
leu  phago tose e  fa o isa t l’i te a tio  a e  les epteu s au omplément (CR1 et 
CR  plutôt u’a e  le récepteur au mannose (MRC-1) (97). A noter que l’i te a tio  avec 
CR  est oi s fo te et t a sitoi e alo s ue l’i te a tio  a e  CR  est fo te et sta le (103). 

L’utilisatio  d’a ti o ps lo ua t diff e tes pa ties du CR  a pe is 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’i te a tio  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’aut es epteu s a ophagi ues : 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 
FcγRI (CD64) (92,110–112) (Figure 15). Selon le récepteur, différentes voies peuvent être 
activées ou inhibées.  

1.1.7.2.2.1 La variabilité inter-espèces concernant les récepteurs macrophagiques : TLR, 

FcγR et récepteurs lectine de type C 

La reconnaissance par les macrophages peut faire intervenir des récepteurs différents 
selo  les esp es. Pa  e e ple, l’i pli atio  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 plutôt de 
TLR-4 (115,116), pour ce qui est de la reconnaissance directe du promastigote non 
opsonisé. Le TLR-  est espo sa le d’u e po se i u e pa asiti ide 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)-β et d’IL-10, favorisant la persistance du parasite 
(117). Au contraire, la liaison de L. major à TLR-  se ait plutôt e  fa eu  d’u e i fe tio  
résolutive pa  i du tio  d’iNO“ et p odu tio  de NO (116). 

U  aut e e e ple est l’affi it  plus i po ta te des p o astigotes du o ple e mexicana, 
telle que L. mexicana et L. amazonensis (25,26,118), pour le FcγRI que pour le CR3, 



 

 

Le
s 

le
is

h
m

an
io

se
s 

e
t 

le
s 

le
is

h
m

an
ie

s 

35 

 

aboutissant à la formation de grandes vacuoles parasitophores dans lesquelles se trouvent 
plusieu s pa asites. A l’i e se, pour L. chagasi ou les autres espèces (la plupart), qui 
favorisent une entrée par le CR3, la vacuole parasitophore sera plutôt petite et ajustée 
autour de chaque parasite (119). 

Et enfin, Vázquez-Me doza o t e t aussi des diff e es selo  l’esp e oncernant les 
récepteurs lectine de type C : L. infantum serait plutôt reconnu par DC-SIGN alors que L. 

donovani serait plutôt reconnu via MRC-1 (120). 

1.1.7.2.2.2 I pli atio  de p otéi es de l’i fla atio , CRP et fi o e ti e 

Comme décrit plus haut, la fibronectine ou la CRP peuvent opsoniser les promastigotes et 
les amastigotes pa  l’i termédiaire de la GP63. Les parasites ainsi opsonisés se lient aux 

a ophages pa  l’i te diai e du epteu  à la fi o e ti e (121) ou du récepteur à la 
CRP (Figure 15). Il semblerait également que la GP63, qui a le même poids moléculaire que 
la fibronectine, puisse se lier directement au récepteur à la fibronectine (122).  

1.1.7.2.2.3 Implication du cholestérol 

Le cholestérol membranaire semble également jouer un rôle fondamental pour l’e t e 
des promastigotes non-opsonisés puisque la cyclodextrine ou la nystatine, qui fixent le 
holest ol, e p he t l’e t e de p o astigotes de L. donovani ou L. chagasi (123). Par 

ailleurs le cholestérol est nécessaire à la présentation des antigènes 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 
e ute e t de adeau  lipidi ues au i eau de la zo e d’i te a tio  e a e-

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 à 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 à 
la présentation des antigènes par le CMH (Figure 17) (125,126). 

1.1.7.2.3 R epteu  d’e t e des a astigotes 

Concernant la phagocytose des amastigotes, qui intervient secondairement, après les 
premières tapes d’i fe tio  pa  les p o astigotes et de ultipli atio  i t a ellulai e, il 
e iste gale e t des di e ge es e  fo tio  de l’esp e de leish a ie. Les a astigotes 
de L. major, comme pour les promastigotes, utilise t l’opso isatio  pa  le o pl e t 
comme voie d’e t e, e  fa o isa t l’i te a tio  a e  le CR  fa o a le à la pe sista e du 
parasite (112,127), alors que L. mexicana sécrète de grandes quantités de 
p ot ophosphogl a e, ui o t se fi e  su  la MBP et e p he  l’opso isatio  pa  le C  
(Figure 15) (112), pour favoriser plutôt l’e t e ia l’opso isatio  pa  les IgG (118,127,128).  

La paroi des amastigotes ne contient que peu de LPG et de GP , l’e t e de es pa asites 
fait do  i te e i  d’aut es mécanismes. E  plus de l’opso isatio  pa  le o pl e t et la 
fibronectine, les amastigotes vont également être opsonisés par des IgG1, permettant leur 
entrée via les CR, le récepteur à la fibronectine et le FcγR (Figure 15) (118,127,129,130). Les 
phospholipides du glycoinositol (GIPLs) présents en grande quantité à la surface des 
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a astigotes joue t u  ôle da s l’e t e des a astigotes da s les a ophages. E  effet, 
des anticorps anti-GIPLs e p he t l’e t e dans le macrophage, mais le récepteur 
macrophagique impliqué dans la reconnaissance des GIPLs ’est pas e o e o u (131). 

1.1.7.2.4 Devenir des promastigotes après 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 à un pH entre 4 
et 5,5. Le récepteur reconnaissant le parasite va également accélérer (MRC-1) ou ralentir 
(CR3 ou FcγR) 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’ ha ges puis d’ loig e e ts entre le 
promastigote et le phagolysosome de type « kiss and run » se met en place, retardant la 
fusion des lysosomes (101). 

Lo s de l’e do tose, le LPG est espo sa le d’u e i hi itio  de la PKC-α ui se t aduit pa  
u e a u ulatio  de l’a ti e F au i eau de la a uole d’e do tose (Figure 17). Cette 
protéine initialement indispensable au déplacement des vacuoles doit normalement 
dispa ait e au ou s de l’ olutio  de la a uole d’e do tose, toutefois, la pe sista e de 
l’i hi itio  de la PKC par le LPG entraine sa persistance et, par sa présence, elle bloque 
l’asse lage de la NADPH o dase (Figure 17). 

Da s u  od le d’i fe tion de macrophages de la lignée THP-1 par L. donovani, 
l’e do tose des p o astigotes est sui ie d’u  e ute e t de a ueu s d’e doso es 
précoces comme Rab-5 ou EE1, via une voie dépendante de la dégradation de c-Jun par la 
GP63 parasitaire (133). Le recrutement de a ueu s d’e doso es ta difs comme Rab-7 et 
LAMP-1 tait jus u’à p se t d it o e eta d  (97,134), permettant aux parasites de 
bloquer la différenciation de la vacuole d’e do tose au stade d’e doso e. Cependant 
Verma et al. ont montré, sur THP-1, plutôt 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 déjà un pH acide mais encore peu d’e z es l soso ales. 

E  plus du e ute e t de a ueu s d’e doso es, lo s de la t a sfo atio  e  
amastigotes, les pa asites li e t leu  LPG ui a s’i s e  da s les e a es des 
a uoles d’e do toses (Figure 17), mais également dans la membrane plasmique des 

macrophages, ce LPG membranaire inhibe l’a tio  des l pho tes toto i ues sur les 
macrophages infectés (135). 

En plus de son implication pou  l’e t e des p o astigotes o -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 l soso es jus u’à h 
pe etta t la t a sfo atio  e  a astigote da s la a uole d’e do tose (97,132,136). 
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Au total l’i te a tio  i itiale puis l’e t e des pa asites da s les a ophages intervient par 
le biais de différents mécanismes peu pro-inflammatoires ou silencieux, laissant présager 
dès l’e t e u  potentiel impact sur la réponse immune (137). 

 

 

Figure 15 : Interaction promastigote-macrophage (A) et amastigote-macrophage (B) 
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1.1.7.3 Réponse immune efficace et a is es d’échappement des leishmanies 

1.1.7.3.1 La réponse immune 

La réponse classique des macrophages aux pathogènes intracellulaires est pro-
inflammatoire, avec sécrétion de facteurs chémo-attractants comme MIP- β ou CCL2, et de 
cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6, IL-12) (138). Cet état pro-inflammatoire entraine 
u e as ade a outissa t à la p odu tio  d’esp es a ti es it es et de l’o g e, ’est 
le burst oxydatif pe etta t la solutio  de l’i fe tio  (139–141). 

E  pa all le de l’i u it  i e, le t a spo t de DC da s les ga glio s de d ai age du site 
de la pi û e a ti e la po se i u e adaptati e. Tout d’a o d, les DC dégradent les 
peptides parasitaires et les expriment à la surface liés aux molécules du CMH-II, associé à la 
production des molécules nécessaires à la co-stimulation des lymphocytes T (CD80, CD40, 
CD86) (Figure 16). Le complexe antigène-CMH II 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’I te f o -γ IFN-γ) (Figure 16). L’a ti atio  ia le CMH II est i dispe sa le à la lai a e 
parasitaire (90). En effet, même si l’i pli atio  du CMH I entraine la même cascade 
d’a ti atio , un modèle de souris déficientes en lymphocytes T CD8+ a permis de prouver 
que cette voie ’est pas i dispe sa le pou  l’ li i atio  des pa asites (128). 

La leishmaniose est une infection dont la réponse immune adaptative a été très étudiée et 
a permis de mettre en évidence le paradigme de la réponse lymphocytaire Th1 et Th2. En 
effet, la majorité des espèces de souris de laboratoire sont résistantes à l’i fe tio . La 
réponse immune développée par ces souris, lo s de l’i fe tio , fait intervenir des 
lymphocytes de type Th1 sécrétant de l’IFN-γ en grande quantité (Figure 16) (144). 

La différenciation des lymphocytes en lymphocytes Th1, efficaces pour la destruction des 
parasites, est déterminée dès la synapse immunologique entre les DC et les lymphocytes 
(145,146). Les différentes molécules de co-stimulation ont été étudiées sur des modèles de 
souris KO et pa  utilisatio  d’a ti orps bloquants, et parmi CD28, CD27, CD30 et CD40, seul 
CD40 a montré son rôle indispensable dans la différenciation des lymphocytes vers la voie 
Th1 (147,148). 

Cependant, l’i je tio  d’IL-12 à des souris KO pour le CD40 permet de rétablir les capacités 
d’o ie tatio  e s la oie Th  et le o t ôle de l’i fe tio  (148). Cette cytokine, produite 
par les macrophages et par les DC (Figure 16) (149,150), est donc indispensable pour une 
répo se effi a e o t e le pa asite. Tout d’a o d, elle fa o ise l’o ie tatio  Th  (151) (par 
activation de la p odu tio  d’IFN-γ et p essio  de l’IL-4 via le facteur de transcription 
STAT 4 (152)), et ensuite elle active les lymphocytes natural killer (NK) (Figure 16) (153). 

L’IFN-γ (produit par les lymphocytes) et l’IL-18 (produit par les macrophages) agissent 
comme cofacteurs de l’IL-12 ; L’IFN-γ e  fa o isa t la p odu tio  d’IL-1β et la persistance 
des epteu s à l’IL-12 à la surface des lymphocytes ; l’IL-18 en favorisant une orientation 
Th1 de la réponse lymphocytaire NKT (154–156).  
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Les lymphocytes Th1 agissent sur les macrophages, via la liaiso  d’u  liga d de Fas Fas-L) 
avec Fas (= CD95), qui d le he u  sig al i duisa t l’apoptose des a ophages i fe t s 
(Figure 16) ; e i est a plifi  pa  l’IFN-γ, ui aug e te l’e p essio  de Fas pa  les 
macrophages (157). 

D’aut e pa t, les l pho tes Th  peu ent activer les propriétés microbicides des 
macrophages par production des RNS (dont le NO). La production de NO est stimulée par 
l’IFN-γ (produit par les lymphocytes Th1 et NK) et le TNF-α (produit de façon 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 RO“ e so t pas i dispe sa les pou  l’ li i atio  des pa asites. E  effet, da s 
des modèles de souris KO ne produisant pas de ROS (souris GP91 phox -/-), la clairance 
parasitaire est retardée mais possible, alors que dans le modèle ne produisant pas de NO 
(iNOS -/-  il ’  a pas de lai a e pa asitai e (159,160).  

 

Figure 16 : Réponse immune anti-leishmanie 
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1.1.7.3.2 Les a is es d’ happe e t des promastigotes 

Les parasites ont néanmoi s des st at gies d’ happe e t, ia les GIPLs, le LPG et la GP63, 
qui peuvent agir pour empêcher le burst oxydatif et orienter la réponse lymphocytaire vers 
une réponse Th2 (161) favorable à 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 façon mécanique, mais aussi par inhibition de la PKC, le LPG des promastigotes 
métacycliques peut bloquer la production des ROS (action mécanique de l’ paisseu  du LPG 
qui piège les ROS et inhibition de la PKC entrainant la pe sista e de l’a ti e F au i eau 
des vacuoles parasitophores empêchant l’asse lage de la NADPH o dase  (Figure 17) 
(112,162,163). Le LPG et les GIPLs i hi e t la p odu tio  de NO ia l’i hi itio  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 à la diminution 
d’a ti atio  de fa teu s de t a s iptio  nuclear factor (NF)-ƙB, “TAT , et de e fait à u e 
baisse de la production de NO, de TNF-α et d’IL-12 (Figure 17) (164). En plus de cette 
activité sur les macrophages, la GP63 peut être sécrétée, et sous cette forme elle agit sur 
les lymphocytes T CD4+ et sur les NK, ui alo s p oduise t oi s d’IFN-γ, favorisant une 
réponse Th2 et non Th1 (Figure 17) (164). 

Une autre protéine parasitaire la kinetoplastid-membrane protein 11 (KMP-11) peut agir de 
façon compétitive dans la production de NO. En effet, KMP-11 a une structure proche de la 
L-a gi i e ui est le su st at d’iNO“, 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’e t e de pa asites opso is s pa  la fi o e ti e ia le epteu  à la fi o e ti e est 
associée à une diminution de la survie des parasites intramacrophagiques par activation de 
l’asse lage de la NADPH o dase (110,166). Toutefois, la GP63 peut dégrader la 
fibronectine chez les amastigotes et les promastigotes de plusieurs espèce de leishmanies 
(130), permetta t de di i ue  ette oie d’e t e a outissa t à la p odu tio  de RO“ et 
donc peu favorable. 

1.1.7.3.2.2 Modifi atio  de la épo se ytoki i ue et de l’o ie tatio  Th1 de la épo se 

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 a su tout e t ai e  u e aug e tatio  de la p odu tio  d’IL-10, 
alors que L. major ou L. mexicana vont surtout agir en stimulant la produ tio  d’IL-4 (161). 

Co e o  l’a u, selo  les epteu s i pli u s da s l’i te a tio  hôte-parasite, la 
réponse cellulaire peut différer. La reconnaissance du flagelle par Dectin-1, MRC-1 ou le 
récepteur de la fibronectine a ti e plutôt l’assemblage de la Nicotinamide Adénine 
Dinucléotide Phosphate Hydrogène (NADPH) o dase et l’afflu  d’e z es l ti ues da s le 
phagosome (110), conditions défavorables au parasite. Lefèvre et al. ont ainsi montré que 
l’e t e des p o astigotes via dectin-1 ou MRC-1 entraine une augmentation de la 
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production des ROS médiée par Syk (111,167) et u e aug e tatio  de la p odu tio  d’IL-
1β ia l’a ti atio  de la aspase , pe etta t l’ li i atio  des pa asites. Au contraire, 
l’e t e ia DC-SIGN (ou son homologue murin SIGNR3) entraine une inactivation de la 
caspase 1, et do  u e di i utio  de la p odu tio  d’IL-1β, favorable à 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 
p odu tio  d’IL-12 (Figure 17) et e fa o ise i l’asse lage de la NADPH o dase i le 
burst oxydatif, et permet donc aux parasites de survivre et de se multiplier dans le 

a ophage pa  u  a is e d’i hi itio  de PKC pa  le LPG  et d’i hi itio  de la 
p odu tio  d’IL-1β (par la GP63) (168–171). 

Dans un modèle 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-α et IL-12, comparée à la 
production obtenue suite à la stimulation des macrophages par la CRP associée à du 
lipopolysaccharide (LPS) (100), mais identique à celle obtenue après phagocytose de 
promastigotes non opsonisés par la CRP. Ce ode d’e t e ’e t ai e do  pas de 
modification (favorables ou non) sur la suite de la réponse immune induite par les parasites 
(100). 

Enfin, les p o astigotes peu e t i hi e  l’e p essio  des ol ules du CMH I et II, 
e p ha t l’i itiatio  de la po se adaptati e Th  essai e à la lai a e pa asitai e 
(Figure 17) (172,173), ou agir plus tardivement par inhibition du couplage des antigènes du 
promastigotes sur le CMH. Les antigènes sont alors intégrés dans la vacuole parasitophore, 
voire dans les amastigotes, et dégradés par les protéases macrophagiques et parasitaires 
(174). Les a tig es de l’a astigote so t ua t à 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 œu e par les promastigotes 

 

1.1.7.3.3 Les a is es d’ happe e t des a astigotes 

Co e a t les a astigotes, la e o aissa e ia CR  est gale e t sui ie d’u e 
production réduite de TNF-α (176). De plus les GIPLs, très abondants sur la paroi des 
amastigotes, inhibent la production de TNF-α, d’IL-12 et de NO et stimulent la production 
de cytokines anti-inflammatoires Th2, l’IL-10 et le TGF-β (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’i fe tio  atu elle (à l’e eptio  des 
promastigotes du complexe mexicana) seuls les amastigotes sont reconnus par FcγR 
lo s u’ils so t opso is s pa  des IgG : e ode d’e t e o ie te e s u e p odu tio  d’IL-10 
et u e p essio  de la p odu tio  d’IL-12 (179).  
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Au total, l’i u it  efficace contre les leishmanies nécessite l’activation de lymphocytes 
Th1 produisant de l’IFN-γ, permettant la clairance parasitaire par p odu tio  d’IL- , d’IL-
18 et de TNF-α 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 à elles, mettent en place des mécanismes d’échappement à 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-β, et une inhibition des 
cytokines pro-i fla atoi es, e  pa ti ulie  l’IL-12, de la production des ROS et de 
l’i du tio  d’iNO“, permettant la persistance parasitaire grâce à un état de tolérance 
immune (Figure 18) (180). 

 

 

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 su fa e des leish a ies est e ou e te d’u  gl o al  ui peut a ie  selo  le stade 
pa asitai e ais gale e t selo  l’esp e (181,182). Le constituant majeur de cette paroi 
pour le stade promastigote est le LPG, p se t su  l’e se le de la su fa e pa asitai e  
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 

1.2.1.1 Le LPG  

Le LPG est composé de 4 domaines ( 

Figure 19): u  do ai e d’a age e a ai e o stitu  d’u  phophatid li ositol, u  
œu  he asa ha idi ue o se  entre les différentes espèces de leishmanies, puis une 

séquence phosphoglyquée comprenant un motif oligosaccharidique répétitif (mannose-
galactose-phosphate) su  le uel peu e t s’i s e  des chaines latérales variables selon les 
espèces, et enfin une coiffe saccharidique, elle aussi variable selon les espèces de 
leishmanies (Tableau 3) (185). La structure du LPG et les variations de motifs pour L 

donovani, L. major, L. tropica, L. æthiopica, L. mexicana, L. braziliensis et L. chagasi sont 
présentées dans le Tableau 3.  

La synthèse du LPG fait intervenir différentes enzymes, do t l’u e e  pa ti ulie , LPG , a 
fait l’o jet de o st u tio  de uta ts LPG -/- afin d’o te i  des pa asites d pou us de 
LPG. La LPG1 et ses dérivées sont des glycoprotéines transmembranaires de type II, avec un 
court domaine intracytoplasmique N terminal et un domaine C terminal intra luminal 
incluant le motif D-X-D, très conservé parmi les glycosyltransférases, responsable de 
l’a ti it  atal ti ue (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 très 
peu de LPG, mais ce glycoconjugué est tout de même présents chez tous les amastigotes 
(Figure 21), hormis les amastigotes des espèces du complexe mexicana. 



 

 

 

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

 

 

Figure 19 : Structure du LPG  

 L. donovani 

(187)  
L. major (188) 
 

L. tropica (181) L. æthiopica 

(181) 
L. mexicana (189) L. chagasi (190) L. braziliensis 

(191) 

méta méta méta méta méta pro méta pro méta 

Coiffe Galp-Manp 

[Manp] 1-2Manp 

Manp[Galp]Manp 

Galp-Manp 

Manp-Manp 

 

Galp-Manp 

[Manp] 1-2Manp 

Manp[Galp]Manp 

Galp-Manp 

[Manp]1-4Manp 

 

Manp-Manp 

Manp-Manp- Manp 

Manp[Galp]Manp 

Galp-Manp 

Glu- Galp-Manp 

Glu, Galp et 
Manp¥ 
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(Abondance 
relative, %) 

-H -H 
(13%) 
-Ara-Galp 

 (60%) 
-Ara-Galp-Galp  
(8%) 
-Ara-Galp-Galp-Galp  

(1%) 
-Glu  
(1%) 

-H  
(1%) 
-Ara-Galp 

 (21%) 
-Ara-Galp-Galp  
(2%) 
-Ara-Glu 
 (45%) 
-Ara-Glu-Glu[Ara]  
(21%) 
-Galp-Glu[Ara] 
(4%) 
-Ara-Glu-Glu[Ara]-Glu 
(6%) 

-H  
(94%) 
-Galp  
(2%) 
-Galp-Galp 
(2%) 

-H  
(66%) 
-Glu  
(33%) 

-Glu 
(66%) 
-H 
(33%) 
 

-H  
(66%) 
-Glu 
(33%) 

-H -Glu-Glu 
(40%) 
-Glu  
(33%) 
-H  
(27%) 

R 
(Abondance 
relative, %) 

-H - H -H -H 
(65%) 
-Manp 

(35%) 

-H -H -H -H -H 

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 espèces 

Le o e d’u it s répétées dans la chaine phosphoglyquée permet une variatio  de l’ paisseu  du gl o al  
selon le stade parasitaire (Figure 21). En effet, bien que le stade promastigote procyclique présente le même 

i eau d’e p essio  du LPG ue le stade ta li ue, l’ paisseu  du gl o al  est d’environ 6 nm pour le 
stade procyclique et 12 nm pour le stade métacyclique (192). Par exemple, L. chagasi passe de 19 à 34 motifs 
répétés au cours de la métacyclogénèse (182). Pour certaines espèces, e  plus de l’allo ge e t du LPG, lo s de 
la métacyclogénèse, 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 o e de p titio s d’oligosa ha ides 
double et les chaines latérales du LPG acquièrent une terminaison arabinose, expliquant la 
diff e e d’ paisseu  e t e le stade procyclique et métacyclique (193). 

La reconnaissance du LPG par les anticorps CA7AE est dirigée contre le motif répété mannose-
galactose-phosphate, or e  p se e d’u  g a d o e de chaines latérales, cette 
reconnaissance peut ne plus se faire. Cet anticorps peut donc être utilisé pour rechercher la 
présence de ces chaines latérales. L’ tude de la e o aissa e du LPG pu ifi  de diff e tes 
souches de L. amazonensis par CA7AE a ainsi permis de mettre en évidence des variations de 
chaines latérales e t e diff e tes sou hes d’u e e esp e (115). 

1.2.1.1.2 I po ta e du LPG hez l’hôte insecte 

Même si la relation est rarement stricte, chaque espèce de parasite est transmise par un hôte 
phlébotome privilégié (Phlebotomus da s l’AM et Lutzomyia dans le NM), car le LPG de 
ha ue esp e s’est adapt  au  pa ti ula it s du tu e digestif de so  hôte (19,21). Par 

exemple, L. major, p se te u e sp ifi it  d’hôte pou  Phlebotomus papatasi. 

La configuration du LPG au stade p o li ue pe et l’atta he e t des pa asites au t a tus 
digestif de l’hôte ia des galectines ou des lectines de type S (20,194,195) qui sont laissées 
a essi les pa  le LPG p o li ue ais de ie e t as u es lo s ue ue le o e d’u it s 
oligosaccharidiques augmente ou que les chaines latérales sont ajoutées (19,21,196) 
permettant au parasite de se détache  et d’ t e e t ai  e s l’hôte mammifère lors du repas 
sanguin. 

1.2.1.1.3 I po ta e du LPG hez l’hôte a if e 

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 
l’i po ta e de ette molécule comme facteur de virulence des leishmanies. Cependant les 

a is es d’i u otol a e is e  pla e pa  les leish a ies se e ou e t, et ces 
parasites gardent une capacité infectieuse, en particulier via la résistance aux enzymes 
protéolytiques, l’e t e sile ieuse da s les a ophages et l’i hi itio  de la p odu tio  d’IL-
12 et de NO (197). 
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L’i po ta e du LPG da s la ph siopathologie de l’i fe tio  pa  Leishmania, notamment en 
permettant une entrée dans la cellule aboutissant à une réponse immune tolérogène a été 
présentée dans la partie 1.1.5. En bref : 

- Le LPG permet au promastigotes de résiste  à l’a ti it  i o i ide des NETs. 

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

- Le LPG permet une entrée ap s liaiso  au  C  et C i, ui est u e oie d’e t e 
« silencieuse » via les CR. 

- “elo  les esp es, les a iatio s de LPG peu e t a outi  à des oies d’e t e t s 
variées via CR principalement, mais aussi ia FCγR pou  les esp es du o ple e 
mexicana.  

- Le LPG li ite la fusio  a uoles d’e do tose-lysosomes, permettant aux vacuoles 
parasitophores de rester figées à un stade intermédiaire dans lequel les promastigotes 
peuvent se transformer en amastigotes sans être détruits. 

- Le LPG i hi e la PKC, e p ha t l’asse lage de la NADPH o dase et do  le u st 
oxydatif. 

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

1.2.1.2 Les phopholipides de glycoinositol (GIPLs) 

Les GIPLs sont de petits phospholipides très largement exprimés chez tous les eucaryotes en 
particulier les promastigotes et les amastigotes de leishmanies (Figure 21). Ils permettent 
l’a age à la e a e du LPG ais aussi des GP e a ai es. Leu  st u tu e asso ie u  
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 à 6 éléments osidiques 
peuvent être liés au mannose, selon ces répétitions on distingue des GIPLs de type 1 riches en 
mannose, liés en α 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 α 
1-3, et enfin des GIPLs hybrides qui présentent un mannose branché en α 1-3 et en α 1-6. Les 
GIPLs de t pe  so t plutôt i pli u s da s l’a age des GP e a ai es (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 espèces de 
leishmanies, mais dans tous les cas les GIPLs sont très abondants à la surface des 
promastigotes et des amastigotes. E  effet, e si l’e p ession du LPG est très réduite chez 
les amastigotes, les GIPLs, quant à eux, sont synthétisés de façon 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 être libérés de la surface des parasites et on les 
retrouve alors à la surface des phagosomes mais, à la différence du LPG, ils ne sont pas 
exprimés à la membrane plasmique des macrophages (198). 

Comme précédemment décrit au paragraphe 1.1.7.2, les GIPLs i te ie e t da s l’e t e et 
les modifications de la réponse immune qui en découle et cela surtout pour les amastigotes 
qui entrent dans les macrophages via FcγR. En effet, le rôle des GIPLs chez les promastigotes 
métacycliques est limité par leur masquage par le LPG à 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 à la surface des leishmanies mais peut également être 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), 
alo s u’elle est e p imée beaucoup plus faiblement et se localise uniquement au niveau de la 
poche flagellaire à la surface des amastigotes (Figure 21) (201).  

Elle peut t e e  pa tie s t e ou li e, et ai si li e, d’u e pa t da s le ilieu 
e t a ellulai e, et d’aut e pa t da s le toplas e des a ophages (164). Malgré son 
masquage par le LPG au niveau de la paroi des promastigotes métacycliques, cette partie 
sécrétée permet à la GP63 de participer, avec le LPG, à la protection contre la lyse par le 
complément ou o t e l’a ti it  i o i ide de NETs (88,164). La GP63 libre agit également 
en dégradant la matrice extracellulaire, ouvrant la voie pour le rapprochement des 
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promastigotes et des cellules phagocytaires (164). Un modèle de L. major déficient pour la 
GP63  a également permis de montrer le rôle 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 
l’atta he e t des p o astigotes à e tai s epteu s p se ts su  les e a es des 
macrophages comme le récepteur au mannose, le récepteur au fucose ou la fraction C3 du 
complément (200). A e  d’aut es GP e a ai es, o e la GP46 (ou PSA), elle joue un 
rôle dans plusieu s oies de sig alisatio s MAPK, JAK…  a outissa t au d le he e t d’u e 
réponse immune tolérogène. 

1.2.1.4 Le protéophosphoglycane (PPG) 

Il s’agit d’u e p ot i e phosphoglycosylée, qui peut être présente au niveau de la membrane 
des promastigotes et des amastigotes (Figure 21) et do t l’ paisseu  et les otifs p se ts 
dans les chaines latérales varient selon les espèces et au cours du cycle parasitaire (203,204). 
Comme pour le LPG, les GIPLs ou la GP63, le PPG peut être sécrété par les parasites (Figure 
21) (204).  

Chez le vecteur, le PPG membranaire assure la protection des promastigotes procycliques 
o t e les e z es digesti es de l’i se te (85,203). La fo e s t e s’i lut da s le P“G ui 

entoure les parasites et peut modifier le comportement alimentaire du vecteur, en favorisant 
la régurgitation lors de la piqûre, li a t ai si les pa asites da s l’hôte a if e (85). Le 
phlébotome doit alors multiplier ses repas sanguins pour ingérer suffisamment de sang, ce qui 
aug e te le o e d’hôtes a if es o ta i s (85).  

Les amastigotes de  L. mexicana ’e p i ent 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 espèces 
de leishmanies, il pou ait ai si pa ti ipe  à l’e t e et à la su ie des a astigotes de ette 
espèce dans les macrophages (204–206). Ce PPG intervient en particulier pour la création des 
vacuoles parasitophores géantes, qui sont la particularité des espèces 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 façon variable au cours du 
cycle et selon les espèces (205,209). Chez L. donovani il s’agit de o o es ou d’oligo es 
de phosphoglycoprotéines (210,211), alors que pour L. braziliensis, L. amazonensis et L. 

mexicana il s’agit de fila e ts de phosphogl op ot i es. Da s es esp es la lo gueu  des 
phosphatases a plutôt tendance à augmenter au cours de la métacyclogénèse, alors que pour 
L. infantum elle est stable au cours du cycle (210,212). 

Ces enzymes agissent en déphosphorylant différents subst ats et e  pa ti ulie  l’i ositol ou 
des protéines présentes dans le tube digestif des vecteurs. Ces substrats ainsi préparés 
servent ensuite de nutriments pour les promastigotes procycliques (206). Lo s de l’i fe tio  
de l’hôte a mifère, ces enzymes ont un rôle anti-protéolytique protégeant le parasite 
contre la lyse par les peptides antimicrobiens (207). Un modèle de L. amazonensis déficient 
pou  es p ot i es a pe is de o t e  u’elles joue t u  ôle p i o dial da s la o stitution 
de la vacuole parasitophore (208). 
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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 

M e si de o eu  auteu s s’i t esse t à 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 l’IL-12, du TNF-α et du NO. Je me suis donc intéressée à la reconnaissance du LPG et des 
GIPLs par les TLR2 et 4, pour essayer de repérer le motif particulier reconnu. 

1.2.2.1 TLR et LPG 

Ibraim et al. ainsi que Nogueira et al. ont montré que la production de NO après une 
stimulation par du LPG purifié (de L. amazonensis, L. braziliensis et L. chagasi) était médiée 
pa  le TLR  et ue le TLR  ’entrainait pas de production de cet effecteur anti-leishmanie 
(115,213). Cependant, dans ces modèles de macrophages péritonéaux de souris KO pour TLR2 
ou TLR4, Ibraim et al. ’o t pas et ou  de diff e e da s la p odu tio  du NO i duite ap s 
challenge par des parasites entiers (213) ce qui appuie une capacité de recouvrement des 

a is es d’e t e et de odulatio  de la po se i mune induits par les parasites. 

La reconnaissance via les TLR existe également pour les lymphocytes, et Becker et al. ont 
o t  l’i po ta e de TLR  da s la e o aissance du LPG purifié de promastigotes 

métacycliques de L. major pa  les l pho tes NK, puis u’e  p se e d’u  a ti o ps 
bloquant anti-TLR2, la production de TNF-α et d’IFN-γ tait fo te e t duite. Les auteu s 

’o t epe da t pas ifi  si le e ph o e tait o se  ap s u  halle ge pa  des 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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pa asites e tie s, e  e a he, ils o t o pa  l’effet du LPG pu ifi  à partir de promastigotes 
procycliques et métacycliques.  

A la différence du LPG « métacyclique », le LPG « procyclique » de L. major ne présente pas de 
hai es lat ales et il ’e t ai e pas d’i du tio  de la p odu tio  d’IFN-γ et de TNF-α. Le otif 

particulier du LPG reconnu par les TLR ’est pas o u et les auteu s suppose t ue e so t 
donc les chaines latérales qui seraient reconnues par le TRL2. Ceci peut être 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 être communs à ces espèces ; 
ils sont retrouvés aussi chez L. tropica, L. æthiopica et L. infantum (190,192), et dans un 
modèle canin, Hosein et al. ont montré, par analyse transcriptomique multi-organes, 
l’i po ta e de TLR  da s la e o aissa e de L. infantum (avec un effet néfaste de TLR2 
do t l’e p essio  aug e te e  asso iatio  a e  l’i u otol a e et la persistance de 
l’i fe tion). Ceci étaye l’h poth se ua t à la e o aissa e d’u  otif de la oiffe pa  le 
TLR2. 

1.2.2.2 TLR et GIPLs 

De Assis et al. ont comparé l’i po ta e de TLR  et de TLR  da s la po se au LPG ais 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-α ue le LPG. Ils o t e t l’i po ta e du TLR  pou  la p odu tio  de NO 
suite à la stimulation par le LPG, mais plutôt du TLR4 concernant les GIPLs de ces 2 espèces. 
Passero et al. o t gale e t o t  u’e  o pa aiso  a e  le LPG, les GIPLs de L. (Viannia) 

shawi i duise t u e p odu tio  a ue d’IL-12 et de TNF-α, i duisa t do  u  p ofil plus p o-
inflammatoire que le LPG. Cependant ils induisent également plus d’IL-10 (150), en accord 
a e  os sultats et ou a t u e p odu tio  a ue d’IL-10 après traitement par les Galf. Les 
GIPLs de L. braziliensis ne sont pas encore complètement caractérisés, ce sont des GIPLs de 
type 2 avec 8 à 9 résidus, mais le type de résidu et leur organisation reste à préciser (177). 
Ceux de L. infantum sont connus, ils ne contiennent pas de liaison galactose-mannose mais 
des liaisons mannose- a ose a h s e  α -2, identiques à celles retrouvées dans la coiffe 
du LPG de L. donovani ou L. major. Ce motif pourrait donc être celui reconnu par les TLR2 et 4. 

1.2.3 U  otif sa ha idi ue d’i t t : le galactofuranose 

Le galactofuranose (Galf) est un monosaccharide entrant dans la composition de nombreuses 
molécules glyquées. Chez les leishmanies il est s th tis  à pa ti  d’UDP-galactose.  

Les leish a ies poss de t u  t a spo teu  e a ai e pe etta t l’e t e de o eu  
hexoses, dont le galactose, à partir du milieu extérieur (214). Le galactose internalisé va subir 
une phosphorylation par la galactose-kinase, pour donner du galactose-1-phosphate, qui va 
être couplé à une uridine-diphosphate (UDP) pa  l’UDP-sugar-pyrophosphorylase (USD) (en 
p se e d’u e uridine-triphosphate (UTP) et a e  li atio  d’u  diphosphate . U  UDP-
gala tose est ai si o te u pa  la a tio  d’Issel a he  (Figure 22(b))(215).  
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E  o ditio  de st ess ut itif, e  l’a se e de gala tose, une autre voie de synth se d’UDP-
galactose est possible pour plusieurs espèces de Kinetoplastidae, dont les leishmanies 
(215,216). C’est la a tio  de Leloi  (Figure 22 (a)). En effet, le galactose est un épimère du 
glucose pour le groupement hydroxyle situé en C4. L’a tio  de l’UDP-glucose-4-épimérase 
pe et d’o te i  l’UDP-gala tose pa  pi isatio  de l’UDP-glucose. 

L’UDP-galactose est ensuite converti en UDP-galactofuranose par une UDP-galactopyranose-
mutase (UGM) qui convertit le le de l’he ose e  le à  a o es (217).  

Les galactofuranosyl-transférases (GalfT) i te ie e t e suite pou  l’i se tio  du 
galactofuranose dans les différentes molécules glyquées de la membrane (Figure 22 (c)) (215). 

 

Figure 22 : Bios th se du Gala tofu a ose. D’ap s Oppe hei e , Da e o  et Be e le  

(a) Réaction de Leloir per etta t d’o te i  l’UDP-galactose en présence de glucose 

(b) R a tio  d’Issel a he  

(c) Utilisatio  de l’UDP-Galf dans la biosynthèse du glycocalyx 

Fait intéressant, le Galf est absent des membranes de mammifères, ainsi les enzymes 
intervenant dans la synth se et l’i o po atio  du Galf sont également absentes chez les 
mammifères. Ces enzymes sont donc des cibles potentiellement intéressantes dans la 
recherche de nouveaux traitements contre les leishmanioses (215). Pa  ailleu s l’utilisatio  
d’a alogues du Galf a déjà montré que ces motifs sont reconnus comme du non soi et ont un 
potentiel immunomodulateur (131,218). 
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Article 1 : Leishmania cell wall as a potent target for antiparasitic 
drugs. A focus on the glycoconjugates 

 

Yari Cabezas, Laurent Legentil, Florence Robert-Gangneux, Franck Daligault, Sorya Belaz, 
Caroline Nugier-Chauvin, Sylvain Tranchimand, Charles Tellier, Jean-Pierre Gangneux et 
Vincent Ferrières 

 

 

Les a a t isti ues de la pa oi des leish a ies et e  pa ti ulie  l’i pli atio  des 
glycoconjugués ont été détaillés dans une revue écrite par Yari Cabezas à la uelle j’ai pu 
contribuer 
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1.3. Objectifs de ce travail 

L’o je tif de ma thèse était de valider le ciblage des voies de synthèse des galactofuranoses 
comme cible thérapeutique anti-leish a ies. Tout d’a o d, ta t do e la a ia ilit  des 
gl o o jugu s de la pa oi, u’elle soit i te -espèce ou intra espèce, entre les promastigotes 
et les amastigotes, il était important de confirmer la présence des différents gènes impliqués 
dans leur métabolisme, et leur expression au cours du temps dans les deux stades. Ensuite, 

e si ot e o je tif p i ipal tait d’a lio e  le t aitement de la leishmaniose viscérale, 
ous a o s oulu ifie  la p se e de la i le hez d’aut es esp es de leish a ies 
espo sa les d’attei tes uta es, afi  d’e isage  de futu s t a au  da s e do ai e. 

Par ailleurs, grâce à la collaboration de not e uipe a e  les hi istes de l’EN“C de Re es, 
nous avons cherché à cibler la synthèse de galactofuranose de Leishmania, au moyen 
d’a alogues s th ti ues da s l’h poth se u’ils pou aie t e t e  e  o p titio  a e  le 
substrat naturel. Différentes approches in vitro (cellulaires, imagerie, biophysiques) ont été 
utilis es pou  a a t ise  l’effet a tipa asitai e o se  su  les p o astigotes et les 
amastigotes de L. donovani. 

Enfin, le pote tiel d’i u osti ulation de ces oligosaccharides, qui peuvent être reconnus 
par les récepteurs macrophagiques, a été exploré dans un modèle in vitro de macrophages 
humains, par une approche transcriptomique à haut débit, et par une approche plus ciblée 
de caractérisation phénotypique et de régulation transcriptomique de la polarisation 
macrophagique.  
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Partie 2 :  Pertinence de la voie 

de synthèse des furanoses 

comme cible thérapeutique 

 

Le otif gala tofu a ose se le t e u e i le th apeuti ue d’i t t, du fait de so  
absence dans les membranes cellulaires mammifères. 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 synthèse, et nous avons tent  e tai es d’e t e elles. U e p e i e app o he est de 
caractériser une ou des enzyme(s) impliquée(s) da s l’ lo gatio  de la hai e 
oligosaccharidique absente(s) chez les mammifères, pour mettre au point une méthode 
d’i hi itio  sp ifi ue de ette ou de ces enzymes. Dans un premier temps, nous avons 
a a t is  l’i du tio  des g es d’i t t Galf-transférases, invertases) chez différentes 

espèces de leishmanies. Les i e tases appa tie e t à la fa ille des GH , d’aut es 
glycosides hydrolases sont présentes chez les mammifères, mais les invertases peuvent être 
une cible thérapeutique intéressante du fait de leur absence dans les cellules de mammifères. 

 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 dernière 
enzyme a été caractérisée de façon plus approfondie dans une partie de ce travail.  

D’aut e pa t, la réaction de synthèse du galactofuranose étant connue, la deuxième approche 
repose sur le d eloppe e t d’a alogues de l’UDP-furanose, dans le but de créer des 
analogues compétiteurs de la réaction naturelle, isa t à di i ue  l’effi a it  des GalfT et de 
l’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 pa asites de l’o d e des Kinetoplastidae (220). Not e uipe s’est 
donc intéressée, suite à une olla o atio  a e  l’E ole “up ieu e de Chi ie de Re es 
(ENSCR), à l’ tude de l’effi a it  d’a alogues o p titeu s vis-à-vis de Leishmania sp. (221). 
Un p e ie  t a ail a o t  u  effet de plusieu s a alogues de l’UDP-galactofuranose sur des 
promastigotes de L. donovani. Toutefois, la synthèse compliquée de ces analogues a poussé 
l’ uipe à e plo e  d’aut es t pes d’i hi iteu s. Pa i eu , les alk l-galactofuranosides ont 
retenu notre attention, et plus précisément les octyl-gala tofu a osides, ui o t fait l’o jet de 
divers tra au  au uels j’ai o t i u . 
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2.1. Etude de l’expression des enzymes impliquées dans 
l’i t g atio  du Galf à la paroi 

La présence du LPG dans la paroi des promastigotes est connue en quantité importante, mais 
elle est faible voire re ise e  ause hez l’a astigote (222), avec également une variabilité 
inter-espèces. La première étape de ce travail a donc été de a a t ise  l’i du tio  
différentielle des gènes de ces enzymes chez le promastigote et hez l’amastigote de plusieurs 
espèces 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 à 27°C, en milieu liquide de Schneider (Gibco®) additionné de 
10% de SVF (Lonza®) et de 1% de Pénicilline (10 000 UI/ml) et streptomycine (10 000 µg/ml) 
(GIBCO®). Après repiquage les promastigotes se multiplient de façon exponentielle pendant 3 
à 5 jours et atteignent la phase stationnaire de croissance après 5 jours. 

Cultu e d’a astigotes 

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 aigüe monocytaire, ECACC 88081201 Sigma®) ont été mises en culture en plaques 
6 puits, à hauteur de 106 par puits, en milieu RPMI (GIBCO® RPMI medium 1640 + 
GlutaMAXTM, Life technologies) additionné de 10% de SVF (Lonza®) et de 1% de Pénicilline 
(10 000 UI/ml) et streptomycine (10 000 µg/ml) (GIBCO®). Après incubation une nuit à 37°C 
sous 5% de CO2, elles ont été différenciées en macrophages en présence de phorbol myristate 
acetate (PMA) à 2µM pendant 18h. 

Les macrophages humains ont été préparés à partir des PBMC issues de Buffy coat réalisés à 
pa ti  de po he de sa g de l’Eta lisse e t F a çais du “a g EF“)  

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) à 400 UI/ml ou de M-CSF 
(Macrophage Colony Stimulating Factor) (MACS® Miltenyi Biotec) à la concentration finale de 
50 ng/ml par puits. Les cultures sont ensuite mises à 37°C sous 5% de CO2 pendant 6 jours 
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avec un changement de milieu pour du milieu neuf (RPMI « complet » additionné de GM-CSF 
ou de M-CSF à la même concentration) à J3. 

Ces 2 types de macrophages ont été infectés à hauteur de 10 parasites par cellule pendant 
une nuit, par des promastigotes de chaque souche en phase stationnaire (> à J5 de culture). 
Les macrophages infectés ont ensuite été lavés à 3 reprises pour éliminer les promastigotes 
résiduels, pour obtenir u  od le ellulai e d’amastigotes intramacrophagiques permettant 
de teste  l’effi a it  d’i hi iteu s. 

2.1.1.2 E p essio  d’ARN  des galactofuranosyltransférases 

A pa ti  de l’ tude des génomes de L. major, L. donovani et L. braziliensis plusieurs invertases 
ont pu être identifiées grâce à 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 
synthèse du LPG, ont pu être étudiées. Des ouples d’a o es ont été mis au point avec le 
logiciel CLC Workbench® (Qiagen) pour rechercher ces enzymes chez L. major, L. braziliensis et 
L. donovani. Leu  e p essio  elati e a t  o pa e à elle de l’a ti e comme gène de 
référence pour ces 3 espèces. 

Des cultures de promastigotes de L. major, L. donovani et L. braziliensis ont été utilisées, à 
diff e ts te ps d’i u atio  pou  tudie  la i ti ue d’e p essio  des e z es au ou s du 
temps : 107 promastigotes de chaque espèce ont été collectés à J1, J3, J5 et J7. Des 
amastigotes intramacrophagiques (THP1) de ces mêmes espèces ont été cultivés en plaque 6 
puits (106 macrophages par puits), les cultures ont été lysées à J2, J5 et J7. 

Ces amastigotes et promastigotes ont été lysés pour réaliser une extraction des ARN totaux à 
l’aide du kit Qiage ™ RNeas  i i kit®, pour obtenir un éluat de 30µl. Puis, 10µL de chaque 
éluat d’ARN o t t  sou is à u e t a s iptio  i e se à l’aide du kit High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems™  pou  o te i  de l’ADN complémentaire 
(ADNc). 

Des PCR quantitatives ont été réalisées sur ces échantillons d’ADN  pour prouver la présence 
et évaluer l’e p essio  des enzymes aux différents temps de culture et pour les différentes 
formes et espèces parasitaires. Les amorces utilisées so t list es da s l’Annexe 1 : Liste des 
a o es utilis es pou  a plifie  les  e z es i pli u es da s l’i t g atio  du Galf au LPG et 
l’a ti e o e g e de f e e. 

L’a plifi atio  a t  alis e da s u  olu e fi al de  µL o te a t  µL d’ADN ,  µL de 
SYBR® green (Applied biosystems™  PCR aste  i  et  µM de chaque amorce. L’auto ate 
de PCR utilis  tait le  HT fast eal ti e PCR s ste ® Applied Bios ste ™  a e  u  
programme de température commençant par une étape de dénaturation, 2 minutes à 50°C et 
10 min à 95°C puis 40 cycles de 15 secondes à 95°C et 1 minute à 60°C, sui ie d’u e ou e 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’a plifi atio  a t  alis e e  dupli at pou  
ha ue ha tillo . E  p se e de l’e z e, u e ua tifi atio  elati e o pa e à 

l’e p essio  de l’a ti e a t  al ul e o e précédemment décrit (224). Les statistiques ont 
t  al ul es à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5. 02®. Les données sont représentées en 

http://www.cazy.org/
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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 pa tie de l’ tude a t  alis e à l’Université d’O l a s, CNR“, UMR  au sein de 
l’I stitut de Chi ie O ga i ue et A al ti ue d’O l a s ICOA) par Thibault Rattier et Pierre 
Lafite sous la supervision du Professeur Richard Daniellou. 

BfrA a pu être exprimée grâce au plasmide pET-28a (Novagen) dans un système Escherichia 

coli et grâce au plasmide pLEXSY-hyg2 (Jenabioscience) dans un système Leishmania 

tarentolae. Les protéines tagguées avec une histidine N-terminal ainsi obtenues ont été 
purifiées sur colonnes HisPur Ni-NTA (Thermo  et lu es su  u  g adie t d’i idazole. 

L’a ti it  h d ol ti ue a t  alu e pou  des su es li s au pa a it oph ol (pNT) et pour les 
oligosa ha ides e  utilisa t le test à l’a ide ,5-dinitrosalicylique (DNS).  

D’u e pa t, des solutio s de su st ats su e-pNT) à 1 mM avec 100 M d’e z e Bf A o t 
été mises à 37°C pendant 2h, puis la quantité de pNT libre a t  alu e pa  l’a so a e à 
405 nm de cette molécule. D’aut e pa t, des su strats oligosaccharidiques ont été mis en 
p se e de l’e z e à u e o e t atio  a ia t e t e  et  M pe da t  i  et les 
quantités d’oligosa ha ides h d ol s s o t t  alu es pa  la du tio  du DN“ e  a ide -
amino-5-nitrosalicylique par lectu e de la DO à  . L’i flue e du pH et de la 
te p atu e su  l’a ti it  e z ati ue de Bf A a t  alu e su  le su ose, pou  u  g adie t 
de pH de 4 à 10 et de température allant de 20 à 80°C. 

E fi , la s ue e d’a ides a i s o posa t Bf A a t  soumise sur ModWeb server grâce 
au logiciel MODELLER® (225) a e  o e ase la st u tu e au a o  X de la β-
fructofuranosidase (code 3PIJ) 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 l’e z e. La p di tio  des sites potentiels de N ou de O-glycosylation a également été 
obtenu en soumettant le modèle aux serveurs GlycoEP, NetNGlyc et NetOGlyc (227,228). 
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2.1.2 Résumé des résultats et discussion 

Toutes les e z es tudi es so t e p i es hez l’a astigote et hez le p o astigote des  
espèces étudiées. Ces 3 espèces sont particulièrement 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 espèces 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 
que celui de L. donovani ne présente jamais de chaines latérales (Tableau 3). 

Chez le promastigote, pour toutes les enzymes et toutes les espèces, on observe une 
augmentation significative au ou s du te ps de l’e p essio  des e z es i pli u es da s le 
métabolisme du galactofuranose (Figure 22 A). Les promastigotes de L. braziliensis présentent 
une augmentation allant de 2 fois pour LPG1, LPG1 L et Bf A jus u’à  fois pou  LPG R à J7 
p= .  pou  ha ue e z e e t e J  et J , a e  u e i ti ue d’aug e tatio  oissa te 

entre J1 et J7. Ce i s’e pli ue pa  l’aug e tatio  glo ale du ta olis e des pa asites au 
cours de la phase exponentielle de croissance qui sont au stade de promastigotes procycliques 
et passent en phase stationnaire au stade métacyclique à partir de J5 environ. LPG1R est 
significativement plus élevée à J7 chez L. braziliensis et L. major mais pas chez L. donovani, 
cette enzyme pourrait donc être impliquée dans la biosynthèse des chaines latérales du LPG, 
qui ne sont présentes que chez les promastigotes métacycliques de L. major et L. braziliensis.  

De façon intéressante, hez l’a astigote, les enzymes sont exprimées à un niveau similaire 
au  p o astigotes, pou  les  esp es, e ui o t e ue l’app o he d’i hi itio  est alide 
dans des perspectives thérapeuti ues, s’i t essa t do  au  a astigotes. M e si la paroi 
de l’a astigote contient peu de LPG, elle contient des GIPLs en grande quantité (50-60%). 
Malg  l’a se e 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). 
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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  ha tillo s d’a astigotes pa  e p ie e. * : p <0,05 ; ** : p <0,01 ; *** : p < 0,001 

 



 

 

P
er

ti
n

en
ce

 d
e 

la
 v

o
ie

 d
e 

sy
n

th
ès

e 
d

es
 f

u
ra

n
o

se
s 

co
m

m
e 

ci
b

le
 t

h
ér

ap
eu

ti
q

u
e

 

75 

 

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 ’ taie t pas indispensables à la 
production du LPG, de GP63 ou des GIPLs, ais su tout u’elles ’ taie t pas nécessaires pour 
l’i fe ti it  et la i ule e de L. major. Les mutants LPG1 KO sont les plus étudiés, leur paroi 
présente un LPG tronqué au i eau du œu  he asa ha idi ue, a a t le Galf, prouvant 
l’i pli atio  de cette GalfT dans la synthèse 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, même si leur virulence est diminuée (229), du fait de leur 
sensibilité à la lyse par le complément (197,230).  

En dehors de cette GalfT, d’aut es e z es i pli u es da s la ios th se 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 e s’est a  viable (231). 
Les mutants LPG2-/- et LPG5-/- sont déficients pour un transporteur du GDP-mannose ou de 
l’UDP-galactose respectivement. Ils produise t do  u  LPG t o u  ap s le œu  
hexasaccharidique et des GIPLs intacts (quelle que soit l’esp e . Ces uta ts o t do  u  
LPG contenant du Galf ais ’o t pas de phosphogl a e et do  pas de hai e p t e au 
niveau du  LPG (Tableau 4). 

 

Tableau 4 : Caractéristiques de trois mutants déficients pour le LPG 

  
Enzyme 
mutée 

Impacts sur les 
glycoconjugués 

I pa t su  l’i fe tio  

LPG PPG GIPLs Virulence Réponse immune 

LPG1
-/- 

GalfT 
ajoutant le 
Galf 

tronqué oui 

Oui 
type 1, 

hybride et 
type 2 sans 

Galf 

LD ↘ (197) 
LMa ↘(232) 
LMe ↘(233) 

↘↘ IL-12 
↔ IL-4 

LPG2
-/- 

GDP-
mannose 
transporteur 

tronqué non oui 
LD ↘↘↘(234) 
LMa ↘↘↘(232) 
LMe ↘(233) 

LMa (232) : 
↘IL-12, IFN-γ, IL-2 
↗IL-4, IL-10 
=>réponse humorale 

LPG5
-/- 

UDP-
galactose 
transporteur 

tronqué non oui 
LMa ↘(232) 
LMe ↘ 

LMa (232): 
↔ IL-12 et IFN-γ 
↘ IL-4 et IL-10 

 LPG : Lipophosphooglycane ; PPG : Protéophosphoglycane ; GIPLs : Phospholipides de glycoinositol ; 
LD : L. donovani ; LMa : L. major, LMe : L. mexicana 
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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 modèle de L. major LPG1-/-, que même si leur entrée est ralentie et silencieuse, ces 
parasites vont ensuite être responsables de lésions identiques à celles produites par des 
parasites sauvages. L’a se e du LPG, a e  plus li ite  le e ute e t des toki es p o-
i fla atoi es telle ue l’IL-12 (Tableau 4) (232). Cette étude est particulièrement 
intéressante, car les mutants LPG1-/- de cette espèces ont des GIPLs tronqués et gardent 
quand même leur capacité infectieuse pour la forme amastigote, comme cela était déjà 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 e  plus d’u  LPG t o u , 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 
apa it s d’i asio  li it es, ais pou aie t pe siste  i d fi i e t e  aiso  d’u e po se 

humorale inadaptée pou  l’ li i atio  des parasites (235), et que le mutant L. major LPG5-/- 
présentait une virulence similaire au mutant LPG1-/-. La variabilité inter-espèce des 
glycoconjugués de Leishmania impacte de ce fait les propriétés des mutants déficients 
(Tableau 4 . Quoi u’il e  soit, il est lai  ue les odifi atio s de su fa e des pa asites, 
induites par les mutations, conduisent à une modificatio  de l’i te a tio  hôte-parasite, qui 
peut alle  da s le se s d’u e e a e atio  de la po se ellulai e, ou au o t ai e d’u e 

ajo atio  de l’effet tol og e du LPG. 

Il ’ tait pas illogi ue, da s e o te te, de ous i t esse  à l’effet i u o odulateur de 
composés furanosidiques de synthèse, ce qui a été réalisé dans la suite de ce travail. 

Mais da s u  p e ie  te ps, ous a o s oulu teste  l’h poth se u’e  appo ta t des 
fu a osides e og es odifi s, il tait possi le d’i te f e  da s la iosynthèse des différents 
glycoconjugués de la paroi à visée anti-parasitaire. 
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Article 2: Identification, biochemical characterization, and in-vivo 
expression of the intracellular invertase BfrA from the pathogenic 
parasite Leishmania major 
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Robert-Gangneux, Jean-Pierre Gangneux et Richard Daniellou 

 

 

Cet a ti le it e  olla o atio  a e  l’ICOA d it la a a t isatio  et l’e p essio  de l’u e 
des enzymes impliquée dans la synthèse du LPG, la mutase BfrA.  
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2.2. Evaluation in vitro de l’effet a tipa asitai e d’a alogues 
furanosidiques 

Bien que la preuve du concept ait été validée à l’aide des a alogues d’UDP–furanose, leur 
synthèse étant difficile en grandes quantités, il s’est a  difficile d’e isage  le 
développement de ces produits à visée thérapeutique. Dans ce contexte nos collaborateurs 
chimistes nous ont fourni d’aut es a alogues de type alkyl-furanoses, dont la synthèse 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 à caractériser leu  ode d’a tio . 

2.2.1 Description chimique des analogues 

Les analogues alkyl-furanosidiques p oduits pa  l’EN“CR ep oduisent le résidu atu el, β-
D-gala tofu a ose. Il s’agit d’u  he ose C6H12O6) contenant un hétérocycle à 4 atomes de 
carbone (C1 à C4) et un oxygène, le cycle furane. Da s l’ lo gatio  du LPG, le groupement 
hydroxyle positionné en C1 a pe ett e la liaiso  a e  l’alk l-gl ol lipide du œu  he a 
saccharidique, ce groupement hydroxyle a donc été lié à un groupement octyl (C8H17) pour 
p odui e des a alogues lo ua t l’ lo gatio  du LPG. Par ailleurs, les précédents travaux 
montraient une bonne activité antiparasitaire de l’a alogue UDP-galactofuranose ayant un 
groupement acétamide (NHCOCH3 ou NHAc) à la place du groupement hydroxyle sur le 
carbone en C6. L’a a tage de e g oupe e t est sa taille aiso a le, ai si ue la 
possibilité de remplacer le groupe acétyl pa  u e hai e d’a ide g as pe etta t ai si 
d’i lu e ette ol ule da s u e fo ule liposo ale pa  e e ple . Deu  aut es 
groupements azotés ont également été utilisés pour ce travail, une amine (NH2) plus 
polai e et asi ue ue l’a tate, mais présentant un encombrement stérique moins 
important que le précédent groupement, et un azoture (N3) apolaire, permettant 
d’e isage  u  t açage de la ol ule pa  so de t pe « chimie click). Ainsi 4 analogues 
octyl-furanosidiques (Figure 24 : β-D-galactofuranose (Galf) naturel et ses 4 analogues 
furanosidiques) ont été é alu s ua t à leu  effi a it  et leu  a is e d’a tio  su  L. 

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

(2): 6-amino-β-D-galactofuranose-octyl (NH2-Galf) 
(3): 6-N-acetamido-β-D-galactofuranose-octyl (NHAc-Galf) 

(4): 6-azido-β-D-galactofuranose-octyl (N3-Galf) 

L’o t l-β-D-galactopyranose, qui est un alkyl-pyranose basé sur le même hexose que le 
galatofuranose mais avec un cycle hétérogène à 6 carbones a été utilisé comme molécule 
t oi  et l’o t le seul a gale e t t  utilis  o e t oi  de l’a ti it  du g oupe e t 
osidique seul. 

2.2.2 Activité anti-promastigotes des dérivés du Galf-oct 

Cette pa tie de l’ tude a t  d ut e a a t o  a i e au la o atoi e pa  Muha ad 
“ule a  a e  ui j’ai pu d ou i  la th ati ue « leishmanie» en image, dès mon arrivée, 
a e  l’a al se e  i os opie le t o i ue des p o astigotes. J’ai ensuite accompagné 
“ule a  pou  la fi  du t a ail su  les p o astigotes et j’ai p is le elais pour la partie 
«amastigotes » de ce travail. 

2.2.2.1 Evaluation de l’effet a tipa asitai e su  les p o astigotes 

L’ aluatio  de la se si ilit  a t  alis e pa  thode de dilutio  li ite. 

Une solution de milieu de Schneider contenant 105/ml promastigotes de L. donovani en 
phase de croissance exponentielle (à J 3) a été traitée par chaque composé à des 
concentrations variant de 0,9 µM à 3,2 mM. Des conditions contrôles ont été réalisées 
d’u e pa t sa s au u  t aite e t et d’aut e pa t, en utilisant un traitement antiparasitaire 
connu ayant un effet sur les promastigotes, la miltéfosine (HePC). Après 48h de culture à 
27° C, les différentes solutions de promastigotes traités ou non ont été diluées de 2 en 2 en 
plaques 96 puits et remises en culture à 27°C pendant 72h. Puis, la présence de 
promastigotes mobiles (correspondant à la viabilité) a été évaluée au microscope inversé 
dans chaque puits et l’IC50, dose permettant la réduction du nombre de promastigotes de 
50% comparée à la condition non traitée, a ainsi été évaluée. Chaque condition a été 
réalisée en triplicat. 
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Tableau 5: Evaluation des IC50 des dérivés du Galf et du contrôle 

Composé Radical en C6 IC50 (µM) 

1 : Galf-oct -OH 8,96 ± 2.5 

2 : NH2-Galf -NH2 41,6 ± 8,3 

3 : NHAc- Galf -NHAc 800 

4 : N3-Galf -N3 1360 ± 16,6 

HePC  NC 3,38 

NC : Non concerné  
 

L’IC50 obtenue pour la miltéfosine est proche des valeurs connues dans la littérature (236), 
alida t ai si es sultats. Le o pos  p se ta t l’effet a tipa asitai e le plus i t essa t 

sur les promastigotes est le Galf-oct, de même le NH2-Galf présente un effet mais avec un 
ordre de grandeur 5 fois plus important de l’IC , epe da t et effet reste plus 
intéressant que l’effet a tipa asitai e uasi-inexistant des composés 3 et 4. 
L’e o e e t st i ue plus i po ta t des g oupe e ts -NHAc et N3 peut expliquer la 
faible efficacité associée à ces groupements. Comme vu pou  l’i e tase Bf A 
précédemment décrite, les sites actifs des enzymes ne permettent pas toujours la fixation 
de si gros résidus. Pou  ta e  ette h poth se u e tude de l’i te a tio  des diff e ts 
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 CC50 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). 

 

Pour cela des cultures de THP-1 ou de macrophages issus de PBMC (105 macrophages par 
puits) ont été mises en présence des différents analogues du Galf-oct ou de la miltéfosine à 
des concentrations variant entre 5 et 3200 µM pendant 24h à 37°C sous atmosphère 
contenant 5% de CO2. Puis les cultures ont été lavées et incubées en présence de 100 µl de 
MTT à 5 mg/ml (Molecular Probes, CA) pendant 2h à 37°C dans les puits d'une microplaque 

 puits. Le MTT, jau e est duit e  fo aza  ui est u  p oduit iolet pa  l’a ti it  
métabolique mitochondriale des cellules vivantes. Puis le milieu a été retiré et remplacé 
par 100 µl de diméthylsulfoxide (DMSO) pour stopper la réaction de réduction. L'activité 

Figure 25: Principe du test MTT 
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métabolique est donc évaluée par une mesure de la DO du formazan à 540 nm. La lecture a 
été réalisée sur un SpectroStar Nano et les CC50 ont été calculées avec le logiciel MARS en 
prenant comme référence équivalent à 100% de survie, la DO des puits t oi s ’a a t 
subi aucun traitement. Chaque condition a été réalisée en triplicat. 

Les aleu s d’IC50 et de CC50 pou  ha ue d i  o t pe is d’ ta li  l’i de  de s le ti it  
de chacune des molécules. Plus celui-ci est élevé plus une molécule peut être utilisée aux 
doses effi a es sa s ai d e d’effets se o dai es. 

 

Tableau 6 : Evaluatio  de la toto i it  et de l’i de  de s le ti it  sur des macrophages de la 
lignée THP-1 et des macrophages humains (HM) issus de PBMC 

Composé THP-1 CC50 (µM) HM CC50 (µM) IS (CC50/IC50) 

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 : N3-Galf ND 747,4 ± 0,3 ND 0,55 

HePC  146,1 ± 0,03 128,1 ± 0,3 43,2 37,9 

CC50 : Cytotoxicité ; HMG : Macrophages Humains issus de PBMC ; IS : Index de sélectivité ; 
ND : non déterminé 

 

Ces résultats montrent une très faible cytotoxicité de tous les composés testés, comparée à 
celle de la miltéfosine (qui est attendue puisque cette molécule a été initialement 
développé à visée anti-cancéreuse). Concernant les possi ilit s d’usage à is e 
thérapeutique, le Galf-oct montre une excellente efficacité antiparasitaire associée à une 
faible cytotoxicité pour les macrophages (lignée cellulaire ou non) et donc un très 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 à 
la différence du NHAc-Galf et du N3-Galf, ui e s’ils so t peu toto i ues e 
présentent pas une efficacité suffisante pour poursuivre leur développement à visée 
thérapeutique. 

Ces résultats doivent être interprétés avec prudence. E  effet l’utilisatio  des 
promastigotes pour mesurer les IC50 des produits testés est très pratique et plus simple que 
de réaliser les tests sur des amastigotes axéniques ou sur des amastigotes intracellulaires. 
Or u e g a de di e sit  d’effi a it  est o ue pou  e tai s p oduits, entre les 
p o astigotes et les a astigotes i t a ellulai es, o e ’est le as pou  les d i s de 
l’antimoine (51). Ai si l’effi a it  su  les p o astigotes e p juge pas fo e e t de 
l’effi a it  th apeuti ue su  les a astigotes i t a ellulai es ou in vivo, l’effi a it  su  les 
amastigotes intracellulaires a donc également été évaluée dans la suite de ce travail (2.2.2). 
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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 pe etta t d’ alue  les i te a tions entre un ligand et son 
récepteur, selon une technique mise au point par Mayer et Meyer (237), sans recourir à 
aucune modification du ligand ni du récepteur. Le p i ipe epose su  l’ aluatio  du 
te ps de ela atio  des p oto s d’u  liga d is e  e s e  solutio  a e  so  epteu  
(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 
i adiatio , ’est le spe t e « off » du fait de l’e s de liga d, il correspond au spectre du 
liga d seul. Ap s u  te ps d’i adiatio , les protons liés au récepteur vont avoir un temps 
de ela atio  plus ou t et do  ett e u  sig al d’auta t plus fai le ue leu  liaiso  a e  
le récepteur est forte, ainsi on obtient le spectre « on ». La différence du spectre « off » 
moins le spectre « on » pe et d’o te i  le spe t e « 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 façon relative à ce proton 100% 
(Figure 26). 

 

Figure 26: Principe de la RMN-STD, adapté de Guégan et Daniellou 2012 (238) 

Le récepteur liant les d i s de gala tofu a ose ’ ta t pas o u un traitement plus 
complexe a été appliqué, la RMN-STDD « Saturation Transfer Double Difference » 
pe etta t l’ tude de ellules e ti es et o  juste du epteu . Le spe t e “TD des 
cellules seules est mesuré puis soustrait au spectre STD des cellules accompagnées du 
ligand en excès, permettant d’ li i e  le uit de fo d dû aux différents constituants 
cellulaires. 

Pour ce travail, les cellules étudiées sont des promastigotes de Leishmania donovani en 
phase exponentielle de croissance (à J3 de culture en milieu liquide). Les parasites ont été 
centrifugés pendant 15 min à 2500 G pour éliminer le milieu de culture, puis laver tout 
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d’a o d a e  du ta pon 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 à 2,7. 108 parasites seuls pour obtenir le 
spectre STD des cellules seules, avec les dérivés furanosidiques à une concentration de 1,5 
mg/ml (ligands ainsi en excès) ou avec le galactose comme contrôle négatif. Les 
i te a tio s a e  l’o ta ol seul et a e  l’o t l-galactopyranose ont également été 
mesurées pour alue  l’i po ta e de la hai e o t le et du cycle furanose, 
respectivement.  

Le PB“ deut  ’ ta t pas u  milieu favorable à la culture cellulaire, la mobilité des 
parasites a été vérifiée e  fi  d’a uisitio  pou  s’assu e  ue les spe t es acquis ne 
correspondaient pas à des cellules mortes. 

L’acquisition a été réalisée à l’EN“CR sur un spectromètre Bruker Advance III 400-MHz. 

La condition témoin parasite + galactose montre bien une absence de spectre (pas 
d’i te a tio  de e o pos  a e  la pa oi pa asitaire), de même que les dérivés du Galf 
seuls en solution pas d’i te a tio  des o pos s e t e eu  e  solutio , les spectres 
observés ne sont donc pas des artéfacts. 

Les sultats o te us o t e t u e affi it  a i ale fi e à %  à l’e t it  de la 
chaine octyle pour tous les composés y compris le galactopyranose et la chaîne octyle 
seule. Cette forte affinité (supérieure à 80%) concerne les 6 derniers carbones de la chaîne 
pour tous les composés étudiés, ainsi la chaîne carbonée, pôle lipophile de nos composés, 
se le l’ l e t l  de l’a age e a ai e 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 C1 et C2, C3) alors que le proton en C6 est 
moins affin (52%). Cette partie très polaire de notre composé devrait moins bien interagir 
dans la membrane phospholipidique apolaire et ces fortes aleu s d’i te a tio  se le t 
e  fa eu  d’u e 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% à 72% et une affinité plus faible 
des protons portés par le carbone 6 de 33 et 37%, respectivement, pou  l’u  des p oto s et 
de 62 et 39%, pour le deuxième proton en C6.  

Ces 2 composés semblent moins affins que le Galf-oct et cette différence correspond à la 
diff e e d’a ti it  du Galf-oct, de NH2-Galf et de NHAC-Galf, do t l’effi a it  a ie da s 
le e se s ue l’affi it  de ces protons. Le cycle furanose semble donc important pour 
l’a ti it  a tipa asitai e de os o pos s. 

L’a al se des spe t es pou  le N -Galf ’a pas pe is d’o te i  des spe t es i te p ta les 
et l’o se atio  i os opi ue des pa asites e  fi  d’a uisition a montré des parasites 
immobiles et présentant des dégradations de leur forme, la mort des parasites avec ce 
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t aite e t e  e s e pli ue p o a le e t l’i possi ilit  d’o te i  les spe t es pour ce 
composé. (Figure 2, Article 3) 

2.2.2.4 Evaluation de la fluidité membranaire par résonnance paramagnétique 
électronique 

Le galactofuranose étant un constituant clé du LPG et donc de la paroi des leishmanies en 
particulier des promastigotes, l’a tio  des a alogues sur les membranes parasitaires doit 
être explorée. Natu elle e t les e a es so t o stitu es d’u e i ou he lipidi ue 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 spe t e d’a so ptio  d’u  le t o  isol  sou is à u  
rayonnement micro-onde, dans un champ magnéti ue fi e. L’ le t o  isol  est fou i pa  
une sonde. Pou  l’ tude de la fluidit  membranaire, la sonde choisie est une sonde 
radicalaire, l’a ide -doxylstéarique qui se comporte comme les lipides membranaires et 
possède un radical O° proche de la tête polai e de la ol ule pe etta t d’ alue  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 u’ils p se te t. 

 

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

Le spe t e d’a so ptio  de la so de a ie selo  so  e vironnement et donc selon les 
mouvements de la sonde au sein de la membrane. Le spectre obtenu permet de calculer le 
pa a t e d’o d e “ selo  les uatio s d’Ogu a et al. (240), qui est inversement 
proportionnel à la fluidité membranaire. 

Pour ce travail, des promastigotes de L. donovani en phase exponentielle de croissance (J3) 
ont été traités pendant 48h à 27°C par les dérivés du Galf les plus efficaces (Galf-oct, NH2-
Galf) à leur IC50 précédemment mesurée, ou par la Miltéfosine (HePC) comme témoin. Au 
vu de l’i po ta te i te a tio  de la haî e alk l su  les e a es, les pa asites o t 

gale e t t  t ait s pa  l’o t l-gala top a ose et pa  l’o t l seul comme contrôle. 

L’a al se de la fluidit  e a ai e o t e e o e u  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, ui ’est pas et ou e pour NHAc-Galf, ni 
pour les composés témoins octyl-galactopyranose et chaîne octyl seule. Cet effet est 
également retrouvé de façon moins importante pour notre molécule témoin, la 
miltéfosine. Ceci est très intéressant car le ode d’a tio  de la ilt fosi e est connu et 
passe par une désorganisation des constituants membranaires. 
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L’effet a tipa asitai e du Galf-oct semble donc en lien avec une forte interaction avec la 
membrane parasitaire, a outissa t à l’i t g atio  du o pos  au sei  de la icouche 
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 
C5 et C6 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 as u e pa  l’a tate lo s ue le g oupe e t NHA  

ie t e pla e  l’h d o le. L’effet igidifia t pou ait do  t e le sultat d’u e 
interaction avec le récepteur du galactofuranose, associé à la chaîne octyl très lipophile. 
(Figure 3, Article 3) 

La miltéfosine est connue pour son activité antiparasitaire grâce à son effet rigidifiant de 
membrane, ais d’aut es ol ules o t fait l’o jet de pu li atio s e tes en lien avec 
une rigidification de la membrane (241,242), comme par exemple le parthenolide, mais qui 
a comme i o ie t d’ t e e t ait à pa ti  d’u e pla te, e pe etta t pas pour le 
moment sa synthèse en grande quantité. Là encore, cette molécule, comme la miltéfosine, 
présente une certaine efficacité anti-cancéreuse et est associée à de lourds effets 
secondaires (243). 

2.2.2.5 Visualisatio  de l’effet des dérivés du Galf sur des promastigotes par 
microscopie électronique à transmission 

Les quantités importantes de LPG dans la paroi des promastigotes laissent imaginer un 
effet membranaire des analogues du Galf, ce qui a pu être observé en microscopie 
électronique à 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 5.108 parasites ont été incubés pendant 
48h à 27°C avec les composés 1 et 3 à la concentration de 125 µg/ml ou non traité pour 
réaliser une condition témoin. Les cultures ont ensuite été lavées et fixées dans une résine 
Epoxy puis coupées à l’ult ato e en section de 80 nm. Ces coupes ont été fixées sur les 
grilles puis colorées pour l’o se atio  e  i os opie le t o i ue à 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 à très fort 
grossissement (x 80 000) et des organites internes intacts. Après 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 même rompue, entrainant une 
fuite du contenu intracellulaire et des organites internes hors de la cellule. Le réseau de 

i otu ules ’est plus et ouvé 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) 
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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 à une désorganisation de la paroi, ceci évoque plutôt une mort par nécrose, qui 
aboutit à une fuite du contenu cellulaire par des pores membranaires. Pour étayer ou 
infirmer cette hypothèse 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 dès les phases primaires en cas de mort cellulaire par 
apoptose. Ainsi la présence à la surface externe des cellules de phosphatidylsérine est en 
fa eu  d’u e o t ellulai e pa  apoptose. 

Pour étudier ce phospholipide, nous avons utilisé la cytométrie en flux, avec un marquage 
double Annexin-V-Alexa fluor qui reconnait d’u e pa t la phosphatidylsérine et l’iodure de 
propidium (PI) ui est u  age t i te ala t de l’ADN et e peut e t e  da s les ellules 

u’e  as de do ages e a ai es, ’est-à-dire en cas de nécrose ou dans les phases 
ta di es de l’apoptose kit Dead cell apoptosis, Molecular Probes© . D’aut e pa t la 
localisation de la phosphatidylsérine a été évaluée pour des promastigotes traités par Galf-
oct par microscopie co fo ale ap s u  a uage a e  l’annexin V-PE (kit apoptosis 
detection, BD, Pharmingen). 

Les promastigotes traités par Galf-oct présentent une augmentation de la fixation de 
l’a e i -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 pe da t h p se te t u  a uage i te se pou  l’a nexin-V avec plus de 
80% des cellules positives contre seulement 71% pour le témoin positif d’apoptose 
(traitement par la staurosporine) et des moyen es d’i te sit  de fluo es e e MFI) 

gale e t plus i po ta tes ue elle des pa asites t ait s pa  la stau ospo i e. L’a al se 
du a uage pa  l’iodu e de p opidiu  e o t e pas d’aug e tatio  du o e de 
ellules positi es i d’aug e tatio  de la MFI. Malgré la visualisation de la dégradation des 

membranes parasitaires après traitement par le Galf-oct, cette analyse montre que la mort 
cellulaire des p o astigotes t ait s fait i te e i  u  a is e d’apoptose et o  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-être une cascade de signalisation aboutissant au 
d le he e t de l’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, Agnès Burel, Franck Daligault, Vincent 
Ferrières et Florence Robert-Gangneux 

 

 

Les sultats de l’ aluatio  i  it o de l’effet antiparasitaire des dérivés du Galf-oct sur les 
p o astigotes et u e petite pa tie su  les a astigotes  o t fait l’o jet de ette pu li atio  
parue dans AAC en 2013. 
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2.2.3 Effet des dérivés du Galf sur les amastigotes  

2.2.3.1 Evaluatio  de l’effet antiparasitaire sur les amastigotes 

L’a ti it  a ti-a astigotes a t  tout d’a o d alu e pa  o ptage e  i os opie 
optique. 

Des macrophages humains cultivés en RPMI sur lame 8 puits (Nunc ™La -tek™ II chamber 
slide (Thermo Fisher Scientific)), ont été infectés par L. donovani (DOI 10/1). Après 
plusieurs lavages en PBS, les macrophages infectés ont été traités 48h par les différents 
dérivés du Galf à 80 µM (en milieu RPMI). Le Galf-oct a quant à lui été testé également à 
40, 20, et 10 µM. Après plusieurs rinçages les lames ont été colorées au MGG et le taux 
d’i fe tio  a été mesuré en microscopie optique à l’o je tif X  à i e sio . 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 
a it ai e e t le tau  d’i fe tio  des o t ôles à %. 

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

L’a ti it  du Galf-o t est la plus i t essa te, ide ti ue à 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 après traitement par Galf-oct à 10, 20, 40 et 80 
µM 

G aphi ue ep se ta t le sultat le sultat d’u e e p ie e e  uad ipli at. * : p <0,05 ; ** : p < 0,01 
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La réduction de la multiplication des parasites dans les macrophages est la même, environ 
60% de réduction, quelle que soit la dose testée (Figure 28). 

L’effet o se  su  les p omastigotes était concentration-dépendant permettant de 
mesurer une IC- . Alo s ue su  les a astigotes, l’effet ne semble pas concentration-
dépendant et la esu e de l’IC-  ’a pas t  possi le e e  des e da t à des 
concentrations très basses de Galf-o t . L’a ti it  a tipa asitaire sur les amastigotes, ’est 
peut-être donc pas uniquement due à une action directe des dérivés du Galf sur les 
parasites, mais pourrait être associée à une activité immunomodulatrice favorable à 
l’ li i atio  des pa asites pa  les ellules i fe t es, comme nous allons le voir dans la 
partie 2.2.3.3 

2.2.3.2 Visualisatio  de l’effet des d i s du Galf sur des amastigotes par 
microscopie électronique à transmission 

Pou  o se e  plus p is e t l’effet du Galf-oct et du NH2-Galf sur les amastigotes, des 
macrophages humains infectés et traités par ces 2 produits à 80 µM pendant 48h ont été 
observés en microscopie électronique.  

Pour cela, les cultures ont été réalisées en boite de Pétri stériles permettant après lavages 
de fixer directement les cellules en résine époxy dans la boite de culture en conservant 
l’adh e e et la fo e des a ophages, et de récolter ensuite les cellules dans la résine 
pou  fai e la d oupe à l’ult ato e et la olo atio , selon le même mode opératoire que 
pour les promastigotes (cf. 2.2.2.5).  
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Figure 29 : Image par microscopie électronique à transmission de l'effet du Galf-oct (B, C, D) et de NH2-Galf 
(E) comparé à un témoin intecté non traité (A) 
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Les amastigotes et les promastigotes dans les macrophages contrôles non traités sont bien 
définis, ils présentent une membrane plasmique sous laquelle un réseau de microtubules 
est présent sur les coupes transversales à très fort grossissement (Figure 29 A flèche noire) 
(x 80 000) et des organites internes intacts (Figure 29 A). Après 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 très abimés et on ne reconnait plus les organites internes 
(Figure 29 B et E cercles noirs) que ce soit après un traitement par Galf-oct (Figure 29 B) ou 
après 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 très fort grossissement un effeuillage de la membrane au sein de la vacuole 
parasitophore (Figure 29 C et D Flèche noire). 

Par ailleurs après 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’i u it  effi a e a ti-leishmanie, passe par une réponse orientée Th1 et aboutit à la 
production de dérivés réactifs de l’o g e RO“  en particulier des espèces nitrées 
oxygénées o e le o o de d’azote (159). Nous avons donc quantifié ces dérivés 
oxygénés après 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 
à la dihydrorhodamine 123 (DHR) (Molecular Probes® Invitrogen™ réf : D-632). Le DHE 
permet la détection des anions superoxydes O₂●-. En effet, cette molécule qui fluoresce 
dans le bleu, diffuse li e e t da s le toplas e des ellules et s’o de e  thidiu  au 
contact des anions superoxydes. L’éthidium va ensuite s’i te ale  à l’ADN da s le oyau et 

’a pas le e spe t e de fluo es e e ue le DHE, il est e it  à  nm et émet à 585 
nm. La DHR p t e gale e t li e e t da s les ellules, elle ’ et pas de fluo es e e 
mais son oxydation par le peroxyde d’h d og e H2O2), qui est un autre ROS, aboutit à la 
formation de rhodamine, qui elle, fluoresce (excitation à 505 nm et émission à 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 (DOI 10/1) pendant une nuit ou 
non infectés et traités par le Galf-oct et par NH2-Galf à 80 µM pendant 48h. Des contrôles 
non traités ont également été réalisés pour les 3 polarisations macrophagiques. 

Après décollement et lavage au PBS, les macrophages ont été incubés à 37°C sous 5% de 
CO2 pendant 20 min avec la solution de DHE à 5µM ou pendant 1h avec la solution de DHR 
à 5µM. La fluorescence émise a ensuite été mesurée par cytométrie en flux avec le laser à 
488 nm et le filtre FL1 pour le marquage à la DHR et FL2 pour le marquage au DHE.  

En comparaison avec la production de ROS après stimulation par le LPS, on observe bien 
une inhibition de cette production pour les macrophages infectés par L. donovani. Après 
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traitement par le Galf-oct et NH2-Galf, il y a récupération de la capacité de production des 
RO“, la p odu tio  d’H2O2 est augmentée par les 2 dérivés du Galf testés au-delà de la 
p odu tio  d’H2O2 après stimulation par le LPS. Après traitement par NH2-Galf, la  
production d’O₂●- est supérieure à celle obtenue après stimulation par le LPS, ceci peut être 
en rapport avec la cytotoxicité de NH2-Galf qui a été observé en MET.  

(Figu e  de l’a ti le 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 p oduit suite à l’i du tio  d’iNO“, l’ aluatio  de l’e p essio  d’iNO“ a do  t  
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. B i e e t, ap s e t a tio  des ARN totau , la ua tit  de t a s its d’iNO“ a t  
o pa e à la ua tit  de t a s it d’u  g e de age “  pe etta t d’ alue  

l’i du tio  ou la répression de ce gène.  
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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 à partir de macrophages d’u  do eu . 

 

L’e p essio  d’iNO“ est sig ifi ati e e t aug e t e da s les a ophages i fe t s puis 
traités par les 2 dérivés du Galf comparés aux macrophages contrôles non infectés. Mais en 
o pa aiso  a e  les a ophages i fe t s la te da e à l’i du tio  ’est pas sig ifi ati e 

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-naphtyléthylène diamine) pour 
donner un colorant azoïque qui absorbe à 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 à 80 µM 
pendant 48h. Des contrôles non traités ont également été réalisés. Après centrifugation, 
150µl de surnageant ont été mis en contact avec un volume équivalent de solution de 
G iess la ge e te po a  d’u e solution de sulfanilamide à 5.44% da s de l’a ide 
chlorhydrique (HCl) et d’u e solutio  d’α-naphtyléthylène dia i e à . % da s l’HCl  
pendant 10 min à température ambiante. Une gamme de NaNO2 de 0.78µM à 50µM est 
également réalisée et testée selon le même protocole.  

L’a so a e est lue à   à l’aide du SPECTROstarnano BMG LABTECH et les 
o e t atio s e  NO so t al ul es à l’aide du logi iel MAR“ 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 à la production 
de NO est également observée après traitement par le Galf-oct mais non significative (p 
=0.0542).  

Le traitement par ces 2 dérivés du Galf se le do  e  fa eu  de la ise e  pla e d’u e 
réponse immune efficace contre les leishmanies. 
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2.2.4 Localisation intracellulaire du Galf grâce à des dérivés furanosidiques 
fluorescents 

De a t l’a tio  isi le e t i u o odulat i e des d i s du Galf, nous nous sommes 
demandés si les molécules agissaient uniquement à la membrane des macrophages ou si 
elles étaient capables de pénétrer dans les cellules pour y exercer une action 
antiparasitaire. L’utilisatio  de t a eu s fluo es e ts oupl s au Galf-oct nous a semblé une 
approche intéressante pour répondre à cette question et aider à caractériser son mode 
d’a tio  su  les a astigotes. Nous avons utilisé deux constructions de Galf-oct : couplé à la 
rhodamine ou à 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 à la Rhodamine 
6G ou à la fluorescéine ou par la Rhodamine seule. Après marquage nucléaire les lames ont 
été observées au microscope à épifluorescence. En parallèle, des macrophages infectés et 
traités dans les mêmes conditions ont été colorés au MGG pour évaluation de l’a ti it  
antiparasitaire par comptage microscopique. 

L’o se atio  e  pifluo es e e a o t  u e fluo es e e toplas i ue, p ou a t ue 
les analogues marqués peuvent entrer dans les cellules et sont distribués de façon 
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 
l’i fe ti it  et de la ultipli atio  i t a ellulai e des a astigotes, connue pour le Galf-oct, 
a bien été retrouvée pour cet analogue couplé à la rhodamine (p < 0.05), mais pas pour 
celui marqué à la fluorescéine. Etonnement, cet effet était plus important pour le composé 
marqué à la rhodamine comparé au Galf-oct seul (p<0.05). Parallèlement, 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 façon identique dans le cytoplasme des 
cellules infectées malgré leurs propriétés physicochimiques très éloignées, mais seul le 
marquage à la rhodamine permet de conserver une efficacité antiparasitaire. Au vu de 
ette o e diffusio  et de leu  diff e e d’effi a it  a tipa asitai e, leu  utilisation 

pourra aide  à la o p he sio  du a is e d’a tio  du Galf-o t, et su tout à l’ tude 
de sa diffusion in vivo dans des études ultérieures sur modèle murin. 
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Article 4: Synthesis and biological properties of galactofuranosyl-
containing fluorescent dyes 

 

Laurent Legentil, Sorya Belaz, Jean-Pierre Gangneux, Florence Robert-Gangneux et Vincent 
Ferrières 

Ces sultats o t fait l’o jet de la ou te pu li atio  sui a te pa ue e  ja ie   da s 
Bioorganic and medicinal Chemistry Letters. 



 

 

 

 

 

120 

 

 



 

 

A
rt

ic
le

 4
: S

yn
th

es
is

 a
n

d
 b

io
lo

gi
ca

l p
ro

p
er

ti
es

 o
f 

ga
la

ct
o

fu
ra

n
o

sy
l-

co
n

ta
in

in
g 

fl
u

o
re

sc
en

t 
d

ye
s 

121 

 

 



 

 

 

 

 

122 

 



 

 

A
rt

ic
le

 4
: S

yn
th

es
is

 a
n

d
 b

io
lo

gi
ca

l p
ro

p
er

ti
es

 o
f 

ga
la

ct
o

fu
ra

n
o

sy
l-

co
n

ta
in

in
g 

fl
u

o
re

sc
en

t 
d

ye
s 

123 

 

 



 

 

 

 

 

124 

 

 



 

 

Le
s 

su
cr

es
 d

e 
sy

n
th

ès
e 

co
m

m
e 

im
m

u
n

o
m

o
d

u
la

te
u

rs
 

125 

 

Partie 3 :  Les sucres de 

synthèse comme 

immunomodulateurs 

 

Les macrophages sont des cellules clés dans la leish a iose, à la fois pa e u’ils so t les 
hefs d’o hest e de la po se i u itai e, ais aussi pa e u’ils sont les cellules cibles 

des pa asites, ui les a ipule t. O  oit ie  u’e  les sti ula t, o  peut esp e  
réorienter leur réponse immu itai e pou  la e d e plus effi a e. L’a tio  du Galf-oct et du 
NH2-Galf su  le u st o datif ous a o duits à i estigue  l’a tio  de es glu ides su  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 a ophages p o ie e t d’u e diff e iatio  des o o tes i ula ts au o e t 
du passage de ces monocytes du sang vers les tissus. Morphologiquement ils sont de plus 
grande taille que les monocytes et possèdent une grande variété de vacuoles (lysosomes, 
endosomes, phagosomes...). Leurs capacités de phagocytose et de cellules présentatrice 
d’a tig e, et la di e sit  de leu s epteu s de su fa e, e  fo t des a teu s p o es de la 
réponse contre les pathogènes. 

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 premières décrites dès la fin du 
XIXème siècle par Metchnikoff (244). La phagocytose concerne les éléments pathogènes 
mais aussi les cellules sénescentes ou les débris cellulaires. Pour les pathogènes, la 
phagocytose passe par la reconnaissance des pathogènes grâce à de nombreux récepteurs 
appelés pattern-recognition receptors (PRR). Ces PRR reconnaissent des motifs conservés 
chez les microorganismes (mais absents des cellules mammifères) nommés pathogen 
associated molecular patterns (PAMPs). Ces PAMPs peuvent être des motifs osidiques 
(glucanes, mannanes) rencontrés dans la paroi des champignons ou le LPS de la paroi des 
bacilles gram négatifs. Les PRR peuvent être 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 Les TLR 

Le TLR2 reconnait des lipopeptides, des glycoprotéines et des lipomannanes, dont le LPG 
de certaines espèces de leishmanies (113,213). Le TLR3 reconnait les ARN double brin ; le 
TLR  e  s’asso iant 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-ƙB 
(Nuclear factor KB) et les MAPK (Mitogen-Activated protein kinases). Selon les molécules 
adaptatrices associées à NF-ƙB cette activation via les TLR peut aboutir à la production de 
TNF-α ou d’i te féron de type 1 (180).  

3.1.1.2.2 Les récepteurs lectine de type C 

Les récepteurs lectine de type C possèdent 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 
p odu tio  d’IL-10 pa  u e oie d’a ti atio  ia les TLR et p o o ue u e i hi itio  de la 
différenciation en lymphocytes Th1. Dectin-1 reconnait le motif β 1-3 glucane, très présent 
dans la paroi des champignons, et induit la différenciation des lymphocytes dans les voies 
Th1 et Th17, avec u e p odu tio  d’IL-1β, d’IL-12, de TNF-α, du leu ot i e LTB  et d’IL-6. 
Et enfin, MRC-1 reconnait les motifs mannose, fucose et glucosamine et favorise, suite à 
cette reconnaissance, la phagocytose des microorganismes, l’a ti atio  de NF-ƙB et la 
présentation des antigènes (245).  

Vázquez-Mendoza et al se sont i t ess s à l’i po ta e de es epteu s le ti e da s les 
infections parasitaires, et ont montré une variabilité inter-espèces pour le type de 
récepteurs lectine reconnaissant les leishmanies. DC-SIGN reconnait les amastigotes et les 
promastigotes de L. infantum alo s ue ’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 
que ces chaines latérales sont absentes chez L. infantum. Le même motif mannose α1-2 

a ose p se t au i eau de la oiffe des LPG des  esp es et au i eau d’u  des GIPLs 
de L. infantum pourrait donc être celui reconnu par MRC-1. 

3.1.1.2.3 Les récepteurs « scavenger » 

Les récepteurs « scavenger » ou éboueurs sont très impliqués dans le rôle de phagocytose 
des macrophages par reconnaissance de composés anioniques en particulier à la surface 
les cellules apoptoti ues. C’est le cas du CD36 qui joue un rôle dans la reconnaissance des 
acides gras à longues chaines (246) ou de CD  ui pe et l’ li i atio  du o ple e 
hémoglobine-haptoglobine (247). Ces récepteurs peuvent être détournés de leur fonctions 
par certains pathogènes, comme CD36 qui peut avoir un rôle délétère dans les infections à 
Plasmodium falciparum, car les protéines parasitaires présentes à la surface des hématies 
parasitées entrainent une adhésion de celles-ci aux monocytes ou macrophages exprimant 
CD36, et empêche alors la destruction de ces hématies par la rate (248). 

3.1.1.3 Le « burst oxydatif » 

La phagocytose par les macrophages est un phénomène couplé au « burst oxydatif » par 
les intermédiaires a tifs de l’o g e et de l’azote permettant la destruction des débris 
ou pathogènes phagocytés en particulier grâce à la pe o datio  lipidi ue ou à l’o datio  
des protéines et des acides nucléiques. La NADPH-o dase s’asse le à la e a e 
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plasmique ou elle du phagoso e lo s de l’a ti atio  du a ophage. Ce o ple e 
e z ati ue a o de  l’o g e ol ulai e pou  p odui e des a io s supe o des, O₂●- 

ui o t fai e g e  de l’H2O2 par une SOD (qui sera ensuite peroxydé en radicaux 
hydroxyles (●OH) par une peroxydase, ces 3 ROS constituent le « burst oxydatif » (249). De 
la e faço  ue les RO“, l’azote possède des espèces réactives comme le monoxyde 
d’azote (NO●), précurseur du peroxynitrite ONOO-. Dans les macrophages, la NO synthase 
est induite par un signal cytokini ue, il s’agit de iNO“ ou NO“  ; da s d’aut e t pes 
cellulaires les NOS peuvent être exprimées constitutivement et activées par des signaux 
calciques (NOS1 ouNOS3) (250). 

3.1.1.4 Réponse immune adaptative et homéostasie 

En plus de ce rôle « d’ oueu  » par la phagocytose, le macrophage est une cellule 
p se tat i e d’a tig e au  l pho tes pa  l’i te édiaire des récepteurs du CMH de 
type I et II, initiant ainsi la réponse immune adaptative. Par la suite le macrophage a 

gale e t la apa it  d’i te e i  da s l’a t de l’i fla atio  pa  u e odifi atio  des 
cytokines et chimiokines produites : ’est le ph o e de tol a e ui su ie t e  as de 
stimulation des TLR par le même ligand : la première activation entraine une production de 
TNF-α, la suivante inhibe cette production (251).   

Les macrophages participent également à l’ho ostasie tissulai e par la phagocytose des 
débris cellulai es et des ellules s es e tes u’ils li i e t (252). Ces fonctions très 
variées parfois même contraires sont rendues possibles par leur grande plasticité. En effet, 
e  fo tio  de l’e i o e e t toki i ue, le macrophage va être capable de plusieurs 
profils de réponse appelés polarisations, qui ont été initialement décrits en suivant les 
voies Th1 et Th2 déjà décrite pour les lymphocytes T (253).  

3.1.2 La polarisation des macrophages 

L’a ti atio  « classique » dans un environnement cytokinique Th1 a été décrite en premier 
alo s ue l’a ti atio  Th  a t  d ite plus e e t et est appel  a ti atio  alte ati e 
par oppositio  à l’a ti atio  « classique ». Mais in vivo l’e i o e e t toki i ue est 
souvent moins strictement Th1 ou Th  u’in vitro, et les macrophages vont plutôt 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’a ti atio  « classique » pa  les toki es Th  o e l’IFN-γ ou le TNF-α ou par 
l’a ti atio  ia les TLR e  p se e d’u  a tig e a t ie  o e le LP“ pa  e e ple  
entraine une polarisation M1 des macrophages qui vont alors produire des cytokines 
impliquées dans la réponse Th  o e l’IL-6, le TNF-α, l’IL-1β ou l’IL-12 et qui vont 
exprimer des récepteurs CMH II, TLR-2 et TLR-4, CD64, et des chimiokine Th1 comme 
CXCL9-10-11 ou MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1). Ces macrophages vont 
également réprimer des cytokines Th  o e l’IL-10, on parle de macrophages IL-12high/IL-
10low (252–255). Ces macrophages sont pro-inflammatoires, ils entretiennent 
l’i flammation et agisse t pa  a ti atio  d’iNO“ et p odu tio  de RO“ (153). Ce type de 
réponse est nécessaire à la réponse contre les infections à pathogènes intracellulaires 
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comme la leishmaniose, mais conduit à des dommages tissulai es si elle ’est pas aît is e 
(153,256) (Figure 32 partie rouge). 

3.1.2.2 Les macrophages M2 

L’a ti atio  « alternative » par un environnement Th2 entraine une polarisation M2 des 
macrophages qui vont alors plutôt jouer un rôle « d’e ti teu  » pour juguler 
l’i fla atio . Cette pola isatio  est t s i po ta te pou  ite  u  e alle e t de la 
réponse inflammatoire. Au sein de cette polarisation plusieurs types de macrophages ont 

t  d its. E  p se e d’IL-  ou d’IL-13, les macrophages vont se polariser en M2a, alliant 
un rôle de réparation tissulaire par production de TGF-β et d’o ie tatio  de la éponse 
immune vers la réponse Th2 via p odu tio  de d’IL-10, de CCL17, expression de MRC-1, 
Dectine-1, CD  et p essio  de l’IL-12 (IL-10high/IL-12low). Les PRR des macrophages M2a 
sont MRC-1, dectin-1 et CD163. E  p se e d’IL-10, de glucocorticoïdes ou de TGF-β, les 
macrophages M2c obtenus seront impliqués dans la réparation tissulaire en produisant de 
l’IL-10 et du TGF-β. Enfin les macrophages M2b, obtenus en prése e d’i u s o ple es 
ou d’IL- β, vont avoir un rôle plus pro-inflammatoire que les autres macrophages M2, en 
produisant des cytokines Th  o e l’IL-6, en plus de cytokines Th  o e l’IL-10, mais 
en ga da t u e p essio  de l’IL-12 (IL-12low) commune aux macrophages M2a (252–255) 
(Figure 32 parties jaune, verte et bleue). 

 

Figure 32 : Spectre d’a ti atio  macrophagique et des caractéristiques des macrophages polarisés 
ROS : esp es a ti es de l’o g e; MRC-1 : Mannose récepteur; TGF : transforming growth factor 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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3.1.3 Macrophages et leishmanies 

Co e o  l’a u, les leish a ies d tou e t les fo tio s i o i ides des a ophages 
et de présentation antigénique afin de survivre dans les vacuoles parasitophores (257,258). 
L’i fe tio  pa  L. donovani di i ue l’e pression de cytokines Th1, telles que IL-12, IFN-γ. 

De ce fait, le parasite biaise la réponse macrophagique en les orientant en phénotype M2. 
L’aug e tatio  de la p odu tio  de RO“ et NO, observée après traitement des 
macrophages avec le Galf-oct, nous a co duits à tudie  l’effet des Galf sur la polarisation 
des macrophages. En effet, une réversion de la polarisation M2 induite par les leishmanies 
pou ait o t i ue  à u  eilleu  o t ôle de l’i fe tio , e  pa ti ulie  hez 
l’i u od p i , et la d ou e te d’i u o odulateu s pou ait pe ett e de 
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

La de i e pa tie de e t a ail a do  o sist  e  l’ tude de la pola isatio  des 
a ophages à l’aide de plusieu s outils : approche transcriptomique à haut débit, étude 

d’e p essio  de g es i l s, tude du ph ot pe des a ophages pa  to t ie e  flu . 

3.2. Matériel et méthodes 

3.2.1 Les modèles de macrophages utilisés 

Les macrophages utilisés dans cette partie du travail sont des macrophages humains issus 
de PBMC, recueillis par Buffy oat à pa ti  de po he de sa g de l’EF“ (Cf. 2.1.1.1 et Figure 
33).  

 

Figure 33 : Représentation schématique de la production de macrophages non polarisés M0 (A) et de 
macrophages non polarisés infectés (B) 

Après 6 jours de différenciation, les macrophages sont lavés, on obtient ainsi des 
macrophages non polarisés M0 (Figure 33 A). Une polarisation M1 ou M2a a été obtenue 
par une journée de différenciation supplémentaire selon Jaguin et al. (259), ’est-à-dire 
24h en milieu RPMI « complet » en présence de LPS à 100 ng/ml et d’IFN-γ (MACS® 
Miltenyi Biotech) à 20 ng/ml pour obtenir des macrophages M1 et 24h en milieu RPMI 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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« complet » en présence de M-CSF (MACS® Miltenyi Biotech) à 10 ng/ l et d’IL-4 (MACS® 
Miltenyi Biotech) à 20 ng/ml pour obtenir des macrophages polarisés M2a (Figure 34 A). 

 

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) à raison de 10 parasites par 
macrophage, pendant une nuit en milieu RPMI « complet » à 37°C sous 5% de CO2 (Figure 
35 A). 

 

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) 

Après 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 à 48h à une 
concentration de 40 ou 80µM visant ainsi une concentratio  de  à  fois l’IC50 
déterminée sur les promastigotes (Figure 34 B Figure 35 B). 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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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 M0 infectés ou non puis traités par le Galf-oct ou par NH2-Galf pendant 
24h à une concentration de 80 µM ont été analysés par transcriptomique globale sur puces 
à ARN Agilent® (SurePrint G3 MicroarrayKit 8x60K V2 Agilent® Technologies). Ces puces 
transcriptomiques comportent environ 26 000 ARN messagers (ARNm) sur lesquels vont 
s’h ide  les ARN de os ha tillo s pe etta t de connaitre le i eau d’e p essio  des 
ARNm d’u  g a d o e de g es. Le p i ipe de ette te h ologie est de fi e  su  u e 
la e de e e u  pa el d’ARNs qui vont servir de sonde pour hybrider les ARNm des 
échantillons à analyser (Figure 36). Après extraction des ARN totaux des échantillons à 
a al se , u e p e i e tape de p pa atio  pe et d’o te i  des ARN anti sens marqués 
avec un fluorochrome (dans notre cas la Cyanine-3, (Cy-3)). Ces ARN marqués vont 
s’h ide  a e  les so des fi es su  la la e de e e. Ap s l’h idatio  les la es so t 
s a es, la fluo es e e ise au i eau de ha ue so de est d’auta t plus i te se ue 
l’ARN o espo da t est fortement exprimé da s l’ ha tillo  tudi . Ainsi on obtient une 
i age de l’e p essio  globale des ARN messagers da s l’ ha tillo  tudi . L’a al se de 
ces données et la comparaison des échantillons entre eux permet de mettre en évidence 
des variations transcriptomiques entre les conditions étudiées. Une autre façon de 
o pa e   ha tillo s est de a ue  a e   fluo o h o es diff e ts les  pools d’ARN 
sou e t C a i e  et C a i e  et d’a al se  le i eau d’e p essio  des ha tillo s l’u  

pa  appo t à l’aut e e  les d posa t su  la e pu e et e  s a nant la lame pour les 2 
fluorochromes. On obtient alors 2 i ages ue l’o  peut supe pose  pour comparer les 2 
échantillons. Dans ce travail, nous avons comparé 2 conditions traitées à une condition 
o t ôle et ous ’a o s do  pas fait l’a al se de ette façon. Les puces Agilent® portent 

en plus des ARNm, des ARN non codants ui ’o t pas t  a al s s lors de ce travail, ainsi 
ue des o t ôles pe etta t de alide  l’e p ie e. 
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Figure 36 : Représentation schématique de l'analyse transcriptomique globale à l'aide de la technologie 
Agilent® 

Au total, 6 conditions ont été réalisées : macrophages M0 non infectés non traités ou 
traités par Galf-oct ou par NH2-Galf, et macrophages M0 infectés par L. donovani non 
traités ou traités par Galf-oct ou par NH2-Galf.  

Pour la condition contrôle 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), a e  ajout d’u e tape de 
digestio  de l’ADN a e  le kit RNase-Free DNase set Qiagen®. Brièvement, les cellules ont 
été lysées par le tampon de lyse additionné de β-mercaptoéthanol, puis les lysats ont été 
récupérés et ho og is s olu e à olu e da s l’ tha ol à %, a a t d’ t e d pos s 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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su  les olo es. Ap s u  p e ie  la age pe etta t d’ li i e  les sels a a t pu se fi e  
sur la colonne, l’ADN a t  li i  par le traitement à la DNase. Puis 3 lavages 
supplémentaires ont été alis s a a t d’ lue  les ARN da s µl d’eau « RNase-Free » 
fournie dans le kit.  

Ap s dosage de la ua tit  d’ARN par spectrométrie (NanoDropTM 2000 Thermo Fisher 
Scientific) et vérification de la qualité des éluat (Bio Analyzer 2100 Agilent®), les ARN sont 
ensuite p pa s e  ue de l’h idatio  (Figure 37). La p e i e tape est l’ajout d’u  
promoteur T7 à la queue poly A des ARNm, puis une étape de rétro transcription permet 
d’o te i  les ADNc anti sens et les ADN  se s. Ces de ie s se e t de at i e à l’ARN 
polymérase pour synthétiser les ARN complémentaires (ARNc) en présence de 
désoxycytidine triphosphate (dCTP) marquée par la Cy-3, les i s d’ARN  anti sens 
marqués par Cy-3 sont ainsi obtenus, et les échantillons sont purifiés sur colonne (RNeasy 
Mini kit Qiagen®  pou  li i e  les i s d’ADN  esta ts (Figure 37). 

 

 

Figure 37 : Etapes de préparation des ARNc marqués en vue de l'hybridation 

Schéma Sorya Belaz 
IRSET, Rennes 
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Les ARNc marqués so t e suite d pos s su  les la es et l’h idatio  su  les ARN i les est 
réalisée sous rotation constante et chauffage à 65°C pendant 17 heures. Après lavages, les 
lames ont été lues à l’aide du scanner Agilent® SureScan Microarray et les données brutes 
de i eau d’e p essio  de ha ue ARN fi  su  les pu es sont récupérées par Agilent® 
Feature Extraction Software. 

A l’aide du logi iel R, les i eau  d’e p essio  de ha ue g e o t t  o alis s pou  
chacune des 2 expériences, puis avec le logiciel Excel les o e es d’e p essio  de ha ue 
gène étudié pendant les 2 expériences ont été calculées, pour chaque condition. Puis les 

i eau  d’e p essio  de chaque gène ont été comparés au groupe « contrôle non traité » 
correspondant (non infecté ou infecté), pour chaque traitement (Galf-oct ou NH2-Galf) 
permettant ainsi d’o te i  pou  ha ue g e tudi  et pou  ha ue condition un Fold 
Change (FC  d’e p essio  comparée à son contrôle.  

La liste des gènes associés au FC correspondant pour chaque condition a été étudiée à 
l’aide du logi iel Tig Me  4 (260), permettant de rechercher des clusters de gènes 
surexprimés ou sous-exprimés après traitement par Galf-oct ou NH2-Galf. La liste des 
gènes 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 gènes, 
permettant de mettre en évidence les réseaux protéiques affectés par le traitement par les 
dérivés du Galf. 

3.2.3 Expression des ARNm par qPCR 

L’e p essio  u itai e de diff e ts g es i pli u s da s la po se i u itai e ou da s la 
polarisation des macrophages M0 vers la voie M1 ou M2 par le Galf-oct et le NH2-Galf, a 

t  tudi e pou  alide  les sultats issus des pu es Agile t. L’effet des fu anosides sur 
des macrophages prépolarisés M1 ou M2 a également été évalué. Après 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 même protocole 

ue l’e t a tio  alis e pou  l’a al se t a s ipto i ue à aiso  de 0 000 macrophages 
par échantillon mais sans traitement par la DNase. Les ARN ont été élués dans un volume 
de 30µl. 

Une transcription inverse avec le kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® 
(Applied Biosystems™  a été réalisée selon les recommandations du fabricant. Les 

ha tillo s d’ADN  o t t  dilu s au ème a a t l’a plifi atio . 
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La PCR quantitative a ensuite été réalisée en plaques de 384 puits, dans un volume final de 
µL o te a t µl d’ADN  et µL de mix (SybR® green PCR master mix (Applied 

Biosystems™  additio  de  μM de chaque amorce). L’a plifi atio  consistant en 2 min à 
50°C, puis 10 min à 95°C et 40 cycles de 15 s à 95°C et 1 min à 60 °C a été réalisée sur le 
thermocycleur 7900 HT fast real time PCR system® (Applied Biosystems™ . Une courbe de 
dissociation a été ajoutée à la fin de la réaction pour contrôler la spécificité de 
l’a plifi atio . Cha ue ha tillo  a t  test  e  dupli at. 

Au total les données obtenues pour les macrophages polarisés M0 traités avec une 
concentration de dérivés du Galf de 40µM correspondent à 12 échantillons et 4 donneurs 
différents. Les données obtenues pour les macrophages M0 traités par les dérivés du Galf à 
la concentration de 80µM 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 à 80µM sont issues de 7 échantillons provenant de 2 donneurs différents. 

3.2.4 Expression des marqueurs de surface 

L’e p essio  des a ueurs de surfaces des macrophages M0 infectés ou non puis traités a 
été étudiée par Cytométrie en Flux (CMF).  

Les do es e ueillies pe ette t d’ alue  le pourcentage de cellules exprimant un 
marqueur donné, ais gale e t le i eau d’e p essio  du arqueur à la surface des 
cellules positives (exprimé MFI). Selon la configuration des cytomètres de flux utilisés, il est 
possible de détecter l’e p essio  si ulta e de plusieu s a ueu s. Deux cytomètres ont 
été utilisés pour ce travail, le FACS Aria ll (Becton Dickinson) et le FC500 (Beckman Coulter). 
L’A ia poss de  lasers avec un panel de filtres permettant de détecter en simultané 9 
fluorochromes, la configuration est présentée dans un tableau en Annexe 2 et à l’aide 
d’u e figu e e  Annexe 3. Le FC 500 possède 2 lasers, et un panel de filtres permettant la 
détection simultanée de 7 fluorochromes, configuration présentée dans un tableau en 
Annexe 4.  

Pou  e t a ail  la ges d’a ti o ps o t t  utilis s en accord avec la configuration des 
automates disponibles sur la plateforme (Tableau 7) : 2 sur le FC500 et un mélange sur 
l’Aria auquel un marquage de viabilité a été ajouté. En effet le laser violet associé au filtre à 
530 nm, permet l’e itatio  à   et la détection de la fluorescence émise (max à 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 façon covalente 
aux amines intracellulaires et extracellulaires. Dans les cellules aux membranes 
e do ag es, le olo a t agit a e  les a i es li es auta t à l’i t ieu  de la ellule 

u’à sa su fa e, e ui p oduit u e olo atio  fluo es e te i te se LDhigh). Dans les cellules 
viables, la réactivité du colorant se limite aux amines à la surface des cellules, ce qui se 
solde par une fluorescence moins intense (LDlow).  
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Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés pour le marquage en cytométrie en flux 

 Anticorps¥ anti : Fluorochrome Dilution Fournisseur/référence 

 Mix Aria 

CD68 AF 647 1/40 BD / 562111 

CD14 PE-Cy7 1/40 BD / 557742 

Dectin-1 AF 488 1/20 AbD serotec (Bio-Rad) / MCA 
4662A488 

CD200R Per CP-efluor 710 1/20 E-biosciences (Thermo Fischer) / 
46-9201-42 

CD163 PE 1/20 BD / 556018 

Mix 

FC500 

 Mix 1  
CD80 PE 1/20 BD / 557227 

CD206 PE-Cy5 1/10 BD / 551136 

 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 M0, infectés ou non infectés, 
puis traités par les dérivés du Galf et récoltés pour effectuer le marquage à raison de 106 
macrophages par échantillon. Les cellules sont décollées par grattage doux et lavées à 2 
reprises dans un tampon phosphate salin PB“  a e  . M d’azide et % de “VF solutio  
de lavage) puis réparties dans 3 tubes pour être marquées par chaque Mix présenté dans le 
Tableau 7. Pour les cellules qui sont marquées avec le « Mix Aria », la première 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 à 4°C de 15 min en PBS avec du sérum 
humain à 10%. Après 2 nouveaux lavages les cellules sont marquées à 4°C pendant 30 min 
en PBS avec les mélanges d’a ti o ps présentés dans le Tableau 7. Puis après 2 nouveaux 
lavages elles sont fixées pendant 5 min à température ambiante en formol dilué à 4% dans 
la solution de lavage. Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 400 µl de PBS 
da s les tu es adapt  à l’auto ate et so t pass es au to t e de flu . 

Des macrophages ont également été marqués avec un seul anticorps à la même dilution 
que dans les différents mix afin de réaliser la matrice de compensation entre les différents 
fluorochromes. L’a al se a t  alis e g â e au logi iel CXP Be k a  Coulte . Après 
élimination des cellules mortes (LDhigh), les autres marqueurs ont été évalués quant au 
nombre de cellules positives (en %) et à la MFI. 

Les résultats représentent 6 échantillons et 3 donneurs. 
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3.3. Résultats 

3.3.1  Analyse transcriptomique globale 

3.3.1.1 Macrophages M0 non infectés, traités par Galf-oct et NH2-Galf 

La liste des gènes surexprimés ou sous-exprimés après traitement par Galf-oct ou par NH2-
Galf avec un FC ≥2 représente 1344 gènes. 

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

Avant le classe e t hi a hi ue, au u  seau de g es e esso t de l’a al se des g es 
surexprimés ou réprimés dans chaque condition. 

Après 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 gènes se démarquent. La 
Figure 38 ep se te à gau he l’a e o te u, l’ helle a ie du e t pou  les g es 
réprimés, au ouge pou  les g es su e p i s. A la d oite de l’a e, des pa s de ouleu  
marquent les gènes, de gauche à 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 = luste  , ose  = luste  , iolet  = luste  ’, vert 3 = cluster 
5, et vert 4 = cluster 6. 

La recherche de groupes de gènes codant pour des protéines impliquées dans un processus 
biologique, formant un réseau significatif p > .   à l’aide de “TRING Database (261), ’a 
identifié aucun réseau de protéines da s les luste s ,  et ’. 

Le cluster 1 comprend 170 gènes, principalement des gènes surexprimés après traitement 
par NH2-Galf. Au sein de ce cluster, un petit réseau parait intéressant en termes de 
réponse immune. E  effet, e seau est e t  su  l’IL-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 gènes du cluster 1) (Figure 38). 

Le cluster 3 contient 136 gènes principalement surexprimés après traitement par le Galf-
oct. Un groupe de gènes est mis en évidence dans ce cluster, dans lequel 9 gènes 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 gènes, principalement 
réprimés après traitement par les deux dérivés du Galf. Les réseaux de protéines codées 
par ces gènes sont impliqués dans la composition de la membrane plasmique (Figure 38). 
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Figure 38 : Analyse transcriptomique des gènes des échantillons contrôles non infectés comparés aux 
échantillons non infectés traités par le Galf-oct ou le NH2-Galf 

Figure représentant à gauche, les gènes ayant au moins un |FC| ≥  da s l’u e des o ditio s et o ga is s e  
cluster par « Hierarchical Clustering » avec TM4 (260). A droite, réseaux de gènes impliqués dans un 

processus biologique obtenus par analyse avec STRING DataBase (261) a e  l’e i hisse e t des luste s 
présentés dans les tableaux à droite 
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3.3.1.2 Macrophages M0 infectés, traités par Galf-oct et NH2-Galf 

La liste des gènes surexprimés ou sous-exprimés après traitement par Galf-oct ou par NH2-
Galf avec un FC ≥2 représente 1047 gènes. 

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

Avant le lasse e t hi a hi ue, au u  seau de g es e esso t de l’a al se des g es 
surexprimés ou réprimés dans chaque condition prise une à une. Les 34 gènes 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 gènes surexprimés avec les 2 traitements par les dérivés du 
Galf 

Après 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 gènes se démarquent. Les 
luste s ’ et ’ o t gale e t t  isol s a  ils o tie ent des gènes surexprimés dans le 

groupe Galf-o t t aite e t ui se le le plus i t essa t e  te es d’effi a it  
antiparasitaire). La Figure 40 ep se te à gau he l’a e o te u, l’ helle a ie du e t 
pour les gènes réprimés au ouge pou  les g es su e p i s. A la d oite de l’a e, des 
pavés de couleur marquent les gènes, de gauche à 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 ’, e t  = cluster 3 et 4, rouge 2 = 
cluster 5, rose 3 = luste  ’, et e t  = luste  .  

La recherche de groupes de gènes codant pour des réseaux protéiques impliqués dans un 
même p o essus iologi ue à l’aide de “TRING Data ase (261), n’a o t  au u  seau 
(significatif, p > 0,05)  dans les clusters , ’,  et . 

Le cluster 2 contient 355 gènes principalement réprimés après traitement par le NH2-Galf. 
Un groupe de gènes 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 gènes principalement surexprimés après traitement par 
l’u  des  t aite e ts. U  groupe de gènes 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 = 8,4.10-3) (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 gènes fortement surexprimés après traitement par 
Galf-oct et NH2-Galf a t  isol  e  luste  ’, il comprend un groupe de gènes codant pour 
un réseau de 7 protéines impliquées dans la signalisation par les TLRs (p= 2.10-9) (Figure 
40). 

Enfin le cluster 6 contient un groupe de 131 gènes surexprimés principalement après 
traitement par NH2-Galf, codant pour 2 réseaux protéiques se chevauchant, d’u e pa t, 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 = 1,15.10-9), et d’aut e pa t,  
protéines impliquées dans les interactions cytokines-chimiokines (Figure 40). 
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Figure 40 : Analyse transcriptomique des gènes des échantillons contrôles infectés comparés aux 
échantillons infectés traités par le Galf-oct ou le NH2-Galf 

Figure représentant à gauche, les gènes ayant au moins un |FC| ≥  da s l’u e des o ditio s et o ga is s e  
cluster par « Hierarchical Clustering » avec TM4 (260). A droite, réseaux de gènes impliqués dans un 

processus biologique obtenus par analyse avec STRING DataBase (261) 
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3.3.2 Expression relative de gènes impliqués dans la réponse immune et 
marqueurs de surfaces exprimés par les macrophages M0 

Les macrophages M0 non infectés puis traités par Galf-oct ne montrent que 2 gènes dont 
l’e p essio  est sig ifi ati e e t odifi e pa  le t aite e t ; CXCL  est aug e t  d’u  
facteur 4 (p=0,0289) et CD200R diminue presque de moitié (p=0,0064).  

NH2-Galf ’a e t ai  au u e odifi atio  sig ifi ati e de l’e p essio  des g es test s. 

Après infection par L. donovani, le traitement par Galf-oct a provoqué une induction 
globale (significative) de presque tous les gènes testés (IL-1β, p<0,0001 ; IL-12, p=0,0006 ; 
CD200R, p=0,0002 ; IDO, p=0,0004 ; TNF-α, p=0,008 ; NF-ƙB, 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 discrètement 
diminuée (non significativement p=0.98) et CD14 et PPAR-γ (peroxysome proliferator 
activated receptor-γ  qui restent stables. Le traitement par NH2-Galf est également suivi 
d’u e i du tio  glo ale des g es test s CD , MCP-1, MRC-1, IL-12, TNF-α, IL-1β, 
CXCL13, IL-10, CCL17, TGF-β, CD200R, NF-ƙB, iNO“ et IDO . Toutefois, seule l’i du tio  de 
NF-ƙB (p=0,001), IDO (p=0,006) et MCP-1 (p=0,012) sont significatives. Comme après 
traitement par Galf-oct, Dectin-1 est réprimée (de façon significative avec NH2-Galf, 
p=0,004). 

Au total, l’e p essio  des g es oda t pou  des toki es ou hi ioki es M  ou Th1 est  
globalement augmentée (Figure 41 A, B, C) et cela surtout après un traitement par Galf-oct. 
Alors que certains marqueurs M  o e l’IL-10 (Figure 41 D), ou le CXCL13 sont elles aussi 
augmentées, d’aut es a ueu s M2 comme le TGF-β ou PPAR-γ, 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 plutôt réprimée pour les macrophages 
infectés et MRC-1 qui est plutôt induit (Figure 41 G, H). E fi , l’e p essio  de 2 effecteurs 
de la réponse immune anti-leishmanie, NF-ƙB et iNOS, est induite par les dérivés du Galf 
(Figure 41 I, J). 
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Figure 41 : Expression par des macrophages M0 infectés ou non puis traités par Galf-oct et NH2-Galf des 
ARNm de gènes de cytokines Th1, de cytokines Th2, de récepteurs macrophagiques, de facteurs de 

transcription et d’effe teu s a ophagi ues 
G aphi ue ep se ta t pou  ha ue g e le sultat o e  de tous les ha tillo s o e d’ ha tillo  

et nombre de donneurs détaillés dans le Tableau 9). * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 
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Les marqueurs macrophagiques exprimés en surface, évalués par la CMF, sont le reflet de 
l’e p essio  des ARN , mais après un certain nombre d’ tapes de gulatio  post-
transcriptionnelle.  

Globalement, les macrophages non infectés expriment, à 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 
tantôt stable (CD68 après traitement par NH2-Galf, CD80 après traitement par le Galf-oct 
et DC-SIGN), tantôt diminuée (CD14), tantôt augmentée (CD68 après 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-“IGN  e ept  CD  do t l’e p essio  e  su fa e aug e te ap s t aite e t 
par NH2-Galf (Tableau 8). 

 

Tableau 8: Tableau récapitulatif des marqueurs exprimés à la surface des macrophages M0 infectés et non 
infectés traités Galf-oct et NH2-Galf, quantifiés par cytométrie en flux 

 

 

CD80 CD14 CD68 DC-SIGN Dectin-1 MRC-1 CD200r CD163 
MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % 

Non 
infectés 

Galf-
oct 

↔ ↗ ↘* ↔ ↗* ↔ ↘ ↔ ↘ ↘ ↘ ↔ ↘* ↔ ↗ ↘ 

NH2
-Galf 

↗ ↗ ↘* ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↘ ↘ ↘* ↔ ↘* ↔ ↘* ↗ 

Infectés 

Galf-
oct 

↔ ↔ ↘* ↔ ↘ ↔ ↘ ↔ ↘* ↘* ↘* ↔ ↘* ↔ ↘ ↘* 

NH2
-Galf 

↗* ↔ ↘ ↔ ↘ ↔ ↔ ↗ ↘* ↔ ↘* ↔ ↘ ↔ ↘* ↗* 

MFI : Mo e e d’i te sit  de fluo es e e, * : p<0,05 

 

CD80 est exprimé par une plus grande proportion de macrophages non infectés et la 
quantité de récepteurs exprimés sur chaque macrophage est également augmentée après 
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 qPCR qui 
et ou e t l’ARN  de CD  sta les da s toutes les populations de macrophages M0 

étudiés (Tableau 8 et Figure 42B). “o  e p essio  e  su fa e est assez i te se puis ue ’est 
le marqueur pour lequel les MFI sont les plus importantes (entre 15% et 33%), toutefois 
so  i eau d’e p essio  est sig ifi ati e e t di i u  pou  les a ophages i fe t s 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’e p essio , en qPCR, des ARNm de Dectin-1 était induite pour les macrophages non 
infectés et réprimée (significativement) pour les macrophages infectés, et ce quel que soit 
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le traitement. Ceci est confirmé, pour les macrophages infectés, pa  l’e p essio  des 
marqueurs de surface en CMF (p=0,029) (Figure 42 C). Cependant, à la différence des 

sultats d’e p essio  e  PCR, la p opo tio  de macrophages non infectés exprimant 
Dectin-1 à leur surface, et la quantité exprimée en surface,  a plutôt tendance à diminuer 
(Figure 42 C). 

Comme CD14, CD200R est exprimé constitutivement par tous les macrophages (Figure 42 
D), cependant la quantité moyenne exprimée à la surface des macrophages infectés ou non 
infectés diminue significativement, après traitement par le Galf-oct (p=0,029 et p=0,029, 
respectivement) ; la même tendance est observée après 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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Figure 42: Marqueurs de surface des macrophages M0 infectés ou non infectés puis traités par Galf-oct et 
NH2-Galf 

Graphique représentant pour chaque récepteur le résultat d’u e e p ie e alis e e  uad ipli at. A 
gauche % de cellules exprimant le récepteur et à droite MFI du récepteur. * : p < 0,05, MFI : Moyenne 

d’i te sit  de fluo es e e 

 

 

 



 

 

 

 

Tableau 9: Tableau récapitulatif des variations d'expressions des gènes 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 FT

 

Effecteurs 

 
 CD80 

19; 9 
TLR4 
19; 9 

CD14 
10; 4 

CD64¥ 
8; 3 

Dectin-1 
19; 9 

MRC-1 
10; 4 

CD200R 
19; 9 

IL-12 
19; 9 

TNF-α 

19; 9 
IL-1β 

19; 9 
MCP-1 
10; 4 

CXCL10 
8; 3 

CXCL13 
8; 3 

IL-10 
19; 9 

CCL17 
8; 3 

TGF-β 

10; 4 
NF-ƙB 
10; 4 

PPAR 
8; 3 

iNOS 
19; 9 

IDO 
10; 4 

M
0

 

Non 
infectés 

Galf-
oct 

↔ ↔ ↔ ↗ ↗ ↔ ↘** ↗ ↔ ↗ ↗ ↗ ↗* ↗ ↗ ↔ ↗ ↔ ↗ ↔ 

NH2-
Galf 

↔ ↔ ↔ ↗ ↗ ↗ ↔ ↗ ↔ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↔ ↗ ↔ ↔ ↗ ↔ 

Infectés 

Galf-
oct 

↗* ↗ ↔ ↗ ↘ ↗* ↗*** ↗*** ↗** ↗*** ↗** ↗** ↗** ↗** ↗* ↗ ↗** ↔ ↗** ↗*** 

NH2-
Galf 

↗ ↔ ↔ ↘ ↘** ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗* ↔ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗*** ↔ ↗ ↗** 

   
CD80 
4; 1 

TLR4 
7; 2 

CD14 
4; 1 

CD64 
4; 1 

Dectin-1 
3; 1 

MRC-1 
3; 1 

CD200R 
7; 2 

IL-12 
7; 2 

TNF-α 

7; 2 
IL-1β 

7; 2 
MCP-1 
7; 2 

CXCL10 
3; 1 

CXCL13 
3; 1 

IL-10 
7; 2 

CCL17 
3; 1 

TGF-β 

0 
NF-ƙB 
3; 1 

PPAR 
3; 1 ¥¥ 

iNOS 
7; 2 

IDO 
3; 1 

M
1

 

Non 
infectés 

Galf-
oct 

↔ ↗ ↘ ↗ ↔ ↗* ↗ ↗ ↗ ↗ ↔ ↗ ↗ ↗ ↗ nd ↘ nd ↗ ↔ 

NH2-
Galf 

↘ ↔ ↘ ↔ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↔ ↗ ↗ ↘ nd ↘ nd ↗ ↔ 

Infectés 

Galf-
oct 

↘* ↘ ↔ ↘* ↔ ↔ ↔ ↘ ↘ ↘ ↘** ↘ ↗ ↘ ↘ nd ↘ nd ↘** ↘ 

NH2-
Galf 

↘* ↘ ↘ ↘* ↗ ↗** ↔ ↘ ↗ ↘ ↘** ↘ ↗ ↔ ↔ nd ↘ nd ↘** ↘ 

M
2

 

Non 
infectés 

Galf-
oct 

↗ ↔ ↘ ↘* ↗ ↔ ↘ ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ ↘ ↘ ↘ nd ↔ nd ↗ ↔ 

NH2-
Galf 

↘* ↔ ↘* ↘* ↗ ↗ ↘ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↘ ↔ nd ↔ nd ↗ ↗ 

Infectés 

Galf-
oct 

↗* ↔ ↘ ↘* ↗ ↗ ↘ ↗ ↗ ↔ ↔ ↗ ↘ ↘ ↘ nd ↔ nd ↔ ↗ 

NH2-
Galf 

↔ ↔ ↘* ↘* ↔ ↗ ↘ ↗ ↗*** ↘ ↔ ↗ ↗ ↘* ↗ nd ↔ nd ↘ ↗ 

 

  CD80 X; Y : X = nb de réplicas ;  Y = nb de donneurs, FT : Facteur de transcription ; nd : non déterminé, * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ;  ¥ : 1 donneur exclu car exprimant CD64 
de façon très élevée (x100) ; ¥¥ : I possi ilit  d’ alue  PPAR da s le g oupe o t ôle 
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3.3.3 Expression relative de gènes impliqués dans la réponse immune par 
les macrophages polarisés M1 et M2a 

L’e p essio  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-α, IL-1β, 
CXCL13 et IL-10 avec les 2 traitements, CXCL10 et CCL17 après traitement par Galf-oct et 
MCP-1 après traitement par NH2-Galf) (Figure 43 et Tableau 9). Les Récepteurs M2 ont 
également tendance à être induits par le traitement de macrophages M1 par les dérivés du 
Galf, en revanche, les récepteurs M1 ont plutôt tendance à être réprimés après traitement 
par NH2-Galf (CD80, CD14) (Tableau 9). Comme pour les macrophages M0, iNOS a 
tendance à être induite suite au traitement des macrophages M1 non infectés (p=0,07 pour 
le Galf-oct) (Figure 43 D), en revanche, NF-ƙB a tendance à être réprimé (Tableau 9). 

Après traitement par les dérivés du Galf, les macrophages prépolarisés M1 puis infectés 
répriment la plupart des gènes testés, en particulier iNOS et MCP-1 (Figure 43) qui sont 
réprimés de façon significative par les 2 traitements (p=0,007 pour les 2 gènes après 
traitement par NH2-Galf et p=0,003 et p=0,002 après traitement par Galf-oct pour MCP-1 
et iNOS, respectivement). Cette p essio  d’iNO“ a à l’e o t e de l’aug e tatio  de la 
production des ROS par ces macrophages, données non présentées). “eule l’e p essio  de 
CXCL13 est induite après traitement par Galf-oct, alors que NH2-Galf i duit l’e p essio  de 
CXCL13, TNF-α, Dectin-1 et MRC-1 (cette dernière induction est la seule significative 
(p=0,002)) (Tableau 9). 

De la même façon, pour les macrophages prépolarisés M2a non infectés, le traitement par 
NH2-Galf i duit l’e p essio  de la plupa t des toki es test es, e ept  l’IL-10 qui a plutôt 
tendance à être réprimée, et CCL  do t l’e p essio  ’est pas odifi e par ce traitement. 
Le traitement par Galf-oct, quant à lui, ne modifie aucune cytokine, hormis CXCL13, IL-10 et 
CCL17 qui ont tendance à être réprimées. 

L’e p essio  des epteu s a ophagi ues M  est sig ifi ati e e t p i e, hez 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 plutôt tendance à 
être induits (Dectin-1 et MRC-1), hormis CD200R (Tableau 9). Le traitement par Galf-oct, ne 

o t e pas de s h a de p essio  ou d’i du tio  sui a t le t pe M  ou M  des 
récepteurs, puisque CD80 et Dectin-1 ont tendance à être induits alors que CD14, CD64 et 
CD200R sont plutôt réprimés. Toutefois les effectifs sont plus faibles que ceux testés pour 
les macrophages M0 et seule la répression de CD64 est significative (p=0,03) (Figure 43) 
probablement par manque de puissance. Comme pour les macrophages M0 et M1, iNOS a 
tendance à être induite après 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 
i duit glo ale e t l’e p essio  des toki es Th  (Tableau 9), en particulier l’IL-12 et le 
TNF-α (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 l’IL-10 est réprimée. 
Concernant les récepteurs macrophagiques, le traitement des macrophages prépolarisés 
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M2a puis i fe t s e o t e pas de s h a de p essio  ou d’i du tio  e  fo tio  du 
type M1 ou M2 des récepteurs. En effet, comme pour les macrophages M2a non infectés, 
Galf-oct induit l’e p essio  de CD  et de Dectin-1, mais aussi de MRC-1, tandis que NH2-
Galf ’i duit ue e de ie  epteu . Les  t aite e ts p i e t l’e p essio  de CD , 
CD64 et CD200R (Tableau 9 et Figure 43 G).  
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Figure 43 : Expression des ARNm de gènes de cytokines Th1, Th2, de récepteurs macrophagiques et 
d’effe teu s a ophagi ues par des macrophages polarisés M1 ou M2a puis infectés ou non puis traités 

par Galf-oct et NH2-Galf 
G aphi ue ep se ta t pou  ha ue g e le sultat o e  de tous les ha tillo s o e d’ ha tillo  

et nombre de donneurs détaillés dans le Tableau 9). * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 
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3.4. Discussion 

Même si le but initial du traitement par les Galfs est de restaurer les capacités microbicides 
des a ophages i fe t s, l’effet des fu a osides su  les a ophages o  i fe t s est 
i t essa t à d o ti ue , a  il pou ait p di e d’ e tuels effets se o dai es, ais aussi 
car les macrophages non infectés sont naturellement impliqués dans la réponse 
antiparasitaire. 

Le cluster 1 est un cluster de gènes induits suite au traitement des macrophages non 
infectés par NH2-Galf. Ce cluster comprend des gènes plutôt orientés M , tel ue l’IL-10, et 
l’a al se des PCR et ou e ie  l’induction de l’IL-10, confortant ce résultat. Or, l’IL-10 
sti ule la p odu tio  d’IL-  et d’IL-6 par activation de la voie JAK1/STAT6, et par cette 
même voie, l’IL-10 peut aussi réprimer des c toki es Th  telle ue l’IFN-γ ou le TNF-α 
(261,262). Le ôle de l’IL-10 est néanmoins plus ambivalent, car elle présente une 
composante pro-i fla atoi e, illust e i i, puis ue da s le e luste , l’IL-10 est 
associée à CXCL9 qui est un marqueur plutôt M1 impliqué dans le chimiotactisme des 
monocytes et des PNN. TLR3, également retrouvé dans ce cluster, est souvent surexprimé 
ap s t aite e t des a ophages pa  l’IFN-γ (114), et l’e t e de L. donovani via ce TLR 
e t ai e l’e p essio  du TNF-α et la p odu tio  de NO pa  u e oie de sig alisatio  TLR  – 
MyD88 – IRAK1) (114). Ainsi, ce groupe de gènes induits par le traitement par NH2-Galf 
pou ait t e fa o a le à la ise e  pla e d’u e po se efficace par les macrophages lors 
de l’i fe tio . Le cluster 3 comprend des gènes qui sont plutôt induits à la suite du 
traitement par le Galf-oct. Parmi ces gènes, un réseau protéique impliqué dans la 
signalisation par les cytokines a pu être mis en évidence grâce à 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, e  l’a se e d’i fe tio , le g oupe de g es i duits pa  le t aite e t pa  NH -
Galf pou ait t e fa o a le à la ise e  pla e d’u e po se effi a e pa  les 

a ophages lo s de l’i fe tio  et favoriser le chimiotactisme des monocytes. 

Au ou s de l’a al se t a s ipto i ue glo ale, ais gale e t lo s de l’a al se de 
sultats de PCR, le i eau de a iatio  d’e p essio  g i ue o se  pou  les 

macrophages non infectés était plus faible que celui observé pour les macrophages 
i fe t s, laissa t pe se  ue les pe ussio s g ales de l’utilisatio  de es d i s in 

vivo ne seront pas trop importantes, ce qui était attendu pour ces dérivés glyqués absents 
des membranes de mammifère. En revanche, à ôt  d’u  effet i u o odulateu  

odeste pou  les a ophages o  i fe t s, l’a al se t a s ipto i ue a is e  ide e, 
de façon significative, des modifications de gènes associés au métabolisme de la 

e a e plas i ue, ui ’ taie t pas attendues, et do t l’effet este à e plo e . 

Chez les a ophages i fe t s et t ait s, d’aut es luste s de g es so t odifi s: 

Le cluster 2, de gènes réprimés après traitement par NH2-Galf, contient un groupe de 
gènes codant pour un réseau protéique impliqué dans la signalisation cytokines-
chimiokines. Mais les cytokines et chimiokines qui apparaissent dans ce réseau sont plutôt 
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impliquées dans la migration des lymphocytes B (CXCL13) ou des lymphocytes T mémoires 
dans le derme (CCL27), et associées à des facteurs de transcription orientant vers une 
polarisation M2 des macrophages et une expression des récepteurs du CMH I (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, 

ui est le epteu  de l’IL-  espo sa le de l’a ti atio  de la oie JAK2/STAT4. De même 
dans ce réseau protéique apparait l’IL-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 plutôt M1 des macrophages qui expriment plus de 
CD80 et moins de CD163, t oig a t d’u e p essio  de la pola isatio  M . 

Les luste s, , ’ et  regroupent des gènes surexprimés après traitement par Galf-oct, 
NH2-Galf ou les 2. Parmi ces protéines, se trouvent des chimiokines responsables de 
l’att a tio  des l pho tes T, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CCL8 et CCL13 (262). 
CXCL9 et CXCL11 sont particulièrement 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, après une infection par L. donovani, était 
possible pour des souris déficientes en CXCL9 (ou en CXCL10) (263). L’att a tio  des PNN 
est gale e t essai e à la ise e  pla e d’u e po se a ti-leishmanie efficace (224) et 
les réseaux protéiques des clusters 5 à 6 contiennent également des chimio-attractants 
des PNN, comme CXCL5 et l’IL-8, ui e  plus d’atti e  les PNN su  le site de l’i fe tio , sont 
fortement impliquées dans leur activation pour aboutir à une réponse microbicide efficace 
(262). Enfin, l’att a tio  des o o tes, qui sont d’u e pa t u e i le, ais d’aut e pa t, 
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 phénomènes régulateurs sont donc 
également retrouvés dans les réseaux protéiques.  

L’IL-6 et l’IL-2RA sont également présents dans le réseau protéique du cluster 5. L’IL-2RA 
pe et la o e io  e t e l’IL-2 et le TGF-β a outissa t à u  o te te plutôt gulateu , 
mais aussi à une prolifération des lymphocytes Th17 (262). De e l’IL-6 favorise la 
différenciation des lymphocytes Th17, mais également des lymphocytes B pouvant aboutir 
à une réponse immune tolérogène (264).  

Au total, chez les macrophages infectés et traités, les principaux clusters de gènes 
odifi s i pli ue t de ou eau les oies de hi iota tis e et d’att a tio  de ellules 

effectrices, avec une réponse régulatrice qui pourrait contrebalancer une réponse 
inflammatoire trop importante. 

A côté de ces marqueurs tolérogènes, les réseaux protéiques contiennent également des 
effecteurs reconnus de la réponse anti-leishmanie, comme le TNF-α ou M D88. Le TNF-α 
est produit de façon autocrine par les macrophages stimulant ainsi la production de ROS et 
de RN“ essai es à l’a ti it  pa asiti ide des a ophages i fe t s (264). Chiodo et al. 
ont montré une production concomitante de TNF-α et d’IL-6 dans un modèle de DC 
stimulées avec des pa ti ules d’o  oat es pa  du gala tofu a ose suite à la reconnaissance 
du Galf par DC-SIGN. Notre analyse transcriptomique retrouve ce même profil pour des 



 

 

 

 

 

152 

macrophages traités par dérivés du Galf. MyD88 (présente dans le réseau) est activée en 
réponse à la stimulation des macrophages par l’IL- β (présente également) ou via les TLR3, 
TLR4, TLR6 et TLR7 (TLR3 et TLR7 sont surexprimés dans notre réseau) (262). L’a tio  
intracellulaire de MyD88 se fait ensuite via IRAK, IRF1, IRF7 et TRAF6 (TRAF6 est retrouvé 
dans nos réseaux). TRAF6 agit par activation de NF-ƙB et a outit e t e aut es à la 
l’e p essio  de l’IL-8 (262).  

L’e plo atio  des oies de signalisations via les TLR est importante. Etonnamment, nos 
sultats ’o t pas is e  ide e de a iatio  de l’e p essio  de TLR , i de so  

corécepteur CD14. Pour CD14, la CMF montre même une diminution de la présence du 
corécepteur à la surface des macrophages après traitement par le Galf-oct, à expression 
stable, le corécepteur doit donc subir une répression lors de la régulation post-
t a s iptio elle li ita t p o a le e t l’e t e ia TLR . Cette o se atio  peut t e li e 
au hoi  de l’esp e L. donovani, qui favorise une entrée dans les macrophages via TLR2 
(114) avec un effet immunotolérant qui pourrait être amplifié par le traitement par les Galf 
qui répriment le corécepteur de TLR4.  

E  deho s de TLR  et TLR  d’aut es récepteurs macrophagiques sont spécialisés dans la 
reconnaissance de motifs retrouvés dans les glycoconjugués de Leishmania. Ils font partie 
de la famille des récepteurs lectine de type C, tel que Dectin-1, MRC-1 et DC-SIGN. Nos 

sultats o t e t u e aug e tatio  de l’e p essio  de MRC-1 et de Dectin-1, sauf dans 
les macrophages M0 infectés (Tableau 9). Quant à DC-SIGN, aucune variation de son 
e p essio  e  su fa e des a ophages, ’a t  o se e e  to t ie 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 
o se o s des sultats pa a h s, e  fa eu  d’u e i du tio  des g es M  et M . 
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Discussion générale  

Ce t a ail s’est i t ess  au Galf comme cible thérapeutique dans la leishmaniose. Nous 
a o s tout d’a o d pu ta li  ue plusieu s e z es i pli u es da s la ios th se du 
LPG, étaient exprimées chez les promastigotes et les amastigotes de plusieurs espèces de 
leishmanies, incluant L. donovani. Les enzymes intervenant dans la biosynthèse du Galf y 
so t ie  e p i es  o p is hez l’a astigote, alida t es e z es o e i le 
th apeuti ue da s u  od le d’i fe tio  à L. donovani. 

Nous avons ensuite cherché à inhiber les voies de synthèse du galactofuranose en utilisant 
des analogues sy th ti ues sus epti les d’i te f e  a e  le su st at atu el pou  so  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. L’effet su  les p o astigotes tait asso i  à u e igidifi atio  de leu  e a e 
et une désorganisation conduisant à une apoptose des parasites. La forte interaction de la 
chaîne octyl avec la membrane parasitaire pou ait e pli ue  l’action stabilisante des 
membranes.  

Pou  les a astigotes, l’utilisation des analogues fluorescents a permis de montrer que le 
Galf-oct franchissait la membrane des ellules, ais sa s p ou e  u’il tait apa le 
d’attei d e la membrane des parasites. La diffusion très large des analogues dans le 
cytoplasme des macrophages sans accumulation au niveau des membranes parasitaires 
laisse suppose  u  ode d’a tio  i lua t le recours à des voies de signalisation 

a ophagi ues. L’altération des membranes des amastigotes observée en microscopie 
électronique, ’est p o a le e t pas uniquement due à une action directe des dérivés du 
Galf, mais serait associée à une activité i u o odulat i e fa o a le à l’ li i atio  des 
pa asites pa  les ellules i fe t es, o e e  t oig e l’aug e tatio  des RO“ et de la 
production de NO après traitement par les dérivés du Galf. 

Ce ode d’a tio  o i  a été évoqué pour un autre antiparasitaire, la miltéfosine, 
connue pour son activité antiparasitaire grâce à son effet rigidifiant de membrane, pourrait 
également favoriser l’ li i atio  des pa asites i t a ellulai es pa  augmentation de la 
production de ROS et de RNS (62). Ces deu  odes d’a tio  a tipa asitai e o t t  
retrouvés pour le traitement par les dérivés du Galf. 

L’aug e tatio  des effe teu s i o i ides des a ophages RO“ et RN“  est un 
a ueu  de pola isatio  de t pe M . Nous ous so es do  pe h s su  l’effet des 

dérives du Galf su  la pola isatio  des a ophages i fe t s d’u e pa t, ais aussi o  
i fe t s. E  effet e si la i le du t aite e t est la ellule i fe t e, l’a tivation des 
macrophages non infectés contribue à la production des cytokines pro-inflammatoires et 
do  au o t ôle de l’i fe tio . L’effet o se  su  les a ophages o  i fe t s pou ait 
également prédire les éventuels effets secondaires des molécules. L’a al se 
transcriptomique a montré que les dérivés du Galf favorisaient le chimiotactisme des 
monocytes, pe etta t le e ute e t de ellules su  le site de l’i fe tio . 

En revanche, pour les macrophages non infectés, l’a al se t a s ipto i ue a également 
mis en évidence, de façon significative, des modifications de gènes associés au 
métabolisme de la e a e plas i ue ui ’ taient pas attendues. Notre analyse en 
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RMN-STDD avait montré une interaction importante de la chaîne 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, ie  u’au u  effet toto i ue ’ait t  o stat  CC50 > 800 µM versus 
miltéfosine < 150 µM). La caractérisation du « trafficking » cellulaire du Galf-o t à l’aide des 
d i s fu a osidi ues fluo es e ts ’a epe da t pas o t  d’a u ulatio  au i eau 
de la membrane des macrophages.  

Le traitement des macrophages infectés par les dérivés du Galf a montré majoritairement 
l’i du tio  de toki es et a ueu s p o-inflammatoires M1 (TNF-α, IL-12, IL- β, IL-6, 
MCP-1, CXCL10), tout en induisant également certains marqueurs tolérogènes de type M2 
(IL-10, MRC-1). Les voies de signalisatio  asso i es à e tai es toki es M , do t l’IL- β, 
passent par un effecteur que nous trouvons également induit, MyD88. L’a ti atio  de 
M D  ia l’IL- β pe et l’a ti atio  de l’IRF , qui active à son tour la p odu tio  d’IFN-γ, 
d’IL-12 et l’i du tio  d’iNO“ (256). Lima-Junior et al. montrent à l’aide de sou is déficientes 
e  Nl p , u’e  a al de l’a ti atio  de M D , l’i fla aso e Nl p  est espo sa le de la 
p odu tio  de l’IL-1β et Lefèvre et al. o fi e t ette i pli atio  de l’i fla aso e dont 
l’a ti it  est aug e t e lo s de la e o aissa e de L. infantum via Dectin-1 ou MRC-1. 
Flandin et al., quant à eux, montrent que la production de NO et d’IL-12 se fait via IRF1, 
mais suite à l’a ti atio  de M D  pa  TLR  da s u  od le d’i fe tio  pa  L. donovani 
(114).  

Les TLR3 et 7 so t et ou s da s le luste  ’ i fe t s  surexprimés dans notre analyse 
transcriptomique, or ces TLR sont responsables de la reconnaissance des virus à ARN. 
Cependant, la présence du Leishmania RNA virus (LRV) dans des souches de L. donovani ’a 
pas encore été démontrée. Le LRV est un virus à ARN double brin et seul le TLR3 est 
impliqué dans la recon aissa e de e t pe d’ARN i al. I es 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 modèle reste à préciser. 

En deho s des TLR, d’aut es récepteurs macrophagiques sont spécialisés dans la 
reconnaissance de motifs retrouvés dans les glycoconjugués de Leishmania. Ils font partie 
de la famille des récepteurs lectine de type C, tel que Dectin-1, MRC-1 et DC-SIGN. Dectin-
1 e o ait le otif β -3 glucane ui est p se t da s le œu  he asa ha idi ue 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 modèle de 
macrophages péritonéaux de souris dans lesquels les récepteurs lectine sont bloqués par 
des ARN interférents, Lefèvre et al. ont pu confirmer cet effet de Dectin-1 dans le cadre de 
la leishmaniose à L. infantum. Ai si, la p odu tio  d’IL- β et l’asse lage de la NADPH 
oxydase sont fortement inhibés e  l’a sence de Dectin- , ais gale e t e  l’a se e de 
MRC-1. Au total, l’i du tio  de de ti -1 et MRC-1 observée dans ce travail serait associée à 
un meilleu  o t ôle de l’i fe tio  par production de ROS. DC-SIGN quant à lui serait plutôt 
espo sa le d’u e h o i isatio  de l’i fe tio  pa  i hi itio  du leu ot i e LT B 

e t ai a t u e di i utio  de l’IL- β et une polarisation M2b des macrophages, associée à 
la p odu tio  d’IL-10 (111). Dans notre modèle, nous avons constaté une augmentation de 
l’expression de MRC-1 par le Galf-oct, et une légère augmentation de Dectin-1 par le NH2-
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Galf, étonnamment associée à une i du tio  a ue d’IL-10, rapportée dans la littérature 
o e ta t li e à u e h o i isatio  de l’i fe tio  à L. infantum (111) et L. mexicana 

(178). Néanmoins in vitro, le traitement par les Galfs était associé à un contrôle efficace de 
la pli atio  des a astigotes. Ces diff e es illust e t ie  la a ia ilit  u’il peut e iste  
entre les espèces 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’i du tio  
des récepteurs Dectin-1 et MRC-1 pourrait contribuer à une phagocytose plus efficace des 
leishmanies par ces macrophages. Les cytoki es Th  et l’a ti atio  d’u  p ofil M  
a outi aie t au o t ôle de l’i fe tio . 

Le rôle de l’IL-10, cytokine couramment associée à une polarisation M2b ite d’ t e 
exploré, car son induction pourrait t e e  appo t a e  le hoi  de l’esp e L. donovani. En 
effet Alexander et al. o t o t  ue ette esp e tait pa ti uli e e t apa le d’i dui e 
cette cytokine Th2 alors que L. major ou L. mexicana induisaie t plutôt l’IL-4 pour orienter 
la réponse lymphocytaire vers une réponse Th2 (161). Mais, l’asso iatio  à la p se e du 
TNF-α, peut également faire évoquer le profil macrophagique M2b. En plus du TNF-α et de 
l’IL-10 nous retrouvons également une expression de Dectin-1 accrue dans la plupart des 
o ditio s. L’ tude de l’effi a it  in vivo de ces dérivés permettra de vérifier si ce profil 
o espo d elle e t à u  p ofil M  fa o a le à la h o i isatio  de l’i fe tio , ou si la 

p se e asso i e d’IL- , d’IL- β et de TNF-α correspond bien au profil M1 que nous 
attendions. 

E  deho s de l’i fe tio  pa  Leishmania, le rôle des mac ophages M  et de l’IL-10 est 
connu dans les infections chroniques, en particulier da s l’i fe tio  pa  le VHC ou les 
infections chroniques à Candida chez les patients présentant un diabète de type 2 (267). Le 
profil cytokinique des macrophages M2b correspond à une sécrétion associant le TNF-α et 
l’IL-10 associée à l’e p essio  du TLR . La paroi des Candida contient un motif β1-3 
glucane reconnu par Dectin-1, qui joue donc un rôle fondamental dans la régulation de la 
population de Candida dans le tube digestif. Dectin-1 assure le contrôle de la prolifération 
de  Candida par la production de ROS et le déclenchement de la phagocytose des levures 
par les macrophages (267,268). Da s le od le d’i fe tio  h o i ue à Candida, Galès et 

al. ont montré que la réversion du profil M2b vers un profil M2a, produisant oi s d’IL-10 
et de TNF-α tait essai e au o t ôle de l’i fe tio . Cette e sio  peut t e o te ue 
grâce à un traitement par l’IL-13 ou par des ligands de PPAR-γ et passe pa  l’a ti atio  de 
Dectin-1, et permet d’a ti e  la production de ROS et la phagocytose des levures. 
L’utilisatio  de t aite e t à is e i u o odulat i e pou ait do  t e u e optio  
th apeuti ue da s la p ise e  ha ge de l’i fe tio  h o i ue pa  Candida. 

Le o ept d’i u osti ulatio  pou  adi ue  des i fe tio s h o i ues est 
actuellement largement exploré dans le traitement des mycobactérioses et en particulier 
dans la tuberculose. De façon intéressante, les mycobactéries partagent avec les 
leishmanies des caractéristiques de paroi, en particulier la présence d’un motif Galf. Dans 
le traitement de la tu e ulose, l’asso iatio  des antibiotiques à une immunothérapie 
adjuvante pourrait améliorer la guérison en modulant la réponse immunitaire, souvent 
aussi e essi e u’i effi a e. Les corticostéroïdes sont recommandés dans les formes 
cérébrales depuis de lo gues a es. Mais e  deho s des o ti oïdes, d’aut es ol ules 
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o t plus e e t o t  des p eu es d’effi a it  dans des modèles murins et/ou 
humains, soit en di i ua t l’a ti it  Th  (269,270), comme les inhibiteurs du TGF-β et de 
l’IL-4, soit en aug e ta t la po se Th  pa  appo t d’IFN-γ. Enfin, la réaction 
granulomateuse entourant et protégeant les bacilles, ainsi que la production de cytokines 
en excès favorisant la persistance de ces granulomes (en particulier en cas de syndrome de 
restauration immune), peu e t gale e t t e les i les d’u  t aite e t 
immunomodulateur à visée anti-TNF-α (270,271). A l’heu e a tuelle, l’utilisatio  de es 
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 première intention afin de 

dui e la du e du t aite e t ou le is ue d’appa itio  de résistances. La malnutrition fait 
pa tie des fa teu s de is ue de tu e ulose e  aiso  de l’i u osupp essio  i duite pa  
cet état di i utio  de l’IFN-γ, de l’IL- β, de l’IL-12, de l’IL-6 et du TNF-α et aug e tatio  
de l’IL-10, du TGF-β et de l’IL-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 (à visée anti-TNF) a montré une 
e tai e a lio atio  de l’effi a it  du Glu a ti e® dans un modèle murin de 

leishmaniose viscérale (273). Concernant nos dérivés du Galf ils se situeraient plutôt dans 
la catégorie « pro-Th1 » et pourraient ainsi être utilis s e  asso iatio  a e  d’aut es 
traitements antiparasitaires à visée d’i u oth apie adju a te. De plus les populations 
les plus tou h es pa  la leish a iose is ale p i sule i die e, Af i ue de l’Est , so t 
également sujettes à la malnutrition, l’effet o se  in-vitro sur macrophages, en faveur 
d’u e aug e tatio  de l’IL-1β, de l’IL-12 et du TNF-α, pourrait donc contre balancer les 
effets de la malnutrition. 

La survenue du syndrome PKDL même après un traitement bien conduit de leishmaniose 
viscérale à L. donovani, est e o e al o p ise, ais pou ait gale e t ele e  d’u e 
immunothérapie. Les lésions cutanées survenant dans les mois (Soudan) ou les deux 
a es I de  sui a t le t aite e t so t asso i es à des tau  le s d’IL-10 circulante, à 
une polarisation M2 des macrophages et à une réponse inflammatoire granulomateuse 
excessive au niveau cutanée (stimulation de la production de vitamine D dans les zones 
exposées au soleil aboutissant à un excès de TNF-α  (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 excès du TNF-α, pou ait ele e , o e da s la 
tu e ulose a e  s d o e de estau atio  i u e, d’u e i u oth apie adju a te 
mais actuellement aucune i u oth apie ’a fait la p eu e de so  effi a it  (273). 
Cependant, dans cette indication, les traitements antiparasitaires à privilégier sont les 
dérivés antimoniés ou la miltéfosine au long cours, qui sont les traitements antiparasitaires 
ayant une activité immunomodulatrice (274). 

Enfin, un autre problème est la persistance du parasite dans des cellules sanctuaires qui 
pourraient être les hépatocytes (32) ou les cellules étoilées (275), selon des mécanismes 
esta t à lu ide . Ces pa asites pe sista ts so t à l’o igi e de rechutes chez les patients 

immunodéprimés et nécessitent une prophylaxie secondaire tant que persiste 
l’i u osupp essio  (77). Là e o e, des pe spe ti es d’i u oth apie adju a te 
pourraient peut-être contribuer à une éradication définitive des parasites. 
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En conclusion ce travail a montré un effet certain des Galf sur la paroi des promastigotes. 
Nous ’a o s pas pu p ouver que la dégradation des parois des amastigotes était 
directement imputable à 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 à une polarisation des 
macrophages intermédiaire entre M1 et M2b. 
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Conclusion 

La leish a iose est u e aladie t opi ale glig e pou  la uelle l’a se al th apeuti ue 
est actuellement limité, pour certaines molécules pa  l’apparition de résistance, et pour 
d’aut es pa  u  oût e pe etta t pa  leu  utilisatio  e  zo e d’e d ie.  

L’ tude de la po se i u e da s ette pathologie fait l’o jet d’u e litt atu e 
abondante depuis de nombreuses années. Après de nombreuses études de par le monde 
sur la polarisation des lymphocytes Th1/Th2, les macrophages, cellules cibles des 
leish a ies, o t fait plus e e t l’o jet d’a al ses d taill es. Les a ophages so t 
désormais classés selon un spectre encore plus large avec une polarisation M1/M2 et au 
moins 3 catégories de macrophages M2. L’i fe tio  des macrophages par L. donovani est 
sui ie d’u e p essio  de g es asso i s à u e po se Th . 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 espèces de 
leishmanies (L. major ou L. mexicana), mais absent des membranes des mammifères est 
apparu comme une i le th apeuti ue d’i t t. Le LPG recouvre essentiellement les 
promastigotes, tandis que les amastigotes sont quant à eux recouverts essentiellement de 
GIPLs. Même si la p se e du LPG a t  d attue hez les a astigotes, aujou d’hui il est 
démontré qu’il est p se t, ie  u’e  fai le uantité, dans toutes les espèces, hormis les 
espèces du complexe mexicana. Nous avons montré que les différents gènes des 
galactofuranosyltransférases intervenant dans les voies de synthèse, étaient exprimés chez 
l’a astigote et le promastigote de L. major, L. donovani et L. braziliensis, laissant envisager 
des pe spe ti es de d eloppe e t d’i hi iteu s à is e th apeuti ue 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 à 
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 à u e sti ulatio  de la p odu tio  d’effe teu s a ti-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 Th1, IL-12, IL- β et TNF-α ais gale e t u e p odu tio  a ue de 
l’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’e se le des sultats o te us lo s de ette th se ou e plusieu s pe spe ti es de 
recherche :  

- La caractérisation plus fine du trafficking des dérivés furanosidiques et de leur 
interaction a e  la e a e a ophagi ue T a au  e  ou s da s l’ uipe . 



 

 

 

 

 

160 

- L’ aluatio  de l’effet antiparasitaire du Galf-oct dans un modèle in vivo. Les dérivés 
fluo es e ts o te a t de la hoda i e ta t d te ta les pa  l’i age ie du petit 
animal, ils laissent e isage  l’ aluatio  de la diffusio  da s les diff e ts o ga es 
du Galf-o t a u . Nos olla o ateu s de l’EN“CR o t gale e t is au poi t u e 
formulation liposomale de Galf-oct. Celle-ci est particulièrement intéressante dans 
la leishmaniose, car les formulations lipidiques sont prises en charge par les 

a ophages ui so t gale e t la ellule i le de l’i fe tio  et do  du 
t aite e t. Nous a o s do  ep is le o ept de l’a phot i i e B liposo ale ui 
est actuellement le traitement de référence de la leishmaniose viscérale. Ainsi, le 
Galf-oct nu et sa forme liposomale sont actuellement testés sur modèle murin dans 
notre équipe. La caractérisation de la réponse immune des souris pourra également 
permettre de valider les effets immunomodulateurs observés in vitro. 
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Annexes 

Annexe 1 : Liste des a o es utilis es pou  a plifie  les 5 e z es i pli u es da s l’i t g atio  du Galf au 
LPG et l’a ti e o e g e de f e e 

Enzyme Espèce Sens ’ s ue e ’ 

LPG1 
L. major, L. donovani Forward TATCGTATTCGGACCATGCC 

L. braziliensis Forward ATCATACACCACCCGGAGAA 

 L. major Reverse GACAGCGCAAATGTAGCCAT 

L. donovani Reverse GACAGCGCAAATGTGGCCAT 

L. braziliensis Reverse CAAATTCTGTGATCAGGCCC 

LPG1-L 

L. major, L. donovani Forward TGGAGTCCATGACGGAACTC 

L. braziliensis Forward GCGTGCACATCTGTGTGTCT 

L. major Reverse GTTGGTCAGCCGGTTCCTAT 

L. donovani Reverse GTTGGTCAACCGGTTCCTAT 

L. braziliensis Reverse GAAGAGTCCCAGCAGAAGGC 

LPG1-R 
L. major, L. donovani, L. braziliensis Forward TACGGGTGGAACGTATGCTT 

L. major, L. donovani, L. braziliensis Reverse CACATCCAACGGAACAATGA 

LPG1-G 

L. major, L. donovani Forward ACAAGCTCAAGTACGGTCCG 

L. braziliensis Forward CTCGTCATTGCTGCATACCA 

L. major, L. donovani Reverse CATCCTCATCAAGCACCCAT 

L. braziliensis Reverse GCGAATCGTTGTGAATTGCT 

BfrA 

L. major, L. donovani Forward GCTATAATGAGGCGACAGGG 

L. braziliensis Forward TTCTCTTCACCACGCAGGAC 

L. major, L. donovani Reverse AAGGATCTGAGCATCGCTGT 

L. braziliensis Reverse CCTGGTGATTTCCGATCGTA 

Actine 

L. major, L. donovani Forward CGATAAAGCCGAAGGTGGTT 

L. braziliensis Forward ATCAAACCAAAGGTGGTTGC 

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

Bases soulignées : U i ue ase diff e te e t e les s ue es d’a o es des esp es L. ajo  et L. donovani 
pour une même enzyme 
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Annexe 2: Configuration du FACS Aria II et exemples de fluorochromes détectables dans cette configuration 

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

Violet /  405 nm 
Alexa 405, Pacific Blue 450/30 

LIVE/DEAD™ fi a le ello  stai , Pacific orange 530/30 

Bleu / 488 nm 

SSC, FSC 488/10 

AF 488, FITC 530/30 

PE 585/42 

IP 616/23 

PerCP-Cy5.5, PE-Cy5, Per CP-efluor 710 695/40 

PE-Cy7 780/60 

Rouge / 633 nm 
AF 647, APC 660/20 

APC-Cy7 780/60 

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

 

 

 

 

 

Annexe 3 : Représentation schématique des 3 systèmes de détection du FACSAria II Becton Dickinson 
S h a dispo i le da s le guide de l’utilisateu  du FACSA ia  

 



 

 

A
n

n
ex

es
 

163 

 

 

Annexe 4 : Configuration du FC 500 et exemples de fluorochromes détectables dans cette configuration 

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

Bleu / 488 nm 

AF 488, FITC 525/40 

PE 575/40 

IP 620/20 

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

PE-Cy7 755/40 

Rouge / 633 nm 
AF 647, APC 675/40 

APC-Cy7 755/40 

AF : Alexa fluor ; FITC : Isothianate de fluorescéine ; PE : Phycoérythrine ; IP : Iodure 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 
pou  la uelle l’a se al th apeuti ue a tuel est li it . 
Ce travail de th se s’est i t ess  à e he he  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 mammifères. Les galactofuranosyl-
transférases sont impliquées dans le métabolisme de 
e fu a ose, et e t a ail a d ut  pa  l’ tude de es 

e z es et pa  la a a t isatio  d’u e utase, 
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 à leur capacité 
antiparasitaire sur les formes promastigotes et 
amastigotes de Leishmania donovani. U  o pos  s’est 
révélé intéressant et a été plus étudié, le n-octyl-
galactofuranose (Galf). Différentes approches ont été 
utilis es pou  a a t ise  so  ode d’a tio  su  les 
promastigotes et les amastigotes : résonance 
paramagnétique électronique, microscopie 
électronique à transmission, cytométrie en flux ou 

so a e ag ti ue u l ai e. L’o se atio  d’u e 
activité inductrice du métabolisme oxydatif des 
macrophages nous a conduits à nous intéresser aux 
capacités immunomodulatrices de ces analogues 
galacto-furanosidiques. Ainsi la dernière partie de ce 
t a ail est o sa e à l’ tude de la pola isatio  des 
macrophages par les galactofuranosides, sur un modèle 
in vitro de macrophages humains. Nous avons pu 
montrer que le Galf exerçait une activation des 

a ophages e  fa eu  d’u e pola isatio  de t pe M , 
e ui pou ait e pli ue  l’effet li itateu  de oissa e 

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 

 
 

 


