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RESUME 

Le paludisme est une maladie tropicale causée par un parasite du genre Plasmodium. Chez l’Homme, un niveau 
élevé de phospholipase A2 sécrétée de groupe IIA humaine (hGIIA) est mesuré dans le plasma des patients impaludés. Cette 
enzyme est connue pour son rôle antibactérien et pro-inflammatoire. Cependant, son rôle dans le paludisme n’a jamais été 
exploré. Pour comprendre le rôle in vivo de la hGIIA dans cette pathologie, nous avons entrepris la caractérisation 
hématologique, histopathologique et immunohistochimique de l’infection de souris C57BL/6, transgéniques (Tg+) pour 
l’enzyme humaine, par l’espèce murine Plasmodium chabaudi chabaudi 864VD. Ce modèle reproduit un paludisme non létal.  

Nos résultats ont permis d’établir que les souris Tg+ ont un meilleur contrôle de l’infection au moment du pic de 
crise parasitaire (J14 post-inoculation), avec une diminution de 27% de la parasitémie, comparé aux souris « littermates » 
non transgéniques (Tg-). L’injection de hGIIA recombinante aux jours 12, 13 et 14 p.i. (0,125 mg/kg deux fois par jour) à des 
souris C57BL/6 wild-type (WT) infectées par P. c. chabaudi 864VD provoque une diminution d’environ 19% de la parasitémie 
à J14 p.i., démontrant un rôle direct de la hGIIA dans la diminution de la population parasitaire.  

Les données hématologiques montrent que l’infection chez la souris Tg+ provoque une anémie plus durable que 
chez la souris Tg- et une élévation nettement plus importante du nombre de leucocytes, en particulier des polynucléaires 
neutrophiles. Chez la souris Tg+ parasitée, on observe aussi l’activation d’un nombre important de lymphocytes et une 
activation spécifique des monocytes avant le pic de crise. Chez la souris Tg- infectée, les données histologiques mettent en 
avant une meilleure récupération des lésions histopathologiques du foie et une hyperplasie des lymphocytes B dans la rate, 
tandis que les souris Tg+ infectées présentent des lésions hépatiques tardives et une hématopoïèse extramédullaire 
splénique. Les résultats des analyses par RT-qPCR suggèrent que l’ARNm de la hGIIA augmente au pic parasitaire dans le foie 
des souris Tg+ infectées, mais diminue dans la rate et les cellules sanguines. L’injection de hGIIA recombinante au début de 
la phase patente est sans effet sur la parasitémie, ce qui laisse supposer que des événements plus tardifs dans l’infection sont 
nécessaires à l’activité antiparasitaire de l’enzyme. L’étude du rôle des lipoprotéines oxydées comme substrat potentiel de 
l’activité antiparasitaire de l’enzyme, basée sur des résultats in vitro, est abordée. 

En conclusion, nos études ont permis de dresser un tableau large de l’infection à Plasmodium chez la souris 
exprimant la hGIIA, et ouvrent de nouvelles perspectives dans l’analyse du rôle de l’enzyme dans la physiopathologie du 
paludisme. 

ABSTRACT 

 

Malaria is a tropical disease caused by a parasite of the Plasmodium genus. High levels of circulating human group IIA 
secreted phospholipase A2 (hGIIA) have been reported in malaria patients. The enzyme is well known for its bactericidal and 
pro-inflammatory actions. However, so far its role in malaria is unknown. In order to address the in vivo role of hGIIA in 
malaria, we performed a hematological, histopathological and immunohistochemical characterization of C57BL/6 hGIIA 
transgenic mice (Tg+ mice) infected with P. chabaudi chabaudi (864VD strain), a murine Plasmodium species and strain which 
causes non-lethal chronic malaria.   

 
 Infected Tg+ mice present a 27% reduction of parasitaemia at the peak of infection (D14 post-inoculation, p.i.) 
compared to infected non-transgenic littermates (Tg- mice). Intraperitoneal injection of recombinant hGIIA at D12, D13 and 
D14 p.i. (0.125 mg/kg twice a day) into P. chabaudi 864VD-infected WT C57BL/6 mice leads to a 19% reduction of the 
parasitaemia at D14 p.i., demonstrating the direct and acute role of hGIIA in lowering parasite population and presumably 
ruling out a potential effect linked to chronic overexpression of hGIIA in Tg+ mice. 
 

Hematological data show a durable anemia in Tg+ mice compared to Tg- mice during the infection and an important 
increase of leucocytes, especially of polynuclear neutrophils. The parasitized Tg+ mouse also presents a higher activation of 
lymphocytes and a specific activation of monocyte cells at the pic of crisis. In the infected Tg- mouse, histological data show 
a better histopathological recovery in the liver and B cells hyperplasia in the spleen, whereas the infected Tg+ mouse presents 
late hepatic injuries and splenic extra-medullar hematopoiesis. RT-qPCR analyses suggest that hGIIA mRNA increases at the 
pic of infection in the liver of infected Tg+ mice, but decreases in spleen and blood. Intraperitoneal injection of recombinant 
hGIIA at the patent phase is without effect on parasitaemia, which suggests that later infection events are needed for the 
enzyme antiparasitic activity. Involvement of oxidized-lipoproteins as potential hGIIA substrates, based on in vitro studies, is 
discussed.  

 
In conclusion, our studies allowed us to elaborate a larger picture of the infection of Plasmodium in the mice 

expressing hGIIA and open new perspectives in the analysis of the role of the enzyme in malaria pathophysiology. 
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PARTIE 1 : Le paludisme 
 

1. Historique et données actuelles concernant le paludisme 

1.1. Bref historique du paludisme 

Le paludisme est une maladie très ancienne dont les symptômes ont été décrits pour la première fois il y 

a 2700 ans avant J.-C. dans des écrits médicaux chinois du Nei Ching. On retrouve également ce qui semble être 

aujourd’hui un accès palustre sur des tablettes d’argile de Mésopotamie datant de 2000 ans avant J.-C. ou encore 

des papyrus égyptiens datant de 1570 ans avant J.-C. (Cox, 2010). 

Pendant plusieurs siècles, le manque de connaissance sur le paludisme a provoqué une idée erronée de 

son mode de transmission. En effet, l’étymologie même du mot paludisme, qui vient du latin « palus », 

« paludis », signifie « marais ». D’autre part, le mot anglophone, pour désigner cette maladie « malaria », vient 

de l’italien « mal’aria », pour « mauvais air ». Il était donc admis que le paludisme était causé par des émanations 

toxiques provenant de marais.  

Il fallut attendre 1880 pour que Charles Louis Alphonse Laveran, un médecin militaire français, découvre 

l’agent pathogène du paludisme, et mette fin à la théorie des miasmes, à partir d’observations microscopiques 

de sang prélevé de malades. Cette même année, les italiens Ettore Marchiafava et Angelo Celli étudient le cycle 

de reproduction du parasite dans le sang humain et en 1885, ils nomment ce protozoaire Plasmodium. Laveran 

obtiendra pour sa découverte le prix Nobel en 1907. 

En 1897, le britannique Ronald Ross découvre que le vecteur du paludisme est le moustique et l’italien 

Giovanni Battista Grassi, en identifie le genre : l’anophèle (Anopheles). Peu après, l’allemand Robert Koch 

parvient à identifier les effets antipalustres de la quinine. Enfin, en 1948, Henry Shortt et Cyril Garnham 

découvrent le cycle exo-érythrocytaire du paludisme et en 1982, Wojciech Krotoski démontre l’existence d’un 

stade parasitaire dormant au sein des cellules du foie. 

Au moment de ces premières découvertes, le paludisme était présent sur la quasi-totalité du globe (Figure 

1). 
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FIGURE 1 : EVOLUTION DE LA REPARTITION MONDIALE DU PALUDISME DU MILIEU DU XIXEME SIECLE A 2010.  

D’après Roll Back Malaria (RBM, Plan d’action mondiale contre le paludisme) 
 

1.2. Epidémiologie actuelle 

Aujourd’hui, cette infection pouvant être mortelle, reste endémique dans 91 pays sous-développés ou 

en voie de développement en Amérique centrale et du sud, en Afrique sub-saharienne et en Asie du sud-est 

(Figure 2). En France, à ce jour, les cas de paludisme sont exclusivement des cas d’importation.  

 

 
FIGURE 2 : DISTRIBUTION DU PALUDISME DANS LE MONDE, 2014. 

En rouge : zones de transmission dans tout le pays. En jaune : zones de transmission dans certaines régions du pays. En vert : 
pas de transmission du paludisme. D’après  Centers for Disease Control and  Prevention (CDC). 

 

 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a comptabilisé 216 millions (intervalle de confiance 95% : 

196-263 millions) de cas de paludisme en 2016 et l’incidence de la maladie a été estimée à 63‰ (WHO, 2017). 

Bien que ces chiffres correspondent à une augmentation de 5 millions de cas par rapport à 2015, la mortalité 
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associée à cette maladie a été de 445 000 personnes, soit 1 000 décès de moins que l’année précédente. 91% 

des cas sont survenus en Afrique, où cette infection reste la principale cause de mortalité, notamment juvénile 

dans certains de ces pays.  

Le paludisme constitue un obstacle de grande ampleur au développement des pays où il est endémique. 

D’une part, par les moyens pécuniaires déployés par les gouvernements locaux pour la lutte anti-paludisme. Et 

d’autre part, par l’inactivité des employés impaludés qui, lors d’un accès palustre, se trouvent dans l’incapacité 

d’accomplir leurs tâches de travail quotidiennes. A l’heure actuelle, le paludisme reste un problème de santé 

publique majeur, et la lutte contre le paludisme, conjointement à la lutte contre le SIDA et la tuberculose 

constitue un des « Objectifs du Millénaire pour le Développement » établi par l’Organisation des Nations Unies 

(ONU). 

 

2. Généralités 

 

2.1. Phylogénie du genre Plasmodium, l’agent du paludisme 

Le paludisme est une infection parasitaire tropicale causée par un protozoaire intracellulaire hétéroxène 

du genre Plasmodium.  

D’un point de vue phylogénique, le genre Plasmodium appartient à l’embranchement des Apicomplexa, 

caractérisé par la présence d’un complexe apical permettant sa pénétration dans la cellule hôte. Il fait partie de 

la classe des Sporozoa, correspondant à des parasites intracellulaires dépourvus de cil ou de flagelle qui débutent 

leur cycle sous forme vermifore : le sporozoïte. Sa sous-classe est celle des Coccidia, définie par un cycle de 

développement alternant une reproduction sexuée et une reproduction asexuée, pouvant se dérouler au sein 

d’un même hôte (monoxène) ou de deux hôtes différents (hétéroxène). Il appartient à l’ordre des Haemosporida, 

typique des parasites d’érythrocytes ; et à la famille des Plasmodiidae, dont les principales caractéristiques sont 

le développement indépendant des gamètes sexuels et la production d’un pigment appelé hémozoïne. Enfin, le 

genre est celui de Plasmodium, regroupant des centaines d’espèces. 

 

2.2. Cycle de vie de Plasmodium  

Le cycle de vie de Plasmodium comporte différents stades de développement dans 2 hôtes distincts : un 

hôte invertébré (hôte définitif) vecteur de la maladie : le moustique femelle du genre Anopheles, et un hôte 

vertébré (hôte intermédiaire) (Figure 3, page 23). Au sein de l’hôte définitif, le parasite accomplira son cycle 

sexué (sporogonie) tandis qu’au sein de l’hôte intermédiaire se déroulera le cycle parasitaire asexué 

(schizogonie).  
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2.2.1. Le cycle de développement de Plasmodium chez l’hôte intermédiaire 

Lors d’un repas sanguin, le moustique femelle infesté par Plasmodium va relarguer dans un vaisseau 

sanguin de son hôte vertébré de la salive, indispensable à son repas. En effet, cette écume contient un 

anticoagulant qui bloque l’action des thrombocytes (plaquettes sanguines) de l’hôte et ainsi la coagulation du 

sang, empêchant l’occlusion de la trompe de l’insecte. Les sporozoïtes, formes parasitaires infestantes stockées 

dans les glandes salivaires du moustique, sont libérés dans la circulation sanguine : l’infection commence (Figure 

3 [1]). 

Les sporozoïtes vont rapidement se disperser à travers l’organisme, pénétrant indifféremment dans 

différents types de cellules où ils avorteront. Seuls ceux ayant atteint les cellules du foie (hépatocytes) vont 

pouvoir se développer (Figure 3 [2]). Il a toutefois été démontré in vivo qu’au sein des cellules de l’épiderme, du 

derme et des follicules pileux, quelques parasites pouvaient également se développer (Gueirard et al., 2010). 

Lorsque le sporozoïte a pénétré dans l’hépatocyte, il se développe en trophozoïte, puis en schizonte hépatique 

où plusieurs divisions de mitose se succèdent (Figure 3 [3]). C’est la phase intra-hépatique du parasite, désignée 

sous le nom de cycle exo-érythrocytaire schizogonique (Figure 3 [A]), ou cycle pré-érythrocytaire, bien qu’il 

s’agisse d’une phase plutôt que d’un cycle à proprement parler.  

En 10 à 15 jours, le schizonte hépatique mûr provoque la rupture de l’hépatocyte infecté, libérant dans 

la circulation systémique jusqu’à 40 000 parasites unicellulaires appelés mérozoïtes (Figure 3 [4]). Ces mérozoïtes 

ont la capacité d’infecter les globules rouges (GR) de l’hôte. En quelques secondes, le mérozoïte infecte un GR 

sain (Figure 3 [5]) où il se développe en 3 stades distincts :  

(1) le stade anneau, qui correspond au premier stade du parasite dans le GR ;  les principaux organites se 

trouvent en périphérie et délimitent un cytoplasme fin. Le parasite se nourrit de l’hémoglobine ;  

(2) le stade trophozoïte, où le parasite croît. Le volume des organites augmente fortement et l’hème de 

l’hémoglobine, qui ne se digère pas, est stocké sous forme de polymères inertes (cristaux) d’hémozoïne dans 

la vacuole digestive du parasite. En parallèle, le parasite exporte des protéines parasitaires à la membrane 

de la cellule hôte et certains phospholipides membranaires sont modifiés. A la fin du stade trophozoïte, les 

premières divisions de mitoses commencent ;  

(3) le stade schizonte, correspondant à la biogénèse des mérozoïtes est un stade de divisions cellulaires actif. 

L’hémozoïne forme une masse dense au sein du GR. 

Arrivé à maturité, le schizonte induit la rupture du globule rouge infecté (GRi) ce qui permet la libération 

de 16 à 32 mérozoïtes dans le compartiment sanguin (Figure 3 [6]). Ces mérozoïtes vont alors réenvahir de 

nouveaux GR sains où le même schéma se perpétue. C’est la phase sanguine, appelée cycle intra-érythrocytaire 

schizogonique, ou endo-érythrocytaire (Figure 3 [B]). Elle est à l’origine de la destruction massive des GR et des 

manifestations cliniques chez l’Homme. 

En parallèle, une petite partie des parasites se trouvant sous forme d’anneau vont se développer en 

microgamétocytes (pré-gamètes sexuels mâles) ou en macrogamétocytes (pré-gamètes sexuels femelles)  
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FIGURE 3 : CYCLE DE VIE DE PLASMODIUM (CHEZ L’HOMME ET LE MOUSTIQUE). 

A : Cycle exo-érythrocytaire hépatique (1 : repas sanguin d’un moustique infesté, relargue des sporozoïtes ; 2 : hépatocyte infecté ; 3 : schizontes hépatiques ; 4 : rupture des schizontes 
hépatiques, relargage des mérozoïtes hépatiques). B : Cycle intra-érythrocytaire schizogonique (5 : GR infecté par un mérozoïte ; 5 à 6 : stade anneau, stade trophozoïte, stade schizonte ; 6 :  
rupture des schizontes, libération des mérozoïtes ; 7 : gamétocytes). C : Cycle sporogonique (8 : contamination d’un moustique lors d’un repas sur un hôte infesté ; 9 : fécondation des 
gamétocytes mâle et femelle ; 10 : ookinète ; 11 : oocyste ; 12 : rupture de l’oocyste, libération des sporozoïtes qui migrent vers les glandes salivaires du moustique où ils resteront stockés avant 
le prochain repas). i : étapes infectieuses. d : étapes diagnostiques. En bleu : étapes chez l’Homme. En rouge : étape chez l’anophèle. D’après  Centers for Disease Control and  Prevention (CDC),  
2018.

Macrogamète 

Microgamète 
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(Figure 3 [7]). Le mécanisme induisant cette différenciation en forme parasitaire sexuée est encore mal connu, 

mais il semblerait que de multiples facteurs environnementaux en soient à l’origine (Baker, 2010; Meibalan and 

Marti, 2017). Les gamétocytes femelles et mâles vont subir une maturation en 5 stades (notés de I à V). Les 

gamétocytes arrivés au stade V ingérés par un moustique femelle durant un repas sanguin vont alors pouvoir se 

développer et s’accoupler pour accomplir le cycle sexué au sein de cet hôte définitif. 

 

2.2.1. Le cycle de développement de Plasmodium chez l’hôte définitif 

Lors d’un repas sanguin sur un vertébré infesté par Plasmodium, le moustique va ingérer différentes 

formes parasitaires sexuées et asexuées (Figure 3 [8]). Arrivés dans l’estomac, les microgamétocytes et 

macrogamétocytes de stade V vont se transformer respectivement en microgamète mâle et en macrogamète 

femelle, puis la fécondation intervient (Figure 3 [9]), ce qui aboutit à la formation d’un zygote. Le zygote se 

transforme en ookinète mobile qui va traverser la paroi stomachale pour se fixer sur la membrane externe de 

l’estomac. Il se transforme en oocyste (Figure 3 [11]). L’oocyste va effectuer des divisions mitotiques successives, 

qui vont conduire à la formation des sporozoïtes (sporogonie). Les sporozoïtes sont libérés dans l’hémolymphe 

du moustique et atteignent les glandes salivaires, où ils seront stockés, prêts à être relargués lors du prochain 

repas de l’insecte infecté. Ces étapes du cycle de développement du parasite correspondent au cycle 

sporogonique (Figure 3 [C]). 

 

2.3. L’agent pathogène 

Il existe plus de 200 espèces de Plasmodium capables d’infecter diverses espèces de vertébrés. Mais du 

fait de leurs nombreuses différences (biologiques, physiologiques, génétiques etc.), les espèces plasmodiales ont 

chacune un hôte de « prédilection ». Chez l’Homme, seules 5 espèces sont infestantes : Plasmodium falciparum 

(P. falciparum), Plasmodium knowlesi (P. knowlesi), Plasmodium malariae (P. malariae), Plasmodium ovale (P. 

ovale) et Plasmodium vivax (P. vivax). Cependant, plusieurs cas d’infection à Plasmodium simium (P. simium), un 

Plasmodium simien, ont été rapportés chez l’Homme, au Brésil, entre 2015 et 2016 (Brasil et al., 2017). 

Ces espèces plasmodiales diffèrent par leur morphologie (Figure 4), les symptômes cliniques qu’elles 

provoquent, leur cycle biologique mais également par leur virulence : 

 P. falciparum (Figure 4 [A]) est l’espèce plasmodiale la plus virulente. Elle est responsable de la grande 

majorité des cas graves et peut causer la mort. Elle possède un cycle intra-érythrocytaire de 48h. C’est 

l’espèce la plus répandue en Afrique sub-saharienne.  

P. knowlesi (Figure 4 [B]) est une espèce identifiée en 1932 par RM Knowles chez le macaque, Macaca 

fascicularis (Knowles and Gupta, 1932).  Les premiers cas d’infection chez l’Homme sont décrits en 1965 

(Chin et al., 1965). Aujourd’hui, on sait que cette espèce a longtemps été confondue avec P. falciparum, en 
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Stades intra-érythrocytaires de (A) P. falciparum. (B) P. knowlesi, (C) P. malariae, (D) P. ovale, (E) P. vivax, (F) P. simium. (A), (E) et (F) : 1 : Globule rouge 
normal. 2-5 : Stades parasitaires anneau. 6-18 : Stades parasitaires trophozoïte. 19-26 : Stades parasitaires schizonte. 27-28 : gamétocyte femelle de stade 
V. 29-30 : gamétocyte mâle de stade V. (B), (C) et (D) : 1 : Globule rouge normal. 2-5 : Stades parasitaires anneau. 6-13 : Stades parasitaires trophozoïte. 14-
22 : Stades parasitaires schizonte. 23 : développement en gamétocyte. 24 : gamétocyte femelle de stade V. 25 : gamétocyte mâle de stade V. Illustration : 
Gertrude H. Nicholson. National Institute of Allergy and Infectious Diseases (U.S.), 1971.  

FIGURE 4 : MORPHOLOGIE DES PLASMODIUM HUMAINS OBSERVABLES SUR FROTTIS EN COUCHE MINCE. 
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stade parasitaire jeune, ou P. malariae, en stade parasitaire âgé. Son cycle intra-érythrocytaire est le plus 

rapide des espèces plasmodiales humaines puisqu’il s’accomplit en 24h. P. knowlesi est présent dans de 

nombreux pays d’Asie du sud-est où il peut causer des complications et parfois la mort (Cox-Singh et al., 

2010). 

 P. malariae (Figure 4 [C]) est une espèce causant un paludisme chronique sans complication mortelle mais 

provoquant des atteintes rénales de type syndrome néphrotique (da Silva et al., 2017; Hendrickse et al., 

1972; Kibukamusoke and Hutt, 1967). Elle a un cycle érythrocytaire long de 72h. Bien que cette espèce ne 

soit pas létale, elle contribue néanmoins à la morbidité attribuée aux espèces palustres par ses 

manifestations cliniques, la diminution des défenses immunitaires de l’hôte infecté et la diminution du taux 

de natalité. Cette espèce est présente dans toutes les zones endémiques. 

 P. ovale (Figure 4 [D]) est une espèce causant un paludisme chronique sans complication mortelle. Chez 

cette espèce, comme chez P. vivax, il existe une forme parasitaire qualifiée de dormante, appelée 

hypnozoïte. Il s’agit d’une forme latente du parasite pouvant rester dans l’hépatocyte plusieurs mois voire 

années, donnant lieu à une reviviscence lors de son « réveil ». Ceci augmente considérablement la durée de 

la phase intra-hépatique chez ces deux espèces plasmodiales. La durée du cycle intra-érythrocytaire est de 

48h. Cette espèce est présente en Afrique et en Asie du sud-est où sa prévalence reste très faible. 

 P. vivax (Figure 4 [E]) est, après P. falciparum, l’espèce la plus répandue. Elle reste majoritairement bénigne 

mais peut, dans quelques cas, causer des complications (Baird, 2014; Demissie and Ketema, 2016; Quispe et 

al., 2014), voire entraîner la mort (Baird, 2013). Cette espèce n’est quasiment pas présente en Afrique due 

à une immunité anti-P. vivax présente dans la population. En revanche, elle est présente en Amérique latine 

et en Asie. 

 P. simium (Figure 4 [F]) : récemment, 28 cas d’infections à P. simium ont été confirmés chez des autochtones 

de la région de la forêt Atlantique de l’état de Rio de Janeiro au Brésil (Brasil et al., 2017). On ne peut pas 

considérer cette espèce comme une espèce plasmodiale humaine mais cette étude met en avant une 

nouvelle transmission zoonotique possible du singe à l’Homme, retraçant le schéma observé en Asie du sud-

est avec P. knowlesi (Grigg and Snounou, 2017). 

 

2.4. Le vecteur 

Chez les mammifères, le vecteur du paludisme est un moustique hématophage du genre Anopheles (An.) 

dont l’espèce varie en fonction de l’hôte. Pendant la période de gestation, les moustiques femelles, qui se 

nourrissent normalement de nectars de fruits, ont besoin d’un apport protéique important pour la formation de 

leurs œufs. C’est pourquoi, seules les femelles piquent les vertébrés à la recherche de sang frais contenant les 

protéines nécessaires au développement de leurs descendances. Les moustiques mâles ne sont pas des vecteurs 

du paludisme. 

Chez l’Homme, une cinquantaine d’espèces d’anophèles sont capables de transmettre Plasmodium 

(revue : Pages et al., 2007). L’étude du comportement du vecteur est un aspect non négligeable à prendre en 
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compte, car il permet de comprendre les conditions de transmission de la maladie et de mettre en œuvre des 

moyens de lutte antivectorielle. Ainsi, pendant la saison des pluies, certaines espèces piquent préférentiellement 

les Hommes ou les animaux, le jour ou la nuit, à l’extérieur des habitations ou à l’intérieur. Tous ces facteurs 

permettent de mettre en place des moyens de préventions pour les populations endémiques afin de limiter les 

infections.  

La distribution géographique des anophèles n’est pas la même à la surface du globe (Figure 5). En effet, 

la topographie, la température, et les comportements du moustique sont des éléments qui vont définir leur 

répartition. En France, 3 espèces d’anophèles, potentiellement capables de transmettre le paludisme, sont 

présentes : An. atroparvus, An. labranchiae et An. messeae. 

FIGURE 5 : REPARTITION MONDIALE DES ANOPHELES.  
Les moustiques du genre Anopheles sont largement répartis à travers le monde. On ne retrouve pas les mêmes espèces aux 
mêmes endroits et certains moustiques cohabitent dans les mêmes régions, notamment en Afrique et en Asie.  D’après 
Malaria Atlas Project (MAP). 

 

3. Modes de transmission chez l’Homme 

Chez l’Homme, 3 modes de transmission de Plasmodium sont possibles : 

(1) La transmission par le vecteur, l’anophèle femelle, est la forme de transmission la plus courante. 

(2) La transmission par transfusion sanguine. Dans ce cas, les GRi contenant des formes asexuées sont 

directement transférés à un nouvel hôte. Le parasite va être exempté de la phase hépatique mais va 

continuer son cycle intra-érythrocytaire au sein du receveur. Les personnes receveuses, généralement en 

état d’immunodépression, sont exposées à un risque infectieux potentiellement mortel. 
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(3) La transmission in utero, de la mère à l’enfant, lorsqu’une femme enceinte contracte le paludisme 

(paludisme congénital). Le parasite peut être présent dans le placenta, le sang du cordon ombilical et/ou le 

sang du fœtus (Schwetz and Peel, 1934). Ceci peut aboutir à un retard de croissance du fœtus, un 

accouchement prématuré, un faible poids à la naissance ou une anémie chez le nourrisson. L’issue peut 

également être fatale avec une fausse couche spontanée ou un enfant mort-né. 

 

4. Chimioprophylaxie et vaccin  

Les traitements préventifs contre le paludisme sont les mêmes que les traitements curatifs. De manière 

générale, les molécules utilisées contre Plasmodium sont la chloroquine, la quinine, le proguanil, la méfloquine, 

la doxycycline, les dérivés de l’artésunate et l’association sulphadoxine-pyriméthamine. Ces molécules ont des 

cibles différentes chez le parasite. Cependant, en fonction de la zone d’endémicité, les parasites peuvent 

présenter des résistances contre certaines molécules antipalustres, le traitement préventif et/ou curatif n’est 

donc pas le même en fonction des zones géographiques. Aujourd’hui, toutes les molécules thérapeutiques 

existantes sont sujettes à des résistances (Cui et al., 2015). 

En ce qui concerne les stratégies vaccinales, plusieurs vaccins ou candidats sont développés. Ils ont pour 

cibles différents stades du cycle parasitaire (pré-érythrocytaire, érythrocytaire sexuée ou asexuée). Le vaccin 

candidat RTS,S/AS01 (MosquirixTM), développé par le laboratoire GSK (Glaxosmithkline), est celui le plus avancé 

contre P. falciparum et sera entre 2018 et 2020 administré dans le cadre d’un programme pilote aux trois pays 

d’Afrique Ghana, Kenya et Malawi (Coelho et al., 2017). Ce vaccin cible les parasites au stade sporozoïte et les 

essais de phase III ont montré une diminution des signes cliniques du paludisme chez 26% des jeunes enfants de 

l’étude ayant reçu 3 doses de RTS,S. Une quatrième dose, administré 18 mois après la première réduit de 39% 

les cas cliniques (Rts, 2015). 

 

5. Physiologie des manifestations cliniques du paludisme chez l’Homme 

5.1. Accès simple 

L’accès palustre simple ou paludisme simple se définit cliniquement par des symptômes de type 

« grippe » :  

 Fièvre brutale : avec la particularité d’apparaître tous les 2 jours, lors d’une infection à P. falciparum, P. 

vivax ou P. ovale (on parle de fièvre tierce) ; ou tous les 3 jours, lors d’une infection à P. malariae (on 

parle de fièvre quarte) ; 

 Malaise général avec myalgies ; 

 Maux de tête ; 

 Frissonnements et diaphorèse ; 

 Accompagnés parfois de troubles digestifs (douleurs abdominales, nausées, vomissements…). 
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Physiologiquement, ces symptômes sont les conséquences de la rupture massive des GRi lors de la 

croissance exponentielle des parasites pendant le cycle intra-érythrocytaire et de la réponse immunitaire de 

l’hôte infecté.  

En effet, lorsque le mérozoïte a pénétré dans le GR, le parasite se nourrit de l’hémoglobine qui contient 

les acides aminés nécessaires à son développement. Cependant, le fer contenu dans l’hème, qui ne peut être 

digéré, est stocké sous forme d’hémozoïne, ou pigment malarique, dans la vacuole digestive. Lors de la rupture 

du GRi, les mérozoïtes et l’hémozoïne vont être libérés dans le sang. L’hémozoïne a une action pyrogène et active 

le système immunitaire, ce qui explique les fièvres tierces avec P. falciparum, P. ovale et P. vivax, qui ont un cycle 

de développement intra-érythocytaire de 48h, et la fièvre quarte avec P. malariae, dont la durée du cycle est de 

72h. La durée du cycle asexué coïncide avec les poussées de fièvre intermittentes.  

 

5.2. Accès grave 

Comme il a été évoqué, P. falciparum est l’espèce plasmodiale la plus virulente. Ceci est dû au fait que 

cette espèce provoque des accès palustres graves (encore appelés sévères ou pernicieux). En 2000, l’OMS a ré-

évalué les critères de sévérité du paludisme afin de permettre une meilleure assistance clinique aux patients 

(Beales et al., 2000). 

Un patient est considéré comme faisant un accès grave s’il présente au moins l’un des symptômes 

cliniques ou physiologiques listés dans le tableau 1. 

 

TABLEAU 1 : MANIFESTATIONS SEVERES DU PALUDISME A P. FALCIPARUM SELON L’OMS (2000). 

Manifestations cliniques Manifestations physiologiques 

Détresse respiratoire 
Anémie sévère  

(hémoglobine < 7g/dL, hématocrite < 20%) 

Œdème pulmonaire 
Hypoglycémie  

(glycémie < 2,2mmol/L) 

Saignements anormaux 
Acidose  

(bicarbonates plasmatiques < 15mmol/L, ou acidémie avec pH < 7,35) 

Jaunisse 
Hyperlactatémie  

(lactates plasmatiques > 5mmol/L) 

Prostration 
Altération rénale  

(créatininémie > 265µmol/L ou urée sanguine > 17mmol/L et diurèse < 400mL/24h) 

Conscience altérée Hyperparasitémie  
(parasitémie > 4%) 

Convulsions 
 
 

Atteinte cérébrale : neuropaludisme (ou paludisme cérébral) 

Coma 

 
 

Le neuropaludisme et l’anémie sévère, sont des complications majeures du paludisme à P. falciparum. 

Basées au départ sur des études anatomopathologiques post-mortem réalisées chez des patients décédés de 

neuropaludisme, de très nombreuses recherches ont été développées pour en étudier la physiopathologie. 
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Néanmoins, d’autres tissus, que le cerveau et le sang, peuvent être touchés lors d’un accès sévère : les poumons, 

le foie, les reins et la rate.  

Plusieurs théories, probablement complémentaires sont actuellement retenues : 

 La cytoadhérence des GRi. P. falciparum a la particularité de provoquer la formation de protubérances 

(« knobs ») à la surface des GRi lors de l’exportation de ses protéines parasitaires à la surface de la cellule 

hôte. Ces « knobs » constituent une jonction entre le GRi et l’endothélium vasculaire (Sharma, 1991). Il existe 

aussi d’autres facteurs parasitaires ou endothéliaux favorisant la cytoadhérence. Les facteurs 

parasitaires étant PfEMP1 et PfEMP2 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1 et -2), 

KAHRP (knob-associated histidine rich protein), RESA (ring-associated erythrocyte surface antigen), PfHRP1, 

PfHRP3 (Plasmodium falciparum histidine-rich-protein-1/ -3); et ceux de la cellule endothéliale : ICAM-1, 

ICAM-2 (intercellular adhesion molecule-1/ -2), PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1), 

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), E- et P-sélectine, αVβ3 intégrine, CD36 et CD23 (cluster-

determinant 36/ 23) (Alister et al., 2012). 

De plus, des GR sains peuvent également adhérer aux GRi (par des facteurs tels que CR-1 ou CD36), formant 

ce que l’on appelle des « rosettes ». Ceci aboutit à la séquestration et l’accumulation de GRi et de GR sains 

dans la microcirculation de différents organes. Ce phénomène peut engendrer l’occlusion des micro-

vaisseaux conduisant à une hypoxie locale et provoquant des atteintes pulmonaires, rénales, et/ou 

cérébrales. 

 

 La libération massive de microparticules. Les microparticules sont des vésicules extracellulaires 

(microvésicules de 0,1 à 1 µm) émises par les cellules présentes dans la circulation sanguine. Elles portent à 

leur surface les antigènes de leurs cellules d’origine (Combes et al., 2004) et fonctionnent comme messagers. 

Elles participent à l’adhérence, aux interactions cellulaires, à la signalisation ou encore à l’inflammation 

(Faille et al., 2009). Lors d’un paludisme cérébral, un nombre très élevé de microparticules est retrouvé dans 

le plasma des patients (Combes et al., 2005). D’autre part, une étude in vivo a montré qu’il était possible 

d’induire les symptômes du neuropaludisme chez des souris en leur injectant des microparticules issues du 

plasma de souris atteintes d’un paludisme cérébral (El-Assaad et al., 2014). 

 

 L’inflammation due aux cytokines pro-inflammatoires. Certaines cytokines pro-inflammatoires comme 

l’interleukine 6 (IL-6), l’interleukine 1 (IL-1) et l’interféron gamma (IFNγ) favorisent la fièvre et/ou l’apparition 

d’un neuropaludisme, en induisant l’expression de molécules d’adhérence, comme ICAM-1, CD36, VCAM-1 

et ELAM-1 à la surface des endothélium (Pasloske and Howard, 1994). Le Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα) 

est également un facteur pyrogène stimulé par la libération de l’hémozoïne, responsable de l’hypoglycémie, 

des troubles de la coagulation et de la régulation du récepteur ICAM-1 (Olivier et al., 2014). La production 

accrue de ces cytokines contribue au développement d’un accès palustre sévère (Schofield and Grau, 2005). 
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Bien que les atteintes sévères soient très majoritairement causées par P. falciparum, certaines ont pu 

être observées avec les autres espèces P. knowlesi  (Cox-Singh et al., 2010; Fatih et al., 2012; Taylor et al., 2012a), 

P. malariae (da Silva et al., 2017), P. ovale (Facer and Rouse, 1991; Imbert et al., 2009; Lemmerer et al., 2016; 

Zidouh et al., 2017) et P. vivax (Alister et al., 2012; Anstey et al., 2007; Horvath and Murray, 2008; Kenangalem 

et al., 2016; Navarro et al., 1989; Tan et al., 2008).  

 

6. Modifications physiopathologiques induites par Plasmodium falciparum 

6.1. Modifications du globule rouge 

Une fois à l’intérieur de l’érythrocyte, le parasite modifie progressivement la membrane de sa cellule-

hôte. Il crée un réseau de transport qui lui permet d’une part d’exporter des protéines parasitaires à la surface 

de l’érythrocyte et d’autre part, d’échanger des lipides avec la membrane de la cellule-hôte (Hsiao et al., 1991). 

Chez P. falciparum, l’exportation de protéines parasitaires est associée à la formation des « knobs » et à la 

cytoadhérence des GRi par les formes mûres du parasite (trophozoïtes âgés et schizontes) et des GR sains dans 

les vaisseaux sanguins. La séquestration des GRi permet au parasite d’échapper à la clairance mécanique et 

immunitaire effectuée par la rate.  

Par ailleurs, les phospholipides membranaires du GR vont eux aussi être modifiés. Le feuillet externe de 

la membrane de l’érythrocyte contient une forte proportion de phosphatidylcholine (PC) et de sphingomyéline 

(SM), tandis que le feuillet interne est riche en phosphatidylsérine (PS) et en phosphatidyléthanolamine (PE). Les 

phospholipides du feuillet interne contiennent une forte proportion d’acides gras poly-insaturés (PUFA – 

polyunsaturated fatty acid). L’infection palustre cause une diminution de la proportion de PUFA, en particulier la 

diminution des acides linoléique (C18:2), arachidonique (C20:4) (AA) et docosahexaénoïque (C22:6) (DHA), et 

une augmentation en acide oléique (C18:1) (Hsiao et al., 1991). Ces changements vont induire des modifications 

de la perméabilité de la membrane érythrocytaire et laisser l’accès aux métabolites de faible poids moléculaire, 

comme des acides aminés, des ions organiques ou inorganiques et des vitamines ; mais ils vont également induire 

des modifications des propriétés physiques du GR comme sa déformabilité et sa souplesse (Glenister et al., 2002; 

Shelby et al., 2003). 

 

6.2. Le sang 

La phase de schizogonie érythrocytaire entraîne une hémolyse en partie responsable d’une anémie qui 

s’installe progressivement. L’hème libéré est principalement catabolisé en biliverdine puis en bilirubine par la 

rate et transportée dans le foie où elle est transformée en pigment biliaire.  La destruction massive des GR 

entraîne un excès d’hémoglobine qui sera éliminé dans les urines entraînant une hémoglobinurie et une 
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biliverdinurie, rendant compte d’un disfonctionnement de ces organes. D’autre part, la libération de l’hémozoïne 

lors de l’éclatement du GR est en partie responsable de la fièvre. L’hémozoïne est phagocytée par les monocytes-

macrophages et les polynucléaires neutrophiles (leucocytes mélanifères). 

Au cours d’un accès palustre, on observe aussi une thrombopénie, perturbation biologique due à la 

séquestration des plaquettes. Les mécanismes régissant la séquestration sont mal connus, probablement 

immunologiques. 

 

6.3. Changements macroscopiques : splénomégalie et hépatomégalie 

Dans les zones endémiques, les infections plasmodiales à répétition (paludisme chronique) peuvent 

entraîner une augmentation du volume hépatique (hépatomégalie) et/ou du volume de la rate (splénomégalie). 

Ces changements macroscopiques sont les conséquences d’une hyperactivité du foie et de la rate, de la 

congestion et de l’activité phagocytaire intense. En ce qui concerne la splénomégalie, on en distingue deux types 

: la splénomégalie palustre hyper-réactive et le lymphome tropical splénique à lymphocytes villeux (Dascalescu 

et al., 2005). Le second type étant une complication du premier. Certains cas de splénomégalie grave peuvent 

aboutir à une splénectomie (Dascalescu and Najman, 2005). 

    

7. Immunité anti-Plasmodium  

7.1. Résistance innée contre Plasmodium 

7.1.1. Groupe sanguin Duffy-négatif 

L’antigène Duffy est une glycoprotéine servant de récepteur à la surface des réticulocytes pour P. vivax, 

permettant ainsi son entrée dans la cellule hôte (Barnwell et al., 1989). Dans certaines zones endémiques 

d’Afrique de l’Ouest, de l’Afrique Centrale et de l’Amérique du sud, une forte proportion des populations sont 

de groupe sanguin Duffy-négatif. Jusqu’à récemment, les populations ne présentant pas l’antigène Duffy étaient 

considérées comme naturellement immunisés contre les infections à P. vivax  (Miller et al., 1976; Young et al., 

1955). Cependant, plusieurs études ont montré que des individus Duffy-négatif pouvaient être infectés par cette 

espèce plasmodiale (Menard et al., 2010; Mendes et al., 2011; Ryan et al., 2006; Zimmerman, 2017). A l’heure 

actuelle, on ne sait pas s’il s’agit d’une adaptation récente des parasites ou si l’absence de détection de P. vivax 

chez les individus Duffy-négatif était erronée (Gunalan et al., 2018).   
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7.1.2. Quelques hémoglobinopathies protectrices 

Le GR a une importance capitale dans l’infection palustre, il est le siège du développement de stades 

asexués et sexués. Au cours de sa maturation en schizonte dans les hématies, le parasite se nourrit de 

l’hémoglobine. L’hémoglobine est constituée de deux chaînes α de globine (codées par deux gènes du 

chromosome 16) et deux chaînes β de globine (codées par un gène du chromosome 11). Chaque chaîne de 

globine est liée à un groupement hème contenant un atome de fer servant à capter une molécule de dioxygène 

(Figure 6).  

Des mutations sur les gènes codant les chaînes de globine peuvent affecter leur structure (cas de la 

drépanocytose) ou leurs mécanismes de synthèse (cas des thalassémies), avec des conséquences 

physiopathologiques importantes. 

 

FIGURE 6 : STRUCTURE DE L’HEMOGLOBINE.  

A gauche : Chaines de globines α et β (en marron clair et foncé) contenant chacune un hème = association d’un groupement 
prosthétique (en rouge) à un atome de fer (en vert).  A droite : structure de l’hème. D’après Marieb, Anatomie et physiologie 
humaine, 6ème Ed., 2005, p. 668. 

 

7.1.2.1. Drépanocytose hétérozygote et paludisme 

La drépanocytose est une maladie causée par une mutation sur le gène codant la chaîne de globine β, 

on parle d’hémoglobine S (HbS) (pour sickle en anglais, signifiant faucille) donnant au GR une forme particulière 

en faucille. La forme homozygote de cette pathologie est délétère et provoque de graves anémies et des 

désordres hématologiques ; tandis que la forme hétérozygote peut engendrer des accès anémiques rares. Chez 

les hétérozygotes, environ la moitié des GR contient de l’HbS. 

La drépanocytose ne protège pas contre l’infection à Plasmodium mais confère une résistance à la 

maladie, notamment contre les accès pernicieux, par la réduction de l’exposition à la membrane de la protéine 
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de surface PfEMP-1 impliquée dans la cytoadhérence, la production d’hème-oxygénase-1, empêchant 

l’accumulation de l’hème libre circulant et l’inhibition de la réponse pathogénique des lymphocytes T CD8+ (Bunn, 

2013; Ferreira et al., 2011). 

 

7.1.2.2. Thalassémies et paludisme 

Les thalassémies (α-thalassémie et β-thalassémie) constituent un groupe de désordres hématologiques 

dont la particularité est l’absence ou la diminution de la synthèse d’une ou plusieurs chaînes de globine. 

De la même manière que pour la drépanocytose, les thalassémies ne protègent pas de l’infection 

palustre mais induisent par exemple, la diminution : des invasions des parasites dans les GR (Brockelman et al., 

1987; Bunyaratvej et al., 1992; Chotivanich et al., 2002), les accès graves (Krause et al., 2012; May et al., 2007; 

Mockenhaupt et al., 2004), la formation des rosettes et la cytoadhérence (Butthep et al., 2006; Carlson et al., 

1994; Krause et al., 2012; Udomsangpetch et al., 1993). Bien que la protection contre les formes sévères soit 

connue, la protection contre les accès simples n’est pas claire. Certaines études montrent que l’α-thalassémie 

induit une diminution de l’incidence du paludisme (Enevold A. et al., 2008; Williams et al., 2005) ; tandis que 

d’autres ne notent pas de corrélation (Taylor et al., 2012b; Wambua et al., 2006) ou observent une augmentation 

de l’incidence (Williams et al., 1996). 

D’autres hémoglobinopathies (hémoglobine C, hémoglobine E) ainsi que certaines déficiences 

enzymatiques (glucose-6-phosphate déshydrogénase, pyruvate kinase), protègeraient contre les accès graves du 

paludisme (Goheen et al., 2017). 

 

7.2. Prémunition acquise dans les zones endémiques  

Dans les zones endémiques où la population est exposée de manière continue aux parasites (infections 

chroniques), une prémunition peut s’établir (Obi et al., 2010). Les populations recevant des piqûres infestantes 

vont se contaminer avec le parasite mais les symptômes vont s’atténuer voire disparaître (porteur 

asymptomatique). D’autre part, la mortalité associée est quasiment nulle. Ce mécanisme d’adaptation, bien que 

favorable pour les individus vivant en zone de forte endémie, contribue toutefois à la propagation du paludisme 

dans la mesure où ils constituent un réservoir de gamétocytes pour les moustiques. Par ailleurs, cette 

prémunition peut disparaître si le sujet n’est plus en contact avec le parasite. Ce mécanisme de perte de 

prémunition n’est pas connu. 
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7.3. Réponse immunitaire de l’hôte lors d’un accès palustre 

Le cycle de vie de Plasmodium est complexe. Il fait intervenir 2 hôtes, au sein desquels les formes 

parasitaires se succèdent pour que le parasite accomplisse un développement complet. Chez l’hôte vertébré 

mammifère, le système immunitaire réagit dès la piqûre infestante du moustique et va engendrer des 

mécanismes de défense contre toutes les formes parasitaires. De nombreuses cellules et cytokines participent 

activement à la défense et/ou à la pathogénèse du paludisme.  

La réponse immune débute par l’interaction des PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), 

antigènes présents à la surface des pathogènes, avec les récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor), présents 

à la surface de toutes les cellules de l’immunité innée, initiant la première ligne de défense immunitaire 

(immunité innée). Environ 7 jours plus tard, une réponse immunitaire adaptative se met en place pour répondre 

plus spécifiquement à l’infection.  

En début d’infection, la réponse précoce de l’immunité innée met en jeu les polynucléaires neutrophiles 

(PNN), les monocytes, les macrophages et les cellules NK (pour Natural Killer). Puis, lorsque l’immunité 

adaptative est en place, les lymphocytes T (LT) et B (LB) participent activement à l’élimination du parasite. Ces 

mécanismes, pas toujours élucidés, sont complexes et dépendent les uns des autres. 

 

7.3.1. Rôles des polynucléaires neutrophiles (PNN) 

Les PNN ont la capacité de phagocyter et de tuer les sporozoïtes (Mac-Daniel et al., 2014), les mérozoïtes 

et les GRi (Metzger et al., 1995; Sun and Chakrabarti, 1985). Lors d’un contact avec le parasite, le PNN s’active et 

l’internalise dans un phagosome. Là, deux évènements successifs entraînent la mort parasitaire (Klebanoff, 1999) 

: les sous-unités de la NAPDH oxydase présentes dans le phagosome s’assemblent et transfèrent des électrons à 

l’oxygène formant des anions superoxydes qui dismutent en dioxygène et peroxyde d’hydrogène. Ces trois 

éléments sont appelés formes réactives de l’oxygène (ROS – Reactive Oxygen Species ; (Hampton et al., 1998). 

Les ROS sont délétères pour le pathogène. Puis, deuxièmement, les granules neutrophiliques fusionnent avec le 

phagosome relarguant des enzymes et des peptides anti-microbiens, aboutissant à la mort du parasite. In vitro, 

il a été montré que l’activité phagocytaire des PNN envers les mérozoïtes est augmentée en présence des 

cytokines INFγ, TNFα et IL-1β (Kumaratilake and Ferrante, 2000). De plus, l’inhibition de Plasmodium en culture 

dépend du rapport PNN/GRi.  Un fort ratio inhibe la croissance des parasites (Kharazmi and Jensen, 1984). 

Cependant, malgré les évidences actuelles du rôle phagocytaire des PNN dans la mort parasitaire, la contribution 

de ces cellules à la clairance du parasite in vivo n’est pas claire. Il semblerait que les PNN jouent un rôle protecteur 

durant la phase précoce de l’infection, mais aussi qu’ils pourraient participer à la pathogénèse des accès 

pernicieux au cours de la phase tardive de l’infection (revue : Tannous and Ghanem, 2018). 

Les PNN peuvent également avoir une action via la formation d’un réseau neutrophilique de fibres 

extracellulaires (NETs – Neutrophil extracellular traps). Ce processus est appelé nétose. Pour former des NETs, la 

membrane nucléaire du neutrophile se dissout et la chromatine se mélange aux granules cytoplasmiques. Puis 
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des réseaux de chromatine associée à des protéines granulaires adhérentes sortent de la membrane plasmique 

en formant des fibres extracellulaires. Ce réseau constitue un moyen de défense extracellulaire impliqué dans la 

destruction des bactéries Gram- et Gram+ et certains champignons (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2007; 

Urban et al., 2006). Dans le paludisme, l’acide urique et l’hémozoïne contenus dans le GRi sont libérés après 

rupture de la cellule. Ces cristaux ainsi que le contact direct des PNN avec les parasites vont induire la formation 

de NETs (Schorn et al., 2012). Ces réseaux neutrophiliques circulent dans le sang et ont la capacité d’adhérer aux 

mérozoïtes et aux trophozoïtes (Baker et al., 2008), inhibant ainsi leur propagation. Mais ce mécanisme de 

défense est également à l’origine de la production d’anticorps antinucléaire provoquant l’activation d’une auto-

immunité envers l’ADN double brin exposé par les réseaux extracellulaires (Baker et al., 2008), et il semble qu’il 

puisse participer au paludisme sévère (revue : Boeltz et al., 2017). La formation de NETs est un mécanisme mis 

en place par l’organisme dans l’élimination des pathogènes mais qui peut conduire à des défaillances d’organes 

en l’absence de mécanismes de contre-régulation (Lögters et al., 2009).  

 

7.3.2. Rôles des cellules Natural Killer (NK) 

Durant l’infection palustre, l’activation des cellules NK dépend de différents facteurs comme la présence 

des IL-12 et -18 (Artavanis-Tsakonas et al., 2003), ou un contact direct avec les macrophages (Newman et al., 

2006) ou les GRi (Artavanis-Tsakonas et al., 2003). Ces cellules sont capables d’éliminer les GR et les hépatocytes 

parasités de manière directe, par cytotoxicité, ou de manière indirecte, via la production de cytokines. Au cours 

de la phase précoce, la sécrétion d’IFNγ par les cellules NK contribue au contrôle de la parasitémie et à la clairance 

parasitaire (Stegmann et al., 2015) et confère ainsi une protection contre le paludisme. Cette production permet 

également l’activation des lymphocytes T CD4+ (Choudhury et al., 2000; Mohan et al., 1997) et des cellules 

phagocytaires. 

Par ailleurs, le rôle anti-Plasmodium des cellules NK est hétérogène au sein des individus et dépend des 

haplotypes des récepteurs inhibiteurs KIR (Killer cell Ig-like Receptor) et de ceux du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) (Yindom et al., 2010). 

 

7.3.3. Rôles des monocytes et des macrophages 

Les monocytes et les macrophages sont des cellules phagocytaires qui ont la capacité d’« apprêter » 

l’antigène en vue de sa présentation aux lymphocytes T auxiliaires CD4+ via le complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II (CMH-II). On parle de cellule présentatrice d’antigène (CPA). Ce processus 

d’apprêtement résulte de la fragmentation des protéines exogènes, puis de l’association de ces fragments à des 

molécules du CMH-II formant un complexe peptide/ CMH-II, qui va être exposé à la surface des CPA. 
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In vitro, l’IFNγ produit par les cellules NK permet la phagocytose des mérozoïtes et des GRi par les 

macrophages (Mota et al., 1998). En plus de leur fonction de CPA et de leur capacité à réguler les cytokines, les 

monocytes et les macrophages peuvent internaliser et détruire les GRi via l’opsonisation des cellules infectées 

(Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Mota et al., 1998; Stevenson and Riley, 2004). L’activation des macrophages 

augmente leur production de cytokines, l’infiltration cellulaire, la séquestration des GRi ainsi que la formation de 

microparticules (Schofield and Grau, 2005).  

Toutefois, il a été démontré que l’accumulation d’hémozoïne dans les monocytes et les macrophages 

pouvait être délétère pour ces cellules et entraîner la perte de leurs fonctions (Schwarzer et al., 1998; Schwarzer 

et al., 1992). 

 

7.3.4. Rôles des lymphocytes T et B 

Les LT et les LB sont des cellules de l’immunité adaptative qui agissent de manière ciblée vis-à-vis d’un 

pathogène, après un processus de sélection clonale. Au sein des LT on distingue :  

 Les populations LT CD4+ (lymphocytes auxiliaires ou « helper »), elles-mêmes composées, entre autres, des 

T helper 1 (Th1) et T helper 2 (Th2). La différence est fonctionnelle, basée sur le profil cytokinique produit 

par ces cellules. Les Th1 produisent majoritairement de l’IFNγ, du TNFα et de l’IL-2. Les Th2 ont une sécrétion 

majoritaire d’IL-4, d’IL-5, d’IL-6, d’Il-10 et d’IL-13 (Romagnani, 1999). Par ailleurs, ces deux réponses sont 

antagonistes : l’IFNγ bloque le développement de la réponse Th2. Et la production d’IL-4 bloque la réponse 

Th1 ; 

 Et les populations LT CD8+ (lymphocytes cytotoxiques). 

Les LT induisent une réponse immunitaire dite « cellulaire ». Les LB induisent une réponse humorale, se 

caractérisant par la production d’anticorps (Ac). Après sélection et expansion clonale, une partie des LB se 

différencie en LB mémoires et une autre partie constitue un pool de plasmocytes sécréteurs d’Ac. Lorsque les Ac 

spécifiques reconnaissent l’Ag, ils forment un complexe immun qui sera internalisé puis détruit par les cellules 

phagocytaires.  

 

7.3.4.1. Immunité anti-Plasmodium à médiation cellulaire 

Durant la phase exo-érythrocytaire, les hépatocytes infectés vont présenter des antigènes parasitaires 

à leur membrane sous forme de complexes avec le CMH-I, complexes reconnus par le TCR (T-cell receptor) des 

LT CD8+ (Weiss et al., 1990). Cette reconnaissance va induire l’apoptose des cellules infectées (Bjorkman et al., 

1987). D’autre part, ces LT cytotoxiques sécrètent de l’IFNγ, qui active l’oxyde nitrique synthétase à l’origine de 

la production d’oxyde nitrique, impliqué dans la destruction des parasites (Nardin and Nussenzweig, 1993).  
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Durant la phase érythrocytaire, l’immunité à médiation cellulaire fait intervenir une réponse Th1 

soutenue qui laisse place, plus tardivement, à une réponse Th2. Cette réponse Th1 est stimulée par l’IFNγ sécrété 

par diverses cellules et diminue au fur et à mesure que la parasitémie décroit (Taylor-Robinson et al., 1993). La 

production d’IFNγ active les macrophages et stimule l’activité des LT CD8+. In vivo, il a été montré que les souris 

présentant une faible sécrétion d’INFγ succombaient à l’infection car une réponse Th2 précoce se met en place 

au détriment de la voie Th1 (Torre et al., 2002; Xu et al., 2002). Les lymphocytes Th1 sont impliqués dans 

l’augmentation de la production d’Ac (principalement les immunoglobulines (Ig) de type G1 et G3, chez 

l’Homme ; et les IgG2a et IgG3 chez la souris) par les LB, permettant l’opsonisation et la phagocytose des cellules 

infectées. Les lymphocytes Th2 promeuvent la production d’IgG4 chez l’Homme, et d’IgG1 chez la souris (Wipasa 

et al., 2002).  

Les cytokines produites au cours de l’infection permettent également l’activation d’autres cellules 

effectrices, comme les NK, actives dans l’élimination des parasites. D’autre part, il a été montré chez la souris 

que les LT CD4+ peuvent à eux seuls conférer une protection contre l’infection et contrôler la parasitémie en 

absence de LB (van der Heyde et al., 1994). 

 

7.3.4.2. Immunité humorale anti-Plasmodium  

Tout au long de l’infection, les deux principaux rôles de la réponse humorale sont la production d’Ac 

spécifiques des antigènes parasitaires et le passage d’une réponse Th1 à une réponse Th2. 

Bien que les LT CD4+ soient capables de contrôler la parasitémie, la présence des LB est cruciale pour 

l’orientation vers une réponse Th2 et la résolution de l’infection (Langhorne et al., 1998; Taylor-Robinson et al., 

1993). De plus, les modèles murins du paludisme ont permis d’établir que la déplétion en LB induisait des 

recrudescences chroniques (von der Weid et al., 1996). 

La prémunition observée dans les populations endémiques est imputée aux Ac protecteurs dirigés 

contre la protéine PfEMP1 (Bull et al., 1998). D’autre part, le degré de protection immunitaire est corrélé avec le 

niveau d’Ac dirigés contre les antigènes des formes parasitaires asexuées, aussi bien chez l’Homme (Astagneau 

et al., 1995) que chez la souris (Hirunpetcharat et al., 1997). 

 

7.3.5. Rôles des cytokines 

Les cytokines constituent une large famille de petites protéines produites par les cellules immunitaires 

ou autres, et sont considérées comme des éléments à part entière du système immunitaire. Elles sont impliquées 

dans de nombreux processus cellulaires comme l’inflammation, la réparation tissulaire, l’angiogenèse, la défense 

contre les pathogènes (revue : Feldmann, 2008), en constituant des réseaux de signalisation à travers tout 

l’organisme.   
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7.3.5.1. Les cytokines pro-inflammatoires 

Parmi les nombreuses cytokines pro-inflammatoires participant à la réponse immunitaire anti-

Plasmodium, l’IL-12, l’IFNγ et le TNFα sont les plus importantes. 

L’IL-12 : cette cytokine est sécrétée majoritairement par les cellules phagocytaires 

(monocytes/macrophages, cellules dendritiques et PNN). Elle induit la production d’IFNγ par les cellules NK et 

les LT (Agudelo et al., 2012; Stevenson and Riley, 2004), l’enclenchement de la réponse Th1 (Romagnani, 1999; 

Romani et al., 1997) et stimule la production d’Ac par les LB (Crutcher et al., 1995). Cette cytokine permet 

également la différenciation des LT CD4+ en cellules Th1 (O'Garra and Arai, 2000). D’autre part, de fortes 

concentrations en IL-12 modulent l’activité des macrophages, induisant une destruction des GR et une 

dysérythropoïèse (Crutcher et al., 1995; Luty et al., 2000). 

L’IFNγ : produit majoritairement par les cellules NK et les LT (CD4+ & CD8+), il permet l’activation des 

PNN (Kumaratilake et al., 1991), des monocytes et des macrophages (Kumaratilake and Ferrante, 1994). Au stade 

pré-érythrocytaire (phase hépatique) de la maladie, l’IFNγ inhibe le développement des parasites (Schofield et 

al., 1987). Une étude a montré que des individus faisant un accès grave sécrétaient peu d’IFNγ comparés à ceux 

faisant un accès simple (Luty et al., 1999). De la même manière, les individus moins susceptibles à l’infection 

sécrètent des quantités importantes d’IFNγ (McCall and Sauerwein, 2010). D’autre part, cette cytokine confère 

chez l’Homme une protection contre la réinfection (Luty et al., 1999).  

Le TNFα : Produit par les macrophages après leur activation, le TNFα est détecté dans la circulation des 

patients (Grau et al., 1989; Kwiatkowski et al., 1990) et inhibe la croissance du parasite durant le cycle intra-

érythrocytaire (Cruz et al., 2016). Une étude a également montré que le TNFα issu de patients ou de souris 

infectées empêchait le développement in vitro du parasite dans les hépatocytes (Depinay et al., 2011). Cette 

cytokine régule par ailleurs la production d’IL-12 par les macrophages et la production d’IFNγ par les cellules NK 

(Tripp et al., 1993). Cependant, une forte concentration de TNFα est également corrélée avec la sévérité de la 

maladie chez les patients impaludés (Singh et al., 2000). 

 

7.3.5.2. Les cytokines anti-inflammatoires 

Les cytokines anti-inflammatoires ont pour rôle la diminution de l’inflammation. Au cours du paludisme, 

l’IL-10, l’IL-4 et le TGFβ, ont un rôle prépondérant.  

L’IL-4 : Produit par les cellules Th2, l’IL-4 active les basophiles et les mastocytes. Cette cytokine stimule 

la croissance des cellules Th2 et inhibe la production d’IFNγ, induisant l’inhibition fonctionnelle des cellules Th1 

(Luty et al., 2000). 

L’IL-10 : Produit par les monocytes, les cellules Th2, les LB et les cellules dendritiques, l’IL-10 régule 

négativement l’action des macrophages, ce qui a pour conséquence d’inhiber la production d’oxide nitrique, la 

diminution de leur capacité à présenter l’Ag, l’inhibition de l’IFNγ, l’IL-6, le TNFα et le GM-CSF (Granulocyte-
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Macrophage Colony-Stimulating Factor) (Akdis and Blaser, 1999). Cette cytokine inhibe également la production 

de cytokines par les cellules Th1 et les LT CD8+ (Stevenson and Riley, 2004). Dans le plasma de patients atteints 

de paludisme sévère, de fortes concentrations d’IL-10 ont été mesurées (Wenisch et al., 1995) ; tandis que de 

faibles concentrations en IL-10 sont associées à une anémie sévère (Kurtzhals et al., 1998). D’autre part, une 

étude a montré que cette cytokine pouvait moduler le métabolisme du fer durant l’infection palustre en régulant 

l’hepcidine, l’hormone hépatique contrôlant la disponibilité du fer dans l’organisme (Huang et al., 2014).  

Le TGFβ (Transforming Growth Factor beta) : Produit par de nombreuses cellules comme les 

macrophages, les cellules NK, les LT, les LB et les cellules dendritiques, le TGFβ joue un rôle important dans la 

transition de la réponse pro-inflammatoire à la réponse anti-inflammatoire au cours de la phase aigüe et de la 

phase de résolution du paludisme (Tsunawaki et al., 1988). Une production précoce de TGFβ, en faible quantité, 

active les monocytes et les macrophages ce qui permet la phagocytose des parasites (Ferrante et al., 1990). 

Tandis que de fortes concentrations de TGFβ régulent négativement l’action des macrophages (Stevenson and 

Riley, 2004; Tsunawaki et al., 1988). D’autre part, une forte concentration de TGFβ précocement au cours de 

l’infection inhibe la production d’IFNγ et de TNFα et une faible concentration tardivement au cours de l’infection 

empêche le contrôle de la parasitémie due à une surproduction des cytokines produites par les cellules Th1 

(Omer et al., 2000).  
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7.3.6. Schéma récapitulatif de la réponse immunitaire de l’hôte au cours du 

paludisme  
 



42 
 

7.4. Mécanismes d’évasion de Plasmodium vis-à-vis de la réponse immunitaire de l’hôte 

Face au déploiement des diverses actions des cellules de l’immunité pour combattre l’infection, 

Plasmodium utilise deux moyens principaux pour échapper à la réponse immunitaire :  

La diversité antigénique : elle s’appuie sur deux phénomènes, l’un est le polymorphisme allélique 

résultant de mutations/recombinaisons génétiques, conduisant à l’existence de formes alternatives du gène 

codant pour un antigène ; l’autre est la variation antigénique, où une lignée clonale de parasites exprime 

successivement des formes alternatives d’un antigène sans modification de son génotype (Ferreira et al., 2004).   

La séquestration : elle est réalisée par les produits des familles multigéniques PfEMP-1, Var, Rifin et 

Stevor. Ces protéines permettent l’adhérence des GR parasités à l’endothélium vasculaire, ce qui se traduit par 

leur séquestration dans les microcapillaires de différents organes et leur évite d’être éliminés (clairance) par la 

rate (Gomes et al., 2016).    

 
 

8. Moyens d’étude du paludisme 

8.1. Espèces palustres humaines : études in vitro 

Les différentes phases du cycle biologique des espèces de Plasmodium infectant l’Homme ont été 

adaptées à la culture in vitro avec plus ou moins de succès. P. falciparum est la seule espèce pour laquelle les 

phases érythrocytaire et hépatique peuvent être maintenues en culture in vitro (Schuster, 2002).  

Il existe de nombreuses souches de P. falciparum, issues à l’origine de patients, adaptées depuis 

plusieurs années en laboratoire (Trager and Jensen, 1976), telles que : FcB1, originaire de Colombie, résistante à 

la chloroquine ; F32, souche de Tanzanie, sensible à la chloroquine ; HB3, originaire du Honduras, sensible à la 

chloroquine et la pyriméthamine etc. Ces souches permettent l’étude de la biologie et de la génétique du 

parasite, de l’activité antiparasitaire de molécules potentiellement thérapeutiques, et de l’immunité dans un 

contexte contrôlé. Toutefois, les études in vitro ne reproduisent pas la complexité des interactions possibles 

entre le parasite et son hôte, c’est pourquoi des modèles in vivo ont également été développés. 

 

 

8.2. Modèles animaux du paludisme : études in vivo 

Il existe différents modèles animaux du paludisme, utilisant le singe, le canari, le canard, le rat ou la 

souris. Ces hôtes sont infectés par des espèces plasmodiales différentes, qui leurs sont propres. La combinaison 

espèce-hôte/ espèce plasmodiale est décrite comme un modèle expérimental du paludisme.    
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8.2.1. Les modèles murins du paludisme 

Pour des raisons éthiques, économiques et pratiques, les modèles murins du paludisme sont les plus 

utilisés. Dans les années suivant la découverte par Vincke en 1948 que les parasites du paludisme infectent le 

rongeur Africain « thicket rat » (rat des fourrés), ces parasites ont été largement utilisés pour la recherche en 

laboratoire sur le paludisme. Quatre espèces plasmodiales ont ainsi été adaptées aux rongeurs de laboratoire : 

Plasmodium berghei (Vincke & Lips, 1948), Plasmodium chabaudi (Landau, 1965), Plasmodium vinckei (Rodhain, 

1952) et Plasmodium yoelii (Landau and Killick-Kendrick, 1966). Toutes les souches et les clones parasitaires 

utilisés en laboratoire sont issus de ces 4 espèces plasmodiales. Ils ont été adaptés au rat ou à la souris, mais ils 

ont l’inconvénient de ne pas pouvoir être maintenus in vitro. 

Ces espèces murines passent par les mêmes stades de développement que les espèces de Plasmodium 

humaines, avec qui elles présentent également de nombreuses similarités au niveaux génétique et phénotypique 

(Walliker et al., 1971). Cependant, chaque espèce plasmodiale murine a des caractéristiques qui lui sont propres 

(Tableau 2) (Stephens et al., 2012). Bien qu’un modèle animal unique ne reflète pas l’infection humaine, 

l’ensemble des modèles disponibles permet néanmoins une bonne compréhension des mécanismes 

immunitaires mis en jeu, de la pathogénèse des accès graves, et la découverte de molécules thérapeutiques 

potentielles.  

 

TABLEAU 2 : CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES DES PARASITES MURINS DU PALUDISME. 

 P. berghei P. chabaudi P. vinckei P. yoelii 

Longueur moyenne des sporozoïtes (µm) 11 11,7 14,7-21 14 

Diamètre moyen des schizontes hépatiques (µm) 27 38-45 35 35-50 

Durée de la schizogonie hépatique (heures) 50 52-53 53-61 43-50 

Durée de la schizogonie érythrocytaire (heures) 22-24 24 24 18 

Préférence érythrocytaire Réticulocytes Normocytes Normocytes Réticulocytes 

Synchronicité du cycle intra-érythrocytaire Asynchrone Synchrone Synchrone Asynchrone 

Nombre de mérozoïtes par schizonte 12-18 6-8 6-12 12-18 

Durée de la gamétogénèse (heures) 26-30 36 7 27 

D’après Stephens, Culleton & Lamb, (2012) « The contribution of Plasmodium chabaudi to our understanding of malaria », 

Cell. 

 

Le tableau 3 présente pour chaque modèle murin du paludisme, le niveau de sévérité de l’infection et 

le domaine d’utilisation expérimentale (Li et al., 2001). 
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TABLEAU 3 : NIVEAU DE SEVERITE ET DOMAINE D’UTILISATION DES PLASMODIUM MURINS EN FONCTION DE L’HOTE. 

Espèce de Plasmodium Souche Lignée de souris Niveau de sévérité Domaine d’utilisation expérimentale 

P. berghei 

ANKA 

BALB/c 

Létal 

Pathogénèse 

C57BL/6 Paludisme cérébral/ séquestration 

CBA  

K173 

BALB/c Pathogénèse 

CBA Contrôle du paludisme cérébral 

DBA  
C57BL/6  

P. chabaudi adami  
BALB/c 

C57BL/6 
Non létal Mécanismes immunitaires 

P. chabaudi chabaudi (P. 
c. chabaudi) 

864VD 
CBA 

Non létal 

Mécanismes immunitaires 

BALB/c Signes cliniques/ séquestration 

AS 

CBA  

C57BL/6 Mécanismes immunitaires 

BALB/c Signes cliniques/ séquestration 
129sv 

Létal 

 

A/J Pathogénèse 

DBA/2 
Chimiothérapie ; résistance et 

susceptibilité ; mécanismes immunitaires 

CB 
CBA 

Létal 
 

C57BL/6  

P. vinckei petteri CR 
C57BL/6 

Non létal 
Mécanismes immunitaires 

BALB/c  

P. vinckei vinckei  BALB/c Létal 
Chimiothérapie ; pathogénèse ; signes 

cliniques/ séquestration 

P. yoelii 

17XL 

CBA 

Létal 

Mécanismes immunitaires 
BALB/c  

C57BL/6  

DBA  

Swiss 
Pathogénèse ; paludisme cérébral/ 

séquestration 

YM 

CBA  
BALB/c Vaccination 

C57BL/6 Pathogénèse 
DBA Hypoglycémie 

17XNL 

CBA 

Non létal 

 

BALB/c Réponses immunitaires 
C57BL/6 Vaccination 

DBA Mécanismes immunitaires 

D’après Li, Seixas & Langhorne (2001) « Rodent malarias: the mouse as a model for understanding immune responses and pathology induced 

by erythrocytic stages of the parasite », Med Microbiol Immunol. 
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8.2.2. Le modèle murin à P. chabaudi 

 Le modèle murin P. chabaudi reflète le paludisme humain par de nombreux aspects pathologiques et 

immunologiques (Tableau 4 [A]). Comme P. falciparum chez les humains, P. chabaudi envahit à la fois les 

normocytes et les réticulocytes, et les GR infectés par les formes matures du parasite (schizontes) adhèrent à 

l’endothélium vasculaire (séquestration) et aux GR non infectés (rosetting = formation de rosettes). Comme dans 

le cas de P. falciparum aussi, les schizontes ne sont pratiquement jamais observés dans la circulation sanguine, 

et la séquestration résulte de la liaison des GRi à des récepteurs endothéliaux comme CD36 et aux molécules 

d’adhésion de type ICAM et VCAM. 

On connaît à l’heure actuelle 3 sous-espèces de P. chabaudi : P chabaudi chabaudi (P. c. chabaudi), isolée 

en République d’Afrique Centrale, P. chabaudi adami, isolée au Congo-Brazaville et une sous-espèce pas encore 

caractérisée, P. chabaudi spp, isolée au Cameroun. 

La sous-espèce la plus utilisée est P. c. chabaudi, qui est généralement non létale et adhère à 

l’endothélium vasculaire, induit une infection chronique, et peut-être facilement transmise par Anopheles 

stephensi. P. c. chabaudi présente toutefois quelques différences avec P. falciparum (Tableau 4 [B]), comme 

l’organe préférentiel de séquestration, qui est le foie au lieu du cerveau, un niveau plus élevé de parasitémie 

circulante, des différences de symptômes comme une hypothermie plutôt qu’une hyperthermie, et des profils 

différents de parasitémie selon la lignée murine hôte.  

Les modèles avec P. c. chabaudi sont utilisés dans de nombreux domaines expérimentaux comme 

l’étude de l’anémie, la variation antigénique et le mécanisme d’évasion au système immunitaire, la biologie du 

parasite (pénétration et sortie d’une cellule, fonction(s) des protéines parasitaires etc.), l’étude des ligands 

impliqués dans la séquestration, l’étude de la phase pré-érythrocytaire, la virulence et le paludisme congénital 

(revue : Stephens et al., 2012). D’autre part, la physiopathologie du paludisme à P. c. chabaudi montre certaines 

similitudes avec la physiopathologie du paludisme à P. falciparum, comme le développement d’une anémie 

sévère, la suppression temporaire de l’érythropoïèse, le développement d’une splénomégalie, d’une 

hépatomégalie et d’une hypoglycémie (Stephens et al., 2012). Au niveau immunitaire, le modèle murin reflète 

de manière assez proche ce qui se passe chez l’Homme, que ce soit en ce qui concerne les fonctions des cellules 

immunitaires ou le rôle des cytokines produites au cours de l’infection (Angulo and Fresno, 2002). 
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TABLEAU 4 : SIMILITUDES ET DIFFERENCES BIOLOGIQUES, PHYSIOPATHOLOGIQUES ET IMMUNITAIRES ENTRE P. FALCIPARUM ET P. C. CHABAUDI. 

A. Similitudes biologiques, physiopathologiques et immunitaires entre P. falciparum et P. c. chabaudi.  

 
Similitudes 

 

Biologie des parasites 
 Infection des GR matures (normocytes) 
 Cycle intra-érythrocytaire synchrone 
 Cytoadhérence 

Physiopathologie 

 Anémie, suppression de l’érythropoïèse et thrombopénie 
 Splénomégalie/ hépatomégalie  
 Désorganisation de l’architecture splénique au cours de l’infection 
 Hypoglycémie  

Système immunitaire 

 Monocytes : phagocytose des GRi 
 Macrophages : production d’IL-12 
 IL-12 & IFNγ associée au contrôle de la parasitémie (Luty et al., 2000 ; Luty et 

al., 1999 ; Li, Seixas & Langhorne, 2001) 
 Th1 favorise la résolution de l’infection 
 Corrélation IgG avec la diminution de parasitémie 

B. Différences biologiques, physiopathologiques et immunitaires entre P. falciparum et P. c. chabaudi. 

 Différences 

 P. falciparum P. chabaudi chabaudi 

Biologie des parasites 

 Parasitémie < 10% 
 Adhérence grâce aux knobs 
 Cycle érythrocytaire de 48h 

 Parasitémie jusqu’à 50% 
 Adhérence via le récepteur CD36 
 Cycle érythrocytaire de 24h 

Physiopathologie 

 Fièvre tierce 
 Neuropaludisme 
 Syndrôme de détresse respiratoire aigüe  
 Acidose métabolique 

 Hypothermie 
 Pas de neuropaludisme  
 Non observé  
 Niveau d’acidose non connu 

 

Système immunitaire 

 Immunité complète après de longues années de 
contact avec le parasite 

 IFNγ produit essentiellement par Th1, mais 
aussi Th2 et Th17 en plus faible quantité 

 Résistance associée aux Ac produits au cours 
des infections et aux cellules Th1 

 Immunité complète contre la réinfection 
après la 1ère infection 

 IFNγ produit par les Th1 
 

 Production d’IL-12 associée à la résistance 

D’après Stephens, Culleton & Lamb, (2012) «The contribution of Plasmodium chabaudi to our understanding of malaria», Cell ;  
Taylor-Robinson, (2010) «Regulation of immunity to Plasmodium: Implications from mouse models for blood stage malaria vaccine design», 
Experimental Parasitology ;   
Taylor-Robinson, (1995) «Regulation of immunity to malaria : valuable lessons learned from murine models», Parasitology Today. 

 

 

Un des avantages de l’espèce P. chabaudi est la disponibilité de nombreuses souches clonées ou non, 

bien caractérisées. Toutes ces souches sont synchrones. Elles présentent des niveaux différents de gravité, de 

séquestration, et de transmissibilité au moustique. Plusieurs stocks de différentes souches de différentes sous-

espèces de Plasmodium murins sont disponibles dans les collections nationales du Muséum National d’Histoire 

Naturelle (MNHN). Dans cette étude, nous avons utilisé la souche (non clonale) 864VD de P. c. chabaudi.  
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PARTIE 2 : LES PHOSPHOLIPASES A2 

 

1. Généralités 

Les phospholipases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des liaisons ester des phospholipides.  

Les phospholipides cellulaires sont constitués d’une très grande variété d’espèces moléculaires qui sont 

impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires. Ils sont construits sur un squelette glycérol 

(glycérophospholipides) ou sphingosine (sphingolipides). Parmi les glycérophospholipides (glycéroPL), on 

distingue : l’acide phosphatidique, les lysophospholipides (lysoPL), les plasmalogènes, les cardiolipines, et les 

phosphatides, qui incluent : la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE), le 

phosphatidylglycérol (PG), la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (PI). 

Les membranes biologiques sont constituées principalement de phospholipides, ainsi que d'une proportion 

variable de sphingolipides tels que la sphingomyéline et de stérols tels que le cholestérol. Les phospholipides, 

lorsqu'ils se trouvent en milieu aqueux, s'organisent de façon à minimiser les interactions entre les queues 

aliphatiques (acides gras) et les molécules d'eau, adoptant par auto-assemblage moléculaire une configuration 

en micelles, liposomes, vésicules ou doubles couches lipidiques, dans lesquelles les têtes polaires sont en contact 

avec l'eau tandis que les queues aliphatiques se rassemblent pour former un milieu presque totalement anhydre. 

Les membranes biologiques sont formées d’une bicouche lipidique comportant un feuillet externe et un feuillet 

interne. La composition des feuillets est différente dans de nombreuses membranes. Les feuillets internes 

(cytoplasmiques) des GR humains sont essentiellement constitués de PE, de PS et de PI. Les feuillets externes, 

quant à eux, sont constitués essentiellement de PC, de sphingomyéline, et de glycolipides. La nature et la 

configuration des groupes présents sur les têtes hydrophiles des bicouches lipidiques déterminent les propriétés 

chimiques de leur surface. Le groupe de tête de la PC, qui constitue environ la moitié des phospholipides des 

cellules de mammifères, est la phosphocholine. C’est un groupe de tête zwitterionique, qui porte une charge 

électrique négative sur le groupe phosphate et une charge électrique positive sur l'ammonium quaternaire, la 

résultante étant une charge nulle pour l'ensemble de la molécule. Au pH physiologique, la tête hydrophile des 

autres phospholipides (PS, PE, PI, PG) est porteuse d'une charge électrique négative au niveau des groupes 

phosphate, ce qui peut jouer sur les interactions électrostatiques des petites molécules avec la bicouche 

lipidique. 

La plupart des glycéroPL sont estérifiés en position sn-1 (stereospecific numbering) et sn-2 par un acide gras 

saturé et un acide gras insaturé respectivement. En position sn-3, on trouve une tête polaire : choline, sérine, 

éthanolamine, inositol, liée au squelette carboné par une liaison phosphodiester. Il y a donc quatre liaisons esters 

dans un glycéroPL : entre chacun des acides gras et le glycérol, entre le glycérol et le phosphate, entre le 

phosphate et l’alcool. Ces quatre liaisons esters sont susceptibles d’être hydrolysées par les estérases que sont 

les phospholipases. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Sphingolipide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sphingomy%C3%A9line
https://fr.wikipedia.org/wiki/St%C3%A9rol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cholest%C3%A9rol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mammif%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphocholine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Zwitterion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Charge_%C3%A9lectrique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Charge_%C3%A9lectrique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Groupe_fonctionnel
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ammonium_quaternaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectrostatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Petite_mol%C3%A9cule
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Les phospholipases constituent une classe d’hydrolases qui catalysent l’hydrolyse d’acyl-esters (activité 

déacylase) et d’esters de phosphate (activité phosphoestérase ou phopshohydrolase). Elles sont définies par la 

position de leur site de clivage sur le squelette phospholipidique (Figure 7). 

En fonction du site de clivage, on distingue : 

 La phospholipase A1 (PLA1 ; EC 3.1.1.32), qui hydrolyse la liaison ester en position sn-1 du glycérol. Il en 

résulte la libération de l’acide gras (généralement saturé) et d’un lysophospholipide. 

 La phospholipase A2 (PLA2 ; EC 3.1.1.4), qui hydrolyse la liaison ester en position sn-2 du glycérol ; 

libérant ainsi l’acide gras (généralement insaturé) et un lysophospholipide. 

 La phospholipase C (PLC ; EC 3.1.4.10), qui hydrolyse la liaison ester entre le groupement phosphate et 

le glycérol, permettant la libération d’un diacylglycérol et d’un « phospho-alcool ». 

 La phospholipase D (PLD ; EC 3.1.4.4), qui clive la liaison ester reliant l’alcool au phosphate, libérant un 

alcool et un acide phosphatidique.  

FIGURE 7 : SITES D'HYDROLYSE DES PHOSPHOLIPASES. 

 

 

2. Les phospholipases A2 

Historiquement, les PLA2 de venins d’animaux ont été les premières phospholipases décrites, avant leur 

découverte dans les tissus de mammifères. En 1877, Bokay observe qu’un élément du suc pancréatique a la 

capacité d’hydrolyser la PC. On sait aujourd’hui qu’il s’agissait de la PLA2 pancréatique (PLA2 sécrétée de groupe 

IB). Jusqu’en 1989, la PLA2 pancréatique était la seule PLA2 connue avant la découverte de la PLA2 sécrétée de 

groupe IIA, purifiée à partir de plaquettes et de liquide synovial rhumatoïde (Kramer et al., 1989). A la fin des 

années 1980, des activités intracellulaires de type PLA2 sont rapportées, et en 1992, JD Clark et RM Kramer font 

part du clonage de la première PLA2 cytosolique (cPLA2) humaine. A partir de là, un système de numérotation 

des PLA2 est établi (Group Numbering System) (Dennis, 1994). Depuis, toutes les PLA2 de mammifères connues 

actuellement ont été clonées, jusqu’à la plus récente, la PLA2 de groupe XVI, isolée du tissu adipeux (Duncan et 
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al., 2008; Jaworski et al., 2009). Les désignations actuelles des PLA2, fonction de la structure, du mécanisme 

d’action, de la localisation cellulaire, de la séquence génétique et de la dépendance au calcium, sont rapportées 

dans le tableau 5 (Dennis et al., 2011). Dans les 50 dernières années, six grands types de PLA2 ont été identifiés, 

à savoir : les PLA2 sécrétées (sPLA2), les PLA2 cytosoliques (cPLA2), les PLA2 indépendantes du calcium (iPLA2), 

les PLA2 de type PAF-acétylhydrolase (PAF-AH ou Lp-PLA2 pour lipoprotein-associated PLA2), les PLA2 

lysosomales (L-PLA2), et les PLA2 du tissu adipeux (Ad-PLA2).  

TABLEAU 5 : CLASSIFICATION DES PLA2 

D’après Dennis et al., (2011) « Phospholipase A(2) Enzymes: Physical Structure, Biological Function, Disease Implication, Chemical Inhibition, 
and Therapeutic Intervention. », Chemical Reviews. 

 

Les PLA2 ont en commun des éléments de structure et d’activité enzymatique, elles utilisent une dyade 

ou une triade catalytique pour hydrolyser la liaison ester des phospholipides. En revanche, leur localisation varie : 

les sPLA2 et Lp-PLA2 sont des enzymes sécrétées qui agissent sur les phospholipides dans le milieu extracellulaire, 

alors que les cPLA2 et iPLA2 hydrolysent les phospholipides du feuillet interne de la membrane plasmique et/ou 

les phospholipides des membranes des organites cellulaires. Les localisations des L-PLA2 et Ad-PLA2 sont mal 

connues.    

 

2.1. PLA2 cytosoliques dépendantes du calcium 

Les PLA2 de groupe IV (cPLA2) sont actuellement au nombre de 6 (GIVA, GIVB, GIVC, GIVD, GIVE, GIVF). Ce 

sont des enzymes de haut poids moléculaire (60 à 114 kDa), dont l’activité est régulée par le calcium (en 

concentration micromolaire), et que l’on trouve dans les cellules de la plupart des tissus humains. La liaison de 

la protéine au calcium induit sa translocation vers une membrane phospholipidique. Son activité catalytique 

utilise une dyade sérine/asparagine (Ser/Asp). L’enzyme hydrolyse indifféremment la PC, la PE ou le PI, mais avec 

une forte spécificité pour l’acide arachidonique (AA) en position sn-2. L’AA est un précurseur des eïcosanoides 

Type Groupe Sous-groupe Masse moléculaire (kDa) Résidus catalytiques 

sPLA2 

GI A, B 13-15 

Histidine/Asparagine 

GII A, B, C, D, E, F 13-17 

GIII  15-18 

GV  14 

GIX  14 

GX  14 

GXI A, B 12-13 

GXII A, B 19 

GXIII  <10 

GXIV  13-19 

cPLA2 GIV A(α), B(β), C(γ), D(δ), E(ε), F(ζ) 60-114 Sérine/Asparagine 

iPLA2 GVI A1, A2(β), B(γ), C(δ), D(ε), E(ζ), F(η) 84-90 Sérine/Asparagine 

PAF-AH 
GVII A(Lp-PLA2), B(PAF-AH II) 40-45 

Sérine/Histidine/Asparagine 
GVIII A(α1), B(α2), β 26-40 

L-PLA2 GXV  45 Sérine/Histidine/Asparagine 

Ad-PLA2 GXVI  18 Histidine/Cystéine 
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(prostaglandines, leucotriènes, thromboxanes etc.) impliqués dans la signalisation cellulaire, l’inflammation et la 

régulation du métabolisme (Ghosh et al., 2006). La cPLA2 a aussi une activité de lysophospholipase et de trans-

acylase. 

 

2.2. PLA2 indépendantes du calcium 

Les iPLA2 (Groupe VI) ou « patatin-like » PLA2 (PNPLA2) sont des enzymes intracellulaires de haut poids 

moléculaire (84 à 90 kDa) qui fonctionnent en absence de calcium. Sept isoformes ont été identifiées (VIA-1, VIA-

2, VIB, VIC, VID, VIE, VIF). Les iPLA2 sont largement distribuées au sein des tissus humains. Elles pourraient jouer 

un rôle important dans le remodelage des phospholipides membranaires (Balsinde et al., 1995). Dans les cellules 

en apoptose, l’iPLA2 de groupe VIA est activée via une protéase de type caspase 3, induisant une augmentation 

d’acides gras responsable des changements membranaires (Atsumi et al., 2000). 

 

2.3. La PAF-acétylhydrolase (PAF-AH)  

La PAF-AH (pour Platelet-Activating Factor-Acetyl Hydrolase) est une enzyme indépendante du calcium, qui 

catalyse l’hydrolyse de l’acétyl ester en position sn-2 du PAF (platelet activating factor). La famille des PAF-AH 

comporte 4 isoformes intracellulaires (PLA2 de groupe VIIB ou PAF-AH II ; PLA2 de groupe VIIIA ; PLA2 de groupe 

VIIIB et PAF-AH Ib) et 1 isoforme sécrétée, que l’on trouve dans le plasma (appelée aussi Lp-PLA2, ou PLA2 de 

groupe VIIA). La majorité de la PAF-AH plasmatique est associée aux LDL, le reste est associé aux HDL et aux 

autres lipoprotéines plasmatiques. Les PAF-AH ont des caractéristiques biochimiques et structurales différentes. 

La PAF-AH plasmatique et la PAF-AH II dégradent non seulement le PAF mais aussi les phospholipides fragmentés 

au cours de processus d’oxydation. La PAF-AH plasmatique est l’objet de nombreuses études cliniques des 

maladies inflammatoires comme l’asthme, le sepsis (inflammation généralisée accompagnant une infection), et 

les maladies vasculaires, parce que son activité enzymatique est altérée chez les patients atteints de ces maladies 

(revue : Karasawa et al., 2003; Marathe et al., 2014). 

 

2.4. Les phospholipases A2 sécrétées 

Les sPLA2 (sPLA2 pour « secreted phospholipase A2 ») ont été les premières PLA2 à être découvertes. On 

les trouve dans des sources aussi diverses que les venins de serpents, scorpions, insectes (etc.), le suc 

pancréatique, le liquide synovial des patients atteints d’arthrite, et de nombreux tissus biologiques (Six and 

Dennis, 2000). 
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  Les mammifères possèdent F12 sPLA2 majoritairement de petite taille (masse moléculaire ≈ 14 kDa), 

dépendantes de concentrations de l’ordre du 1 mM en calcium, fonctionnant avec la dyade catalytique Histidine-

Asparagine (His-Asp), et appartenant aux groupes et sous-groupes : IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA et XIIB. 

Une 12ème sPLA2 atypique de 95 kDa, l’otoconine-95, a été isolée de l’oreille interne des mammifères. 

Les sPLA2 sont classées en 3 catégories : (1) les sPLA2 dites « classiques », incluant les groupes I, II, V et 

X ; (2) les sPLA2 « atypiques » incluant la sPLA2 de groupe III, et (3) la sPLA2 de groupe XII (Lambeau and Gelb, 

2008; Murakami et al., 2015a) (Figure 8). Les sPLA2 « classiques » sont des enzymes de 14 à 19 kDa avec un 

domaine de liaison au calcium hautement conservé, un site catalytique His-Asp, 6 ponts disulfures conservés et 

1 à 2 ponts disulfures variables, leur conférant un fort degré de stabilité. Les sPLA2 « atypiques » ont de faibles 

homologies avec les sPLA2 « classiques » mais conservent un domaine de liaison au calcium et un site catalytique 

His-Asp (Murakami and Kudo, 2002). 

FIGURE 8 : LA FAMILLE DES SPLA2 ET LEURS PRINCIPALES FONCTIONS. 
Les 3 catégories de sPLA2 ont un centre catalytique conservé avec une dyade Histidine/Asparagine et une boucle de liaison 
au calcium. Sauf la sPLA2 de groupe XIIB qui possède une leucine au lieu de l’histidine dans le centre catalytique, la rendant 
inactive. Les sPLA2 de groupes IB et X sont caractérisées par la présence d’un propeptide en N-terminal. Les autres sPLA2 
n’ont pas de propeptide. Les fonctions biologiques assignées à chaque isoforme ont été obtenues par les souris knockout (en 
rouge), transgéniques (en bleu) ou les deux (en vert). D’après Murakami, Taketomi, Sato & Yamamoto, (2011) « Secreted 
phospholipase A2 revisited », The Journal of Biochemistry. 

Chez l’Homme, on trouve 11 sPLA2, tandis qu’il en existe 12 chez la souris ; le gène de la sPLA2 de groupe 

IIC (hGIIC) étant un pseudogène chez l’Homme (Murakami et al., 2011; Murakami et al., 2016). Toutes les sPLA2 

sont catalytiquement actives, excepté la sPLA2 de groupe XIIB, une mutation dans le site actif ayant remplacé 

l’histidine de la dyade catalytique par une leucine (Rouault et al., 2003). 
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Les sPLA2 de mammifères diffèrent par leurs fonctions physiologiques et physiopathologiques, par leur 

localisation tissulaire et également par leur préférence de substrat. Elles sont sécrétées par une grande variété 

de cellules et, à l’exception de l’otoconine-95, elles peuvent agir de manière autocrine ou paracrine sur des 

membranaires cellulaires ou des phospholipides extracellulaires comme les lipoprotéines, le surfactant 

pulmonaire, les lipides alimentaires, les membranes microbiennes ou les vésicules extracellulaires (Murakami et 

al., 2011). En dehors de leurs fonctions digestives ou métaboliques, les sPLA2 sont essentiellement connues pour 

leur rôle dans la biosynthèse de médiateurs lipidiques, qui nécessite la libération de précurseurs tels que l’AA.  

 

3. Propriétés des phospholipases A2 sécrétées 

3.1. Propriétés enzymatiques relatives aux substrats 

L’activité catalytique des sPLA2 est strictement dépendante du calcium, elles possèdent toutes un site actif 

composé d’un site de liaison au calcium et d’une dyade catalytique. Cependant, l’interaction de chaque sPLA2 

avec son substrat se fait par un domaine distinct du site catalytique appelé domaine de liaison interfaciale, ou i-

domaine, surface plane de la protéine composée d’environ 20 acides aminés et de surface environ 1500 Å2 

(Figure 9). Les acides aminés constituant le i-domaine sont différents d’une enzyme à l’autre, et sa charge 

électrique globale peut être neutre, acide ou basique. Les interactions électrostatiques entre le i-domaine de la 

protéine et le substrat agrégé déterminent la force d’interaction entre une sPLA2 et son substrat. De ce fait, les 

sPLA2 ont des préférences de substrat différentes : la sPLA2 de groupe IIA a une forte affinité pour les surfaces 

phospholipidiques (substratum) chargées négativement, riches en phospholipides tels que le PG, la PS ou la PE, 

alors que les sPLA2 de groupes III, V et X ont une bonne affinité pour les surfaces neutres (zwittérioniques, 

chargées en PC) ou les surfaces anioniques. Par ailleurs, certaines sPLA2 peuvent aussi avoir des préférences vis-

à-vis de la chaîne carbonée des acides gras en position sn-2 du glycérol. Par exemple, la sPLA2 de groupe V 

hydrolyse préférentiellement les phospholipides contenant des acides gras saturés (comme l’acide palmitique 

(C16 :0)) ou à faible degré d’insaturation (comme l’acide oléique (C18 :1)), et la sPLA2 de groupe X hydrolyse 

préférentiellement les phospholipides riches en acides gras polyinsaturés (comme l’AA (C20 :4) ou le DHA 

(C22 :6)) (Guillaume et al., 2015; Murakami et al., 2003; Pruzanski et al., 2005). Les sPLA2 des groupes IB, IIA et 

III n’ont pas de préférence quant au type d’acide gras présent en position sn-2 du glycérol.  
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FIGURE 9 : REPRESENTATION DU CYCLE CATALYTIQUE D'UNE SPLA2. 
(A) association de l’enzyme à la membrane sur le i-domaine. (B) Extraction et positionnement d’une seule molécule de 
phospholipide dans le site catalytique. (C) Hydrolyse de la liaison ester en position sn-2 du phospholipide. (D) Diffusion des 
produits dans la membrane. E : enzyme ; M: membrane ; ES : enzyme-substrat ; EP : enzyme-produit. D’après Varnavas et al., 
(2014) « Membranes serve as allosteric activators of phospholipase A2, enabling it to extract, bind, and hydrolyze phospholipid 

substrates », PNAS. 
 
 
 

3.2. Les récepteurs des phospholipases A2 sécrétées 

En plus d’agir par hydrolyse des phospholipides, les sPLA2 peuvent être biologiquement actives via leur 

fixation à un récepteur. 

 

3.2.1. Les récepteurs de type N et M 

Historiquement, deux types de récepteurs ont été identifiés grâce aux sPLA2 issues de venins animaux, 

notamment la neurotoxine OS2 du venin du serpent taïpan Oxyuranus scutellatus scutellatus (Lambeau et al., 

1989; Lambeau and Lazdunski, 1999; Lambeau et al., 1990) : les récepteurs de type N (« neuronal ») et de type 

M (« muscle »). 

Le récepteur de type N a été identifié à l’origine dans le cerveau du rat (Lambeau et al., 1989), avant d’être 

observé dans le cœur, le foie, les poumons et les reins. Plusieurs sPLA2 de venins, comme la sPLA2 de venin 

d’abeille (sPLA2 de type groupe III), sont capables de se lier à ce récepteur avec une haute affinité, suggérant 

qu’il pourrait avoir un rôle dans les effets neurotoxiques de ces sPLA2 (Lambeau et al., 1989). Ce récepteur 

n’ayant pas été cloné, sa structure, son(ses) ligand(s) naturel(s) et son(ses) rôle(s) physiologique(s) sont de ce fait 

inconnu(s). 

Le récepteur de type M (aussi nommé PLA2R1) a d’abord été identifié dans une culture de cellules de 

muscle squelettique de lapin (Lambeau et al., 1991; Lambeau et al., 1990), avant d’être retrouvé abondamment 

dans les reins de l’Homme, et en plus faible quantité dans le placenta, les poumons et le muscle squelettique 
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(Ancian et al., 1995). En fonction des espèces, la distribution tissulaire de ce récepteur est variable. Par exemple, 

chez la souris, on le retrouve majoritairement dans les reins, les poumons, le côlon et les glandes salivaires, tandis 

qu’il est présent à plus faible niveau dans le cœur et le foie (Cupillard et al., 1999). Le récepteur de type M est 

également présent à la surface de certains types cellulaires comme les fibroblastes, les kératinocytes, les 

mélanocytes, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales, les macrophages, les PNN et les podocytes 

(Augert et al., 2009; Cupillard et al., 1997; Granata et al., 2005; Hanasaki and Arita, 2002; Rys-Sikora et al., 2000; 

Scott et al., 2006; Silliman et al., 2002). 

Ce récepteur, de masse moléculaire de 180 kDa, appartient à la famille des lectines de type C, et lie 

différentes sPLA2 de type « conventionnelle » avec des affinités distinctes (Rouault et al., 2007). Il existe sous 

forme de protéine transmembranaire, contenant une longue région extracellulaire comportant 10 domaines 

distincts et un court domaine cytoplasmique, ou sous forme de protéine soluble, produite par épissage alternatif 

ou par excrétion du récepteur lié à la membrane (Ancian et al., 1995; Ishizaki et al., 1994; Lambeau et al., 1994). 

La liaison des sPLA2 au récepteur entraîne l’inhibition de leur activité catalytique. Les sPLA2 de groupe IB et X se 

lient fortement au récepteur, contrairement à la sPLA2 de venin d’abeille, de groupe III.  

Il a été proposé que le récepteur M pourrait agir de 3 manières différentes : (1) comme un récepteur de 

clairance en inactivant les sPLA2 (Ancian et al., 1995; Zvaritch et al., 1996), (2) comme un transducteur de signaux 

dépendants des sPLA2 mais ne faisant pas intervenir leur activité enzymatique (Hanasaki and Arita, 2002) ; et (3) 

comme un récepteur pléïotropique pouvant lier alternativement d’autres ligands que les sPLA2 (Ancian et al., 

1995; Rouault et al., 2007). 

Enfin, il est important de noter que le récepteur M a été récemment impliqué dans deux maladies chez 

l’Homme. Dans le cancer, où il aurait un rôle antitumoral lié à sa capacité à induire la sénescence et/ou l’entrée 

en apoptose des cellules cancéreuses ou pré-cancéreuses, et dans la glomérulonéphrite extra-membraneuse 

idiopathique, maladie rénale auto-immune où une population d’auto-anticorps dirigés contre PLA2R1 a été 

identifiée. PLA2R1 est fortement exprimé à la surface des podocytes du rein chez l’Homme, et la fixation des 

auto-anticorps serait susceptible d’entraîner un dysfonctionnement rénal (Beck et al., 2009; Girard et al., 2014). 

 

3.2.2. Autres ligands des sPLA2 

Les sPLA2 des groupes II, III et V sont capables de se lier aux protéoglycanes à héparane sulfate (HSPG), 

ce qui leur permet d’être à proximité de la membrane cellulaire. La liaison des sPLA2 aux HSPG, comme au 

récepteur M, peut entraîner l’internalisation de l’enzyme par la cellule par un mécanisme d’endocytose. D’autres 

molécules susceptibles de se lier aux sPLA2 ont été identifiées assez récemment, mais leur rôle éventuel reste à 

déterminer (Sribar and Krizaj, 2011). 
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3.3. Les inhibiteurs des sPLA2 

Les inhibiteurs de sPLA2 sont importants pour analyser les effets biologiques des sPLA2. Ils pourraient à 

terme faire partie d’un arsenal thérapeutique dirigé contre certaines sPLA2 impliquées dans la pathogénèse de 

certaines maladies.  

Les premières molécules découvertes capables d’inhiber les sPLA2 étaient des inhibiteurs non spécifiques, 

qui agissaient soit sur le substrat phospholipidique, comme la mépacrine (ou quinacrine), soit sur la sPLA2 en 

ciblant l’histidine du site actif (comme le bromophénacyl-bromide) (Reid, 2005) ou le domaine interfacial (cas du 

manoalide) (Balsinde et al., 1995; Dal Piaz et al., 2002; Reynolds et al., 1991).  

A l’heure actuelle, il existe différents inhibiteurs compétitifs des sPLA2 comme les amides et phosphonates 

sn-2, qui sont des analogues de phospholipides et des inhibiteurs de type indole (comme les molécules LY311727, 

LY315920, LY329722, LY333013, méthyl-indoxam, indoxam) (Reid, 2005; Schevitz et al., 1995). Ces inhibiteurs 

n’ont pas les mêmes spécificités d’une sPLA2 à l’autre (Oslund et al., 2008). 

Les tentatives cliniques d’utilisation d’inhibiteurs de sPLA2 dans certaines pathologies n’ont à ce jour pas 

été concluantes. Par exemple, il a été rapporté que dans le choc septique, l’utilisation de l’inhibiteur spécifique 

de la sPLA2 de groupe IIA, LY315920NA/S-5920, n’améliore pas l’état du patient (Zeiher et al., 2005). 

A ce jour, aucun inhibiteur n’est capable d’inhiber l’activité enzymatique des sPLA2 des groupes III et XIIA. 

 

3.4. Propriétés protéolytiques des sPLA2 

Une publication récente de Cavigiolio et Jayaraman indique que certaines sPLA2 auraient une activité 

protéolytique qui s’ajoute à leur activité lipolytique (Cavigiolio and Jayaraman, 2014). Les auteurs montrent que 

les sPLA2-IB bovine et porcine, la sPLA2-IIA humaine (hGIIA), et la sPLA2-III de venin d’abeille, ont la capacité de 

fragmenter l’apolipoprotéine A1 (apoA-1) délipidée. L’apoA-1 est une protéine constitutive des HDL. L’activité 

protéolytique des sPLA2 est indépendante du calcium, contrairement à leur activité phospholipolytique. Cette 

nouvelle fonction pourrait avoir des implications dans le domaine de la recherche sur l’athérosclérose, et plus 

généralement sur le métabolisme des lipoprotéines. Cependant, l’activité protéolytique des sPLA2 n’a été 

rapportée que dans cette étude et reste donc à confirmer.  

 

 

4. Rôles physiologiques et physiopathologiques des phospholipases A2 sécrétées  

Il semble que le maintien à l’homéostasie de la concentration en sPLA2 soit critique pour un certain nombre 

de fonctions physiologiques. En effet, certaines situations pathologiques comme l’athérosclérose, le cancer ou 

les désordres immuns, sont associées à des taux élevés de sPLA2 diverses (Murakami et al., 2015b). 
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Les sPLA2 sont généralement surexprimées dans les épisodes inflammatoires ou les maladies 

inflammatoires comme l’arthrite, l’athérosclérose ou le sepsis. Mais on les trouve aussi dans certains cancers 

comme le cancer du côlon, du pancréas ou de la prostate, et il semble que leur rôle puisse être délétère ou 

bénéfique selon l’isoforme considérée. 

Les pathologies inflammatoires, où les sPLA2 sont surexprimées, s’accompagnent généralement d’une 

élévation de la concentration en AA. L’AA peut être métabolisé par les cellules en médiateurs pro-inflammatoires 

(eicosanoïdes) de type prostaglandines et leucotriènes, par l’intermédiaire des enzymes COX (cyclo-oxygénase) 

et 5-LOX (5-lipoxygénase). Ces médiateurs stimulent à leur tour la production de cytokines inflammatoires dont 

le TNFα et certaines interleukines. 

La capacité des sPLA2 à enclencher les signaux cellulaires n’est pas toujours liée à leur activité catalytique. 

Elles peuvent aussi le faire en se liant à différents récepteurs (PLA2R) et aux glycosaminoglycanes (GAG, 

macromolécules glucidiques composant des matrices extracellulaires). Les sPLA2 de groupes IIA et V se lient à 

certaines isoformes de GAG comme le HSPG, la chondroïtine sulfate et l’héparine (revue : Quach et al., 2014). 

De plus, certaines sPLA2 ont la capacité de se lier aux intégrines, aux récepteurs à activité tyrosine kinase, 

aux canaux ioniques (K+), ou à des protéines intracellulaires comme la calmoduline, ce qui pourrait être 

important pour leur localisation et leur activité de signalisation cellulaire (Sribar and Krizaj, 2011). 

Il ressort donc que les sPLA2, bien qu’elles partagent des propriétés communes, ne remplissent pas 

automatiquement les mêmes fonctions. De plus, selon le contexte physiologique ou physiopathologique, une 

même sPLA2 peut avoir deux fonctions opposées. Ci-dessous sont regroupés les principaux rôles actuellement 

connus des sPLA2. Cette liste n’est pas exhaustive. Par ailleurs, l’otoconine-95, bien qu’appartenant à la famille 

des sPLA2 n’est pas décrite ici dans la mesure où il s’agit d’une protéine structurale de l’oreille interne non 

impliquée dans le métabolisme des phospholipides (Zhao et al., 2007; Wang et al., 1998). 

 

La sPLA2 de groupe IB (sPLA2-IB) est principalement exprimée dans le pancréas, par les cellules acineuses 

pancréatiques (Nevalainen and Haapanen, 1993). Cette enzyme est activée dans le duodénum après clivage par 

la trypsine (Verheij et al., 1983). Dans ce cadre, son rôle est d’hydrolyser les phospholipides alimentaires, au 

cours de la digestion (Huggins et al., 2002).  

Par ailleurs, une étude récente, in vivo, a montré que la sPLA2 de groupe IB avait une action 

antihelminthique, au niveau de l’intestin, sur le parasite Heligmosomoides polygyrus (nématode) en réduisant 

l’abondance phospholipidique à la surface des larves (Entwistle et al., 2017). Cette étude est la première à 

accorder un rôle antiparasitaire à une sPLA2 de mammifère, in vivo.  

 

La sPLA2 de groupe IIC (sPLA2-IIC). Chez l’homme la sPLA2-IIC est un pseudogène. Il n’existe donc pas de 

protéine. Les études chez la souris ont permis de montrer que la sPLA2-IIC est surexprimée dans les hépatocytes 



57 
 

infectés par le virus de l’hépatite B et permet la libération de lyso-phosphatidyléthanolamine (LysoPE), qui 

présenté par les cellules CD1D participe à la réponse anti-virale (Zeissig et al., 2012). 

 

La sPLA2 de groupe IID (sPLA2-IID) est la sPLA2 (avec la sPLA2 de groupe IIE) structuralement la plus proche 

de la sPLA2 de groupe IIA (Valentin et al., 1999b). Chez l’Homme et la souris, cette enzyme est principalement 

exprimée par les cellules dendritiques dans les organes lymphoïdes secondaires, tels que la rate et les ganglions 

lymphatiques (Miki et al., 2013). Chez la souris, la sPLA2-IID est capable de mobiliser des acides gras 

polyinsaturés, qui sont métabolisés en médiateurs lipidiques « pro-résolvant », comme la résolvine D1 dérivée 

du DHA, ayant un rôle dans la résolution de l’inflammation par la suppression des cytokines produites par les 

cellules Th1 et l’activation des cellules dendritiques (Miki et al., 2013). 

 

La sPLA2 de groupe IIE (sPLA2-IIE). In vivo, l’expression de la sPLA2-IIE est induite dans les adipocytes lors 

d’un repas riche en graisses. Cette enzyme altère la composition lipidique des lipoprotéines par hydrolyse des 

phospholipides anioniques, ce qui faciliterait l’accumulation de graisse dans le tissu adipeux et le foie (Sato et al., 

2014). 

Par ailleurs, la sPLA2-IIE présente dans les kératinocytes jouerait également un rôle dans l’homéostasie des 

follicules capillaires où son expression est corrélée au cycle capillaire (Yamamoto et al., 2016).  

Chez la souris, cette enzyme est exprimée dans l’utérus, le tissu adipeux et la peau (Valentin et al., 1999a; 

Yamamoto et al., 2016). Chez l’Homme, il n’y a pas de preuve de son expression dans ces tissus. Toutefois, la 

sPLA2-IIA, un de ses proches homologues est exprimée dans la peau et le tissu adipeux chez l’Homme (Yamamoto 

et al., 2016). Il se pourrait que la sPLA2-IIA exerce chez l’Homme les fonctions que la sPLA2-IIE exerce chez la 

souris (Murakami et al., 2011). 

 

La sPLA2 de groupe IIF (sPLA2-IIF) est abondamment exprimée au niveau de l’épiderme suprabasal. Le 

modèle in vivo a montré son implication dans l’acidification de la couche cornée de l’épiderme et son rôle dans 

la protection de la peau (Ilic et al., 2014). 

 

La sPLA2 de groupe III (sPLA2-III) est une enzyme ayant un potentiel pro-inflammatoire dans diverses 

pathologies. Le modèle in vivo utilisant la souris transgénique Apoe-/- surexprimant la sPLA2-III a montré une 

augmentation de l’athérosclérose due à une accélération de l’hydrolyse des LDL (low density lipoprotein) et une 

augmentation de la synthèse de thromboxane A2 (Sato et al., 2008). Ces souris développent également des 

inflammations dues à une augmentation de la formation d’eicosanoïdes (Sato et al., 2009).  

Chez l’Homme, la sPLA2-III est un biomarqueur candidat pour le cancer du côlon (Mounier et al., 2008) et 

certains polymorphismes sont corrélés à un haut risque de cancer du côlon (Hoeft et al., 2010). 
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Dans un modèle neuronal humain, cette enzyme est induite lors d’un stress oxydatif et des polymorphismes 

de la sPLA2-III seraient associés à la maladie d’Alzheimer (Martínez-García et al., 2010). 

Par ailleurs, la sPLA2-III est également présente au niveau de l’épithélium de l’épididyme où elle agit sur les 

spermatozoïdes immatures pour remodeler les phospholipides (Sato et al., 2010). 

 

La sPLA2 de groupe V (sPLA2-V). L’expression de la sPLA2-V est principalement induite par les cytokines IL-

4 et IL-13 produites par les cellules Th2, et plus faiblement par des stimuli pro-inflammatoires (lipopolysaccharide 

(LPS), zymosan, cytokines des cellules Th1) (Ohta et al., 2013; Rubio et al., 2015; Sato et al., 2014). Selon le 

contexte pathologique, cette enzyme peut jouer un rôle pro- ou anti-inflammatoire. 

Chez la souris, la sPLA2-V est exprimée dans les cellules épithéliales bronchiques et les macrophages 

alvéolaires. La souris Pla2g5-/- est protégée de certaines pathologies respiratoires (Meliton et al., 2013; Muñoz 

et al., 2007; Muñoz et al., 2009). A l’opposé, des souris transgéniques surexprimant la sPLA2-V développent une 

détresse respiratoire et meurent prématurément (Ohtsuki et al., 2006). Ce phénotype transgénique a été 

attribué à une hydrolyse aberrante des phospholipides du surfactant pulmonaire.  

Par ailleurs, les souris Pla2g5-/-, où l’activité phagocytaire des macrophages est réduite, sont plus sensibles 

aux infections par Candida albicans ou Escherichia coli et à l’arthrite (Balestrieri et al., 2009; Boilard et al., 2010; 

Degousee et al., 2011). 

La sPLA2-V a également été impliquée dans le développement de l’athérosclérose et d’autres désordres 

cardiovasculaires (Murakami et al., 2015b). 

Dans les désordres du métabolisme, comme l’obésité, cette enzyme joue un rôle protecteur en hydrolysant 

la PC des LDL et en établissant un équilibre immunitaire qui empêche l’inflammation du tissu adipeux (Sato et 

al., 2014). Chez l’Homme, les polymorphismes du gène Pla2g5 sont associés à des niveaux différents de LDL chez 

les patients présentant un diabète de type 2 (Wootton et al., 2007). 

 

La sPLA2 de groupe X (sPLA2-X). Comme la sPLA2-IB, la sPLA2-X est synthétisée sous forme de proenzyme, 

et rendue active par l’élimination d’un propeptide en position N-terminal (Cupillard et al., 1997). Ce processus 

peut avoir lieu avant ou après la sécrétion de la protéine (Jemel et al., 2011; Masuda et al., 2005). Dans la famille 

des sPLA2, la groupe X est celle qui présente la plus haute affinité pour la PC, et donc celle qui a la plus grande 

capacité à hydrolyser des phospholipides membranaires des cellules saines (Bezzine et al., 2000).   

Les souris Pla2g10-/- présentent une réponse à l’asthme atténuée (Henderson, Chi, Bollinger, Tien et al., 

2007) et sont partiellement protégées de la première phase d’inflammation pulmonaire dans le modèle de la 

grippe (Kelvin et al., 2014). Chez l’Homme, la sPLA2-X est une des sPLA2 les plus fortement détectées dans les 

voies aériennes des patients asthmatiques (Hallstrand et al., 2011). 
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 Les souris Pla2g10-/- sont également protégées des infarctus du myocarde et de l’anévrisme (Fujioka et al., 

2008; Watanabe et al., 2012), ont une douleur inflammatoire réduite (Sato et al., 2011) et présentent une 

altération de la sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques β, ce qui pourrait être dû à une réduction de 

la synthèse de prostaglandine E2 (Shridas et al., 2014). 

Par ailleurs, les résultats de plusieurs études concernant cette enzyme sont contradictoires. Par exemple 

chez la souris, certaines études démontrent son implication ou non dans l’athérosclérose (Ait-Oufella et al., 

2013) ; dans l’altération ou non de la fonction des macrophages (Shridas et al., 2011) ; ou encore dans 

l’augmentation ou la diminution de l’accumulation de graisses dans les adipocytes (Li et al., 2010; Sato et al., 

2011). 

La sPLA2-X est principalement exprimée dans le tractus gastrointestinal et les organes reproducteurs (Sato 

et al., 2011). Elle est la deuxième sPLA2 (avec la sPLA2-IB) impliquée dans la digestion des lipides alimentaires 

(Sato et al., 2011). En parallèle, l’expression de la sPLA2-X dans les intestins pourrait altérer le microbiote, ce qui 

pourrait, dans un second temps, influencer l’immunité et la balance métabolique de l’hôte (Ley et al., 2005; 

Mazmanian et al., 2005; Tremaroli and Backhed, 2012).  

En ce qui concerne les organes reproducteurs, la sPLA2-X est stockée au niveau de l’acrosome des 

spermatozoïdes (Escoffier et al., 2010), d’où elle est relarguée par la cellule activée durant la réaction 

acrosomique. Les souris Pla2g10-/- présentent une faible réaction acrosomique et une faible fertilité (Escoffier 

et al., 2010; Sato et al., 2011). 

De plus, l’enzyme a également été impliquée dans le développement du cancer du sein, où elle stimulerait 

la formation de gouttelettes lipidiques et l’oxydation des acides gras (Pucer et al., 2013). 

Enfin, une dernière fonction pouvant être citée est son activité antivirale in vitro contre le VIH, résultant de 

la dégradation de la membrane virale (Fenard et al., 1999; Kim et al., 2007). 

 

Les sPLA2 de groupe XII (sPLA2-XII) incluent les isoformes sPLA2-XIIA et -XIIB. La sPLA2-XIIA est exprimée 

dans de nombreux tissus mais la souris transgénique Pla2g12a-/- n’existant pas, ses fonctions physiologiques ne 

sont pas connues. In vitro, cette enzyme est capable de tuer des bactéries Gram négatif, comme Helicobacter 

pylori (Huhtinen et al., 2006; Koduri et al., 2002). Par ailleurs, la surexpression de la sPLA2-XIIA dans des 

embryons de xénope (Xenopus laevis) induit la neurogénèse des structures olfactives (Muñoz-Sanjuan and 

Brivanlou, 2005). Chez l’Homme, il existe une association entre le polymorphisme de la sPLA2-XIIA et la réponse 

au traitement anti-facteurs de croissance des endothéliums vasculaires chez les patients atteints d’une 

dégénérescence maculaire liée à l’âge (Wang et al., 2012). 

La sPLA2-XIIB, catalytiquement inactive, est exprimée dans le foie et la souris Pla2g12b-/- présente une 

stéato-hépatite due à l’altération de la sécrétion des VLDL (very-low-density lipoprotein) (Guan et al., 2011). 
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5. La phospholipase A2 sécrétée de groupe IIA 

Un intérêt particulier est porté ici à la sPLA2-IIA humaine (ou hGIIA), dans la mesure où son rôle potentiel 

dans le paludisme fait l’objet de cette thèse. 

Chez l’Homme, le gène codant la sPLA2 de groupe IIA est situé sur le chromosome 1 (Kramer et al., 1989). 

La région promotrice du gène contient une TATA box et une CAAT box ainsi que différents éléments nécessaires 

pour la liaison aux facteurs de transcription AP-1, C/EBPs, CREB, NFκB, STAT et PPARγ (Couturier et al., 1999; 

Crowl et al., 1991). Dans plusieurs cellules, l’induction de la synthèse de sPLA2-IIA est sous le contrôle de la voie 

cPLA2α-12/15-lipoxygénase (Couturier et al., 1999; Kuwata et al., 2000) ou de stimuli pro-inflammatoires via le 

TNFα, l’IL1, l’IL-6 ou le LPS (Oka and Arita, 1991). Elle est régulée négativement par des cytokines anti-

inflammatoires et les glucocorticoïdes (Nakano et al., 1990). 

Chez l’Homme, on trouve, en situation d’homéostasie, la sPLA2-IIA dans différents organes et tissus comme 

l’estomac, le duodénum, le jéjunum, l’iléum, le côlon, ou au niveau des cellules de Paneth dans des granules de 

sécrétion (Nevalainen and Haapanen, 1993). Cependant, la source la plus importante de sPLA2-IIA est dans le 

cartilage, au niveau des chondrocytes et de la matrice cartilagineuse (Nevalainen and Haapanen, 1993). Bien que 

la protéine soit présente, la concentration en sPLA2-IIA est beaucoup plus faible dans les autres organes comme 

le pancréas, le foie, la rate et le placenta (Nevalainen and Haapanen, 1993). Par ailleurs, cette enzyme est 

sécrétée par certaines cellules sanguines telles que les leucocytes polynucléaires (Franson et al., 1977), les 

macrophages (Vadas and Hay, 1980), ou encore les plaquettes (Jesse and Franson, 1979). 

La sPLA2-IIA est à ce jour la seule sPLA2 détectée dans la circulation sanguine de manière constitutive (en 

concentration de l’ordre de 0,01-0,1 nM). Toutefois, la sPLA2-IB est également présente dans le sérum sous 

forme de proenzyme. La concentration en sPLA2-IIA augmente en conditions pathologiques, comme dans 

l’arthrite rhumatoïde (Seilhamer et al., 1989), l’asthme (Bowton et al., 1997), les accidents cardiovasculaires 

(Koenig et al., 2009) et certaines pathologies infectieuses (Vadas et al., 1993) ; (Grönroos et al., 2002). Cette 

enzyme est souvent qualifiée de « sPLA2 inflammatoire » du fait de l’augmentation de sa concentration par des 

stimuli pro-inflammatoires, et son niveau élevé dans le sérum ou les exsudats inflammatoires, corrélé à la 

sévérité de l’inflammation (Kramer et al., 1989; Pruzanski and Vadas, 1991; Seilhamer et al., 1989).  

On lui attribue un rôle dans l’immunité innée, en particulier dans la défense antibactérienne, par sa capacité 

à dégrader les membranes bactériennes riches en PG et PE (Weinrauch et al., 1998). Son mode d’action à l’égard 

des bactéries Gram+ est différent de celui des bactéries Gram-. Les bactéries Gram+ ne possèdent pas de 

membrane externe ni de LPS, dans ce cas, la sPLA2-IIA a une action phospholipolytique directe sur la membrane 

cytoplasmique bactérienne, après traversée du peptidoglycane (Koduri et al., 2002). En revanche, les bactéries 

Gram- possèdent une membrane externe asymétrique présentant une épaisseur de LPS résistante aux sPLA2. 

Dans ce cas de figure, l’action phospholipolytique de la sPLA2-IIA requiert l’action préalable de la protéine BPI 

(bactericidal/permeability-increasing protein) ou du complexe d’attaque membranaire du complément (Laine et 

al., 2000b; Madsen et al., 1996; Weiss et al., 1994).  
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6. Apport des modèles animaux à l’étude du rôle de la sPLA2-IIA dans un contexte physiologique 

ou physiopathologique 

Depuis quelques années, l’étude du rôle des sPLA2 dans diverses pathologies s’est tournée vers les 

modèles animaux génétiquement modifiés. Les fonctions de plusieurs sPLA2 in vivo ont ainsi été découvertes, 

grâce à l’utilisation de souris transgéniques et « knock-out ». Comme nous l’avons vu, individuellement les sPLA2 

ont des localisations tissulaires et cellulaires différentes et des propriétés enzymatiques spécifiques, ce qui 

suggère qu’elles pourraient avoir des rôles physiologiques et physiopathologiques différents. L’insertion d’un 

transgène chez la souris permet d’obtenir des informations sur l’activité potentielle de l’enzyme au sein de la 

cellule ou du tissu qui l’exprime, tandis que l’élimination du gène permet d’obtenir des informations sur la 

fonction biologique de la sPLA2.  

Des lignées de souris KO pour le gène murin, ainsi que des lignées transgéniques pour le gène murin ou 

humain ont été construites. Dans le deuxième cas, l’insertion du transgène a été faite chez des souris 

naturellement KO pour le gène de la sPLA2, comme les souris C57BL/6 et 129Sv, dont le gène Pla2g2a présente 

une mutation « frame-shift » dans l’exon 3 (Kennedy et al., 1995).  

 

6.1. La souris transgénique pour la phospholipase A2 sécrétée de groupe IIA humaine 

(hGIIA) 

L’étude in vivo de la hGIIA a été facilitée par la création, par la société Chrysalis DNX Transgenic Sciences 

(Princeton, NJ, USA), en 1996, d’une souris C57BL/6 génétiquement modifiée (Grass et al., 1996). C’est cette 

lignée qui est utilisée dans notre étude.  

 

6.2. Construction et caractéristiques de la lignée transgénique 

Le génome d’une souris (Mus musculus) contient 12 gènes codant pour les sPLA2 murines mGIB, mGIIA, 

mGIIC, mGIID, mGIIE, mGIIF, mGIII, mGV, mGX, mGXIIA, mGXIIB et l’otoconine (Murakami et al., 2011). 

Contrairement à certaines lignées de laboratoire (BALB/c, C3H/HE, DBA/1 etc.), mais comme d’autres (129/Sv, 

B10.RIII) les souris C57BL/6 ne synthétisent pas de sPLA2-IIA murine fonctionnelle (mGIIA) (Kennedy et al., 1995). 

En effet, le gène Pla2g2a contient une mutation « indel », correspondant à l’insertion d’une thymine en position 

166 dans l’exon 3 du gène, conduisant à un décalage de lecture (frameshift). Il en résulte un dysfonctionnement 

du domaine de liaison au calcium (calcium-binding domain) et une perte de l’activité des domaines codés par les 

exons 4 et 5. Cette mutation naturelle aboutit à la traduction d’une protéine tronquée non fonctionnelle. Les 

souris C57BL/6 WT sont homozygotes pour cette déficience. 
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La lignée de souris transgénique a été produite par micro-injection d’un fragment de restriction HindIII de 

6,2 kb contenant le gène Pla2g2a humain, dans des embryons (stade 1 cellule) F2 hybrides (C57BL/6 x SJL) (Grass 

et al., 1996). Les embryons ont ensuite été transférés dans une mère receveuse ICR pseudo-gestante et la 

grossesse a été menée à terme selon la méthode standard (Hogan and Klein, 1994). Les souris transgéniques 

pour la hGIIA obtenues ont été croisées avec des souris C57BL/6J pour produire les animaux G1. Quatre lignées 

G1 de souris transgéniques ont été obtenues, avec un nombre variable de copies du transgène, résultant de la 

technique dite « d’insertion aléatoire » utilisée à l’époque. Il est important de signaler que les auteurs ont montré 

que le nombre de copies chez une souris n’avait pas d’influence sur le niveau d’activité sPLA2 circulant chez cette 

souris (Grass et al., 1996). Le transgène contient le gène Pla2g2a complet (5 exons et 4 introns) prolongé d’une 

extrémité 5’-flanquante de 1,6 kb et d’une extrémité 3’-flanquante de 0,35 kb. Le transgène contient les régions 

régulatrices humaines et est susceptible d’être régulé par ses promoteurs naturels, parmi lesquels on compte : 

l’IL-1, l’IL-6, le TNFα, ou le LPS.  

Le premier phénotype observé chez les souris transgéniques, qui expriment le gène humain de façon 

constitutive, est une peau anormale, avec hyperplasie épidermique, hyperkératose et alopécie, mais sans 

inflammation apparente (Grass et al., 1996). Chez ces souris, la protéine hGIIA a été détectée par 

immunomarquage dans différents tissus : en grande quantité dans les hépatocytes, l’aorte, les chondrocytes, le 

derme et les cellules des tubes proximaux du rein, et en quantité plus faible dans la capsule de Bowman, le 

mésangium glomérulaire, la muqueuse et les muscles lisses de la vessie, la matrice osseuse, les tendons, la peau 

et les cellules de l’épithélium bronchique (Nevalainen et al., 1997). La présence de l’enzyme dans les différents 

tissus n’induit pas de différence histologique par rapport aux souris WT (Grass et al., 1996). 

D’un point de vue hématologique, différents aspects chez la souris transgénique pour la hGIIA ont aussi été 

notés : 1) la hGIIA circule constitutivement dans leur plasma, sous une forme enzymatiquement active ; 2) les 

leucocytes sont plus nombreux et plus riches en PNN et lymphocytes que chez les souris non-transgéniques 

(Laine et al., 2000a) ; 3) le taux circulant de HDL est plus bas et les particules sont plus petites, avec 11% de 

phospholipides en moins, que chez les souris non-transgéniques (de Beer et al., 1997). En revanche, le taux de 

cholestérol LDL et VLDL est plus élevé (Ivandic et al., 1999). 

 

6.3. Utilisation de la souris transgénique pour la sPLA2-IIA humaine dans l’étude des 

pathologies humaines 

La souris transgénique pour la hGIIA a été utilisée dans le cadre d’études sur l’athérosclérose, le cancer, les 

infections bactériennes, et les maladies inflammatoires comme l’asthme ou l’arthrite rhumatoïde. 

La fonction la plus évidente de la hGIIA est sans doute son activité antibactérienne, résultant de sa 

capacité à s’attaquer sélectivement aux membranes bactériennes, riches en phospholipides anioniques (PE et 

PG) (Singer et al., 2002). Il a été montré que les souris transgéniques résistent mieux à l’infection par 
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Staphylococcus aureus et Bacillus anthracis (Gram+) (Piris-Gimenez et al., 2005), ou Escherichia coli (Gram-) que 

les souris WT (Weiss, 2015). Elles sont aussi protégées contre les infections à streptocoque B (Movert et al., 

2013). 

La lignée transgénique a été utilisée pour l’étude de l’athérosclérose. Les souris transgéniques font 

spontanément de l’athérosclérose en absence d’hyperlipidémie, ce qui semble indiquer que la hGIIA est un 

acteur direct dans l’athérosclérose (Ivandic et al., 1999). Dans la mesure où le lipoprotéinogramme des souris est 

affecté et que l’activité paraoxonase du sérum est diminuée, ceci suggère que les modifications des lipoprotéines 

pourraient être impliquées dans l’effet pro-athérogénique de la hGIIA. Dans ce contexte, il est intéressant de 

noter que très récemment, l’utilisation des souris transgéniques a montré que la hGIIA augmente la sensibilité à 

l’insuline et la tolérance au glucose, empêchant l’obésité de s’installer chez des souris nourries avec un régime 

riche en graisses (Kuefner et al., 2017).    

Chez l’Homme, le niveau de hGIIA dans le sérum ou les exsudats inflammatoires est corrélé à la sévérité 

de l’inflammation ou de l’atteinte aux tissus (Pruzanski and Vadas, 1991). Parce qu’elle est induite par des stimuli 

pro-inflammatoires et qu’elle peut potentiellement libérer de l’AA, la hGIIA a longtemps été considérée comme 

un des acteurs du métabolisme de l’AA sur les sites inflammatoires. Cependant, les évidences in vivo manquaient.  

Son rôle dans différents cancers, en particulier le cancer du côlon, a fait l’objet de nombreuses études in 

vivo (revue : Park et al., 2012). Les modèles expérimentaux in vivo ont aussi permis de mettre en évidence son 

implication dans le contrôle du développement tumoral dans les cas de tumeurs gastrointestinales (Cormier et 

al., 1997; MacPhee et al., 1995). Dans d’autres types de cancer, au contraire, l’expression de la hGIIA est corrélée 

positivement avec le développement du cancer : c’est le cas du cancer de la prostate (Graff et al., 2001; Sved et 

al., 2004), de l’œsophage (Mauchley et al., 2010) ou le cancer du poumon (Yu et al., 2012a; Yu et al., 2012b). 

Cette enzyme pourrait donc avoir différents impacts selon le type de cancer considéré. 
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PARTIE 3 : sPLA2 et protistes parasites 

Dans le monde des parasites, les sPLA2 sont impliquées à la fois comme acteurs de la biologie des parasites 

et dans la physiopathologie de l’hôte infecté, mais aussi comme outils thérapeutiques potentiels dans la lutte 

contre ces microorganismes. 

 

1. Potentialités antiparasitaires des sPLA2 

Divers venins, fractions de venins ou molécules issues de venins ont été testés pour leurs propriétés 

antiparasitaires potentielles. Les sPLA2 de venins font partie dans ce contexte, des molécules les plus largement 

étudiées. Elles sont à la fois considérées comme des moyens pour lutter contre les maladies parasitaires, et 

comme des outils pour avancer dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent 

ces maladies.  

Quelques exemples : chez le trypanosome africain Trypanosoma brucei brucei, la sPLA2 de venin d’abeille 

s’est révélée très active contre le parasite en culture in vitro (Boutrin et al., 2008). De même, chez les leishmanies, 

BnSP-7, une sPLA2 sans activité catalytique issue du venin du serpent Bothrops pauloensis, est active contre les 

formes amastigote et promastigote de Leishmania (L.) amazonensis (Nunes et al., 2013) ; et la sPLA2 du venin du 

crotale Crotalus durissus terrificus est active in vitro contre Leishmania (L.) infantum chagasi (Barros et al., 2015).  

Dans le paludisme, des travaux originaux dédiés à la recherche de moyens de blocage de la transmission de 

la maladie, ont testé les capacités des sPLA2 de Crotalus adamanteus et d’Apis mellifera, et montré qu’elles 

pouvaient bloquer la formation des oocystes de P. falciparum chez le moustique. Ce blocage est indépendant de 

l’activité catalytique des enzymes, et semble résulter de l’attachement de la sPLA2 à l’épithélium intestinal de 

l’insecte, qui empêche l’ookinète de se fixer (Zieler et al., 2001). En 2002, le groupe de Jacobs-Lorena a inséré 

dans le génome d’Anopheles stephensi le gène de la sPLA2 de venin d’abeille sous contrôle d’un promoteur 

inductible par le repas sanguin du moustique, et montré que la transmission du Plasmodium murin P. berghei à 

des souris via ce moustique transgénique est largement compromise (Moreira et al., 2002). Cependant, les tests 

de « fitness » du moustique transgénique, en termes de survie, fécondité, fertilité, et avantages sélectifs vis-à-

vis des moustiques non-transgéniques, étaient au désavantage du moustique transgénique (Moreira et al., 2004). 

C’est pourquoi un nouveau moustique transgénique a été construit avec Aedes fluviatilis, chez qui un gène muté 

au niveau du site actif de l’enzyme a été inséré, de façon à éliminer les effets délétères pour le moustique de 

l’activité sPLA2 (Rodrigues et al., 2008), ce qui a permis d’améliorer les performances du moustique en termes 

de « fitness » (Smith et al., 2013). 

Des sPLA2 issues de venins animaux ont aussi été testées vis-à-vis de la phase sanguine du développement 

de P. falciparum in vitro. Les études effectuées au MNHN ont montré que plusieurs sPLA2, et particulièrement la 

sPLA2 de venin d’abeille (Apis mellifera), inhibent le parasite en culture, par un mécanisme indirect faisant appel 

à l’hydrolyse enzymatique des lipoprotéines contenues dans le plasma humain ajouté au milieu de culture du 

parasite (Guillaume et al., 2004; Rouault et al., 2006). La sPLA2 de venin d’abeille se lie sélectivement aux 
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lipoprotéines et les hydrolyse, libérant des acides gras poly-insaturés (PUFA) comme l’AA ou le DHA, toxiques 

pour le parasite (Guillaume et al., 2006). 

  

2. PLA2 des protistes parasites 

Les PLA2 d’origine parasitaire ont été relativement peu étudiées. Cependant, elles peuvent jouer un rôle 

important, et différentes études mettent en avant leur implication dans l’invasion des cellules-hôtes. Nous 

présenterons ici quelques descriptions qui ont été faites des activités PLA2 chez certains microorganismes 

parasites responsables de maladies humaines.   

Toxoplasma : le toxoplasme est un parasite intracellulaire des macrophages, agent de la toxoplasmose. Une 

PLA2 indépendante du calcium de type patatine (TgPL1), importante pour la survie du parasite dans les 

macrophages activés a été identifiée chez Toxoplasma gondii en 2012. La délétion du gène de Tgpl1 conduit à la 

dégradation intracellulaire du parasite ; TgPL1 est catalytiquement inactive (Tobin and Knoll, 2012). Depuis, 6 

gènes contenant des domaines de type patatine (PLP – patatin like-protein) ont été identifiés chez le parasite, 

dont 4 coderaient pour des enzymes actives (site actif « normal »). TgPL2 serait essentiel au maintien de 

l’intégrité de la membrane de l’apicoplaste (Leveque et al., 2017). TgPL3, qui pourrait être important pour la 

virulence du parasite, est actuellement à l’étude.   

Trypanosoma : le trypanosome est un parasite responsable des trypanosomiases. Des travaux assez anciens 

(1993) ont fait état d’une PLA2 hautement spécifique des dimyristoyl-PC et dioeloyl-PC chez Trypanosoma 

congolense. Cette PLA2 aurait des propriétés hémolytiques et anticoagulantes (Nok et al., 1993). En 1998, 

d’autres études mettent en évidence chez Trypanosoma brucei une activité PLA2 d’origine parasitaire capable 

de libérer de l’AA à partir de substrats phospholipidiques (Eintracht et al., 1998). En 2001, Ridgley et Ruben 

montrent qu’il existe chez Trypanosoma brucei brucei et Trypanosoma brucei gambiense, une activité 

d’hydrolyse des phospholipides faisant appel à une déacylation séquentielle due à une activité PLA1 suivie d’une 

activité lysoPL (Ridgley and Ruben, 2001). Une autre étude a montré une activité enzymatique de type PLA2, 

indépendante du calcium et stimulée par le Triton X-100, chez Trypanosoma brucei gambiense et Trypanosoma 

brucei brucei (Shuaibu et al., 2001). 

Leishmania : les leishmanies sont des parasites hébergés par les macrophages, agents de la leishmaniose. 

Il a été rapporté que les surnageants et les lysats de promastigotes de Leishmania (L.) amazonensis contiennent 

une activité PLA2 qui n’est pas inhibée par la dexaméthasone, un inhibiteur de cPLA2 (Passero et al., 2008). Chez 

Leishmania major, une PLA2 enzymatiquement active de type PAF-AH a été identifiée ; les leishmanies mutantes 

sans activité PLA2/PAF-AH sont moins virulentes chez la souris que les leshmanies non mutantes (Pawlowic and 

Zhang, 2012). 

Plasmodium : en 1993, une activité de type PLA2, indépendante du calcium, est détectée dans les GR 

infectés par P. falciparum, mais pas dans les GR sains, ce qui permet de supposer que le parasite synthétise ce 

type d’enzyme (Zidovetzki et al., 1993). Puis, en 2005, une PLA2 présentant des similitudes avec la lécithine : 
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cholestérol acyl-transférase des mammifères, est identifiée à la surface des sporozoïtes, formes infectantes du 

parasite. Cette enzyme aiderait à la traversée des cellules de la peau par les sporozoïtes, étape nécessaire pour 

atteindre le flux sanguin (Bhanot et al., 2005). Depuis, quatre gènes codant pour des PLA2 contenant un domaine 

de type patatine ont été identifiés chez P. falciparum. Des travaux rapportés très récemment (en 2018), 

mentionnent qu’une de ces PLP putatives (Pf3D7_0209100) aurait une localisation cytosolique et nucléaire, et 

qu’une autre, Pf3D7_092400, pourrait jouer un rôle dans l’homéostasie des lipides membranaires (Wilson and 

Knoll, 2018). Enfin, Flammersfeld et al., ont recherché les phospholipases potentielles de P. falciparum en 

utilisant la base de données PlasmoDB et ont identifié dans le génome du parasite 22 protéines putatives 

présentant un domaine enzymatique de type lipolytique. Parmi ces 22 protéines, 14 présentent un domaine 

prédictif de type α/β hydrolase, 4 ont un domaine de type PLP, et les 4 dernières contiennent respectivement : 

un domaine PC:stérol-O-acyltransférase, un domaine PI-PLC, un domaine shyngomyéline phosphodiestérase et 

un domaine PLA/lipase (Flammersfeld et al., 2018). Aucune sPLA2 ou sPLA2 putative n’a été décrite à ce jour 

chez Plasmodium. 

 

3. Phospholipases A2 sécrétées de l’hôte et paludisme 

 Dans le paludisme, comme dans d’autres pathologies ou traumatismes, le taux circulant d’activité sPLA2 

est anormalement augmenté. En 1992, une première étude, qui portait sur l’identification de (des) enzymes 

responsable(s) de cette activité, avait montré que chez des adultes parasités par P. falciparum ou P. vivax, 

l’activité sPLA2 du sérum est fortement corrélée à la concentration en hGIIA. Ce qui suggérait que la hGIIA était 

très largement responsable de l’activité mesurée (Vadas et al., 1992). Dans une deuxième étude, les mêmes 

auteurs ont montré que le niveau de gravité du paludisme, chez des patients parasités par P. falciparum, est 

positivement associé au niveau de hGIIA circulant (Vadas et al., 1993). Récemment, le métabolome plasmatique 

d’enfants d’Afrique sub-saharienne (Malawi) atteints de paludisme cérébral a été analysé. Les résultats ont 

montré que l’AA et d’autres métabolites lipidiques, ainsi que l’activité sPLA2 du plasma, augmentent dans le 

paludisme cérébral. L’augmentation est positivement associée à la turgescence du cerveau, phénomène prédictif 

d’une issue fatale dans cette complication (Pappa et al., 2015). Une des hypothèses est que l’AA, précurseur des 

eicosanoïdes, pourrait augmenter la perméabilité de l’endothélium vasculaire dans le cerveau par l’intermédiaire 

des prostaglandines.    

 On voit donc que l’activité sPLA2 plasmatique chez les malades pourrait être un acteur-clé de la 

physiopathologie du paludisme. Les études précédentes, effectuées au MNHN, avec les sPLA2 de venins ayant 

montré que ces enzymes pouvaient inhiber la croissance de P. falciparum in vitro, la question se posait de savoir 

si les sPLA2 humaines pouvaient elles aussi inhiber la croissance parasitaire in vitro, et au-delà, être impliquées 

dans le contrôle de la parasitémie chez les malades.   

L’ensemble des sPLA2 humaines recombinantes a été testé in vitro vis-à-vis de P. falciparum en culture 

sur GR humains et en présence de plasma humain. Quatre d’entre elles, les sPLA2-X, -IIF, -III et -V, ont montré 
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des capacités d’inhibition, avec des concentrations inhibitrices (CI50) de respectivement : 2,9 ± 2,4 nM ; 10,7 ± 

2,1 nM ; 16,5 ± 9,7 nM et 94,2 ± 41,9 nM (Guillaume et al., 2015). Il est apparu que le pouvoir inhibiteur de 

chaque sPLA2 dépendait de sa capacité à hydrolyser les lipoprotéines plasmatiques et à libérer des PUFA. Dans 

ce contexte, la sPLA2-X, qui hydrolyse activement la PC, est la plus active, et la sPLA2-V, qui libère difficilement 

les PUFA, est la moins active (Guillaume et al., 2015). Dans les conditions du test, la sPLA2-IIA n’est pas inhibitrice 

pour Plasmodium. 

Dans une deuxième étape, cette étude a été reprise en présence de lipoprotéines oxydées. En effet, dans 

les situations d’infection, d’inflammation, de trauma, le taux d’oxydation des lipoprotéines plasmatiques 

augmente (Memon et al., 2000). Le paludisme ne fait pas exception (Sibmooh et al., 2004). Dans la mesure où 

les lipoprotéines oxydées ont une charge électrique globale plus négative que celle des lipoprotéines natives, et 

que la sPLA2-IIA a une affinité plus grande pour les surfaces phospholipidiques chargées négativement, 

l’hypothèse a été émise qu’en situation pathologique, la sPLA2-IIA pourrait dégrader les lipoprotéines oxydées 

et être active contre Plasmodium. 

Nos travaux les plus récents (voir manuscrit en annexe 1) ont montré qu’effectivement, la sPLA2-IIA est 

capable d’inhiber la croissance de P. falciparum quand des lipoprotéines (LDL, HDL ou lipoprotéines totales) 

préalablement oxydées in vitro, sont ajoutées au milieu de culture du parasite. La CI50 de la sPLA2-IIA est de 

l’ordre de 150 nM, et est donc plus élevée que celles des autres sPLA2 actives contre le parasite, qui, par ailleurs, 

restent actives dans le milieu de culture contenant des lipoprotéines oxydées. 

Nos travaux montrent aussi que les plasmas de patients atteints de paludisme simple à P. falciparum, ne 

contiennent pas de quantités détectables des sPLA2-IIF, -V ou -X. Seule la sPLA2-IIA est clairement détectée, avec 

une concentration moyenne de 2,3 nM (médiane = 1,55 nM ; n = 41), soit 10 fois supérieure à celle des individus 

non parasités (0,2 nM en moyenne). Ces valeurs restent cependant très en-dessous des concentrations détectées 

chez les patients atteints de paludisme sévère, telles que rapportées dans la publication de P. Vadas et al. en 

1993, qui, chez certains patients, pouvaient atteindre les 200 nM (Vadas et al., 1993). 

Nous montrons aussi que lorsque la concentration endogène en hGIIA des plasmas de malades est 

augmentée à 100 nM par ajout de hGIIA recombinante, ces plasmas deviennent inhibiteurs de la croissance in 

vitro de P. falciparum. En revanche, l’ajout de hGIIA recombinante à des plasmas sains n’a pas d’effet sur la 

croissance parasitaire. De plus, la sPLA2 est capable de libérer des acides gras à partir des plasmas de malades 

mais pas des plasmas sains ; et la mesure de l’oxydation des lipoprotéines montre que les LDL des plasmas de 

malades sont significativement plus oxydées que les LDL des plasmas sains.  

L’ensemble de ces données nous a permis de proposer une hypothèse où la hGIIA serait un acteur de la 

défense de l’hôte contre le parasite, par un mécanisme indirect impliquant l’hydrolyse des lipoprotéines oxydées 

et la libération d’acides gras toxiques, potentiellement polyinsaturés. Dans cette hypothèse, il apparaît que 

l’hydrolyse des lipoprotéines conduirait aussi à la production de médiateurs lipidiques potentiels (PUFA et 

lysoPL), susceptibles d’agir sur le système immunitaire et/ou d’induire des effets métaboliques et physiologiques 

divers.  
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OBJECTIF DE LA THESE 
 

L'objectif principal du travail de thèse était d’étudier, in vivo, le rôle potentiel de la phospholipase A2 

sécrétée de groupe IIA humaine dans le paludisme, par la caractérisation de l’infection chez la souris C57BL/6 

transgénique, infectée par P. chabaudi chabaudi 864VD. 

 

Les objectifs spécifiques étant de : 

 
- Décrire et comparer les paramètres hématologiques au cours de l’infection entre les souris 

transgéniques et non transgéniques ; 

- Analyser les différences histopathologiques entre les souris transgéniques et non transgéniques ; 

- Vérifier l’expression protéique et transcriptionnelle de la hGIIA dans différents tissus chez la souris 
transgénique infectée ; 

- Analyser les mécanismes potentiels d’action de la hGIIA chez la souris transgénique vis-à-vis du parasite, 
à travers (1) l’hydrolyse de lipoprotéines oxydées et (2) la mise en place d’une réponse immunitaire 
spécifique. 
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II. MATERIEL ET METHODES 
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Expérimentation in vivo, modèle murin du paludisme 

 

1. Ethique 

Les procédures expérimentales sur animaux ont été réalisées en conformité avec la Directive Européenne 

2010/63/UE et la législation nationale, à savoir le Décret n° 2013-118 du 1er février 2013, du Ministère de 

l'Agriculture, de l'Agroalimentaire et de la Forêt. Les protocoles ont été approuvés par le comité d'éthique du 

MNHN (n° de dépôt APAFIS 201802281454598) et par la Direction départementale de la protection des 

populations (n° C75- 05-15). 

 

2. Infection contrôlée à Plasmodium sur modèle murin (in vivo) 

2.1. L’agent infectieux : Plasmodium chabaudi chabaudi souche 864VD 

Comme chez l’Homme, les Plasmodium murins n’ont pas le même potentiel de virulence chez la souris 

d’une espèce et/ou d’une souche à l’autre. La lignée de souris choisie influence également le profil infectieux. 

Dans la mesure où la grande majorité des cas de paludisme humain sont des paludismes simples et chroniques, 

notre choix pour étudier le rôle de la hGIIA s’est porté sur une souche non létale et chronique maintenue au 

laboratoire : Plasmodium chabaudi chabaudi 864VD (P. c. chabaudi). L’espèce plasmodiale murine chabaudi 

présente des similitudes avec l’espèce plasmodiale humaine falciparum. Comme elle, elle infecte 

préférentiellement les GR matures et le développement des parasites dans le sang se fait de manière synchrone. 

D’autre part, au cours de son cycle de reproduction asexué, P. c. chabaudi a la particularité d’être séquestré dans 

la microcirculation hépatique et pulmonaire, sans pour autant causer de complication mortelle (Brugat et al., 

2014).  

 

2.2. Constitution des stocks de Plasmodium 

Les stocks de Plasmodium disponibles au laboratoire sont congelés à -80°C. Ils font partie de la collection 

de Plasmodium du MNHN (Unicellular Eukaryotes Collection, Parasitic Protists, Muséum National d’Histoire 

Naturelle). Les stocks de P. c. chabaudi utilisés pour le travail de thèse ont été préparés comme suit : à partir 

d’une souris ayant atteint une parasitémie de 8-10%, une exsanguination est effectuée au niveau du sinus rétro-

orbital avec une pipette héparinée. Après centrifugation du sang récolté à 800 x g pendant 5 minutes, les GR sont 

séparés du plasma et resuspendus dans un volume minimum de solution saline de NaCl (9 g/L). Le volume est 

déterminé (Vtotal). Un frottis est réalisé avec cette suspension et coloré au Diff-QuikTM (Medion Diagnostics), afin 

de déterminer le pourcentage de GR infectés (% GRi), par comptage au microscope optique. La suspension est 

diluée dans une solution saline au 1/500ème et la concentration totale en GR (GR/mL) est déterminée par lecture 

en hématocytomètre (Kovaslide®, VWR). La concentration totale en GR est donnée par la formule suivante :  
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[GR/µL] = nombre total de GR comptés dans 9 carrés x 10 x facteur de dilution 

La concentration en parasites [P/µL], est calculée par la formule : [P/µL] = [GR/µL] x % Gri.  

La suspension cellulaire est diluée en solution d’Alsever (Dextrose : 20,5 g/L ; trisodium citrate, 2H20 : 

7,90 g/L ; NaCl : 4,2 g/L ; glycérol : 10% (vol/vol)) pour obtenir une suspension de 1 x 107 GR parasités /mL. La 

solution obtenue est homogénéisée et aliquotée en tubes à cryopréservation de 1 mL, stockés ensuite à -80°C. 

La solution d’Alsever permet aux GR de ne pas être lysés lors de la décongélation. 

 

2.3. Les souris 

Trois types de souris ont été utilisés : 

(1) Souris WT : (wild-type) lignée consanguine C57BL/6J OlaHsd, commercialisée par la société ENVIGO (Harlan 

France Sarl, Gannat, France).  

(2) Souris Tg+ : souris de la lignée C57BL/6 transgéniques pour la hGIIA (Grass et al., 1996). Ces souris nous ont 

été fournies par le Dr. Lhousseine TOUQUI (Institut Pasteur/Hôpital Cochin Paris). Les souris sont 

hétérozygotes pour le transgène humain (Pla2g2a-/+). L’élevage de la lignée a été poursuivi au MNHN, par 

croisement de mâles Tg+ avec des femelles WT.  

(3) Souris Tg- : souris « littermates » (issues des mêmes portées que les souris Tg+) de phénotype sauvage (ne 

possèdent pas le transgène humain), obtenues par croissement d’un mâle Tg+ et d’une femelle WT. 

Les souris Tg- et Tg+ ont été maintenues en élevage au sein de l’animalerie du MNHN pour la durée de 

la thèse. Toutes les souris utilisées étaient des mâles âgés de 8 à 28 semaines, ayant librement accès à l’eau et à 

la nourriture (granulés rafles de maïs) au cours des expérimentations et maintenues sous des cycles 

nycthéméraux de 12h jour/12h nuit.  

 

2.4.  Infestation des souris 

2.4.1. Inoculation de Plasmodium chabaudi chabaudi 864VD 

Les souris C57BL/6 WT, Tg- et/ou Tg+, pesant 20-25 g environ, ont reçu une injection de 1 x 106 globules 

rouges infectés par P. c. chabaudi par voie intrapéritonéale (IP), soit 100µL d’une suspension de 1 x 107 GRi/mL 

en solution d’Alsever. En contrôle, des souris C57BL/6 WT, Tg- et/ou Tg+ ont reçu la même quantité de GR sains 

dans la même solution.  
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2.4.2. Analyses sanguines 

2.4.2.1. Frottis sanguin 

2.4.2.1.1. Détermination de la parasitémie 

Une goutte de sang est récupérée par prélèvement caudal et un frottis sur lame de verre est réalisé. Les 

lames sont colorées au Diff-QuikTM – solution de fixation : méthanol ; solution I : 1,22 g/L d’éosine Y dans du 

tampon phosphate pH = 6,6 et < 0,1% d’azide de sodium ; solution II : 1,1 g/L de thiazine dans du tampon 

phosphate, pH = 6,6. Le pourcentage d’hématies parasitées est déterminé par comptage d’au moins 1500-2000 

hématies au microscope optique (objectif x100, oculaire x5). La parasitémie (% GRi) est obtenue en appliquant 

la formule suivante :  

% GRi = Nombre de GRi / Nombre de GR totaux x 100 

 

2.4.2.1.2. Identification et numération des sous-populations leucocytaires 

A partir d’un frottis sanguin coloré au Diff-QuikTM, l’identification morphologique et la numération des 

sous-populations leucocytaires est effectuée (lymphocytes, monocytes, PNN, polynucléaires éosinophiles (PNE), 

et polynucléaires basophiles (PNB)) – en raison du très faible nombre de polynucléaires basophiles dans le sang 

total (≈ 30 basophiles/µL de sang), il est extrêmement rare d’en voir sur les frottis sanguins. Le pourcentage de 

chaque type leucocytaire est déterminé après comptage de 100 à 150 leucocytes. 

 

2.4.2.2. Sang total 

Parallèlement au frottis, quelques gouttes de sang total sont récupérées (20 à 30 µL) à partir de la queue, 

dans un microtube de 2mL contenant 5µL d’héparine (Choay, 5 000 UI/mL). Le volume total est mesuré à l’aide 

d’un pipetman pour estimer la dilution du sang dans l’héparine. 4µL de sang seront utilisés pour la numération 

des GR et des leucocytes (GB) le reste du sang sera centrifugé à 800 x g pendant 5 minutes à température 

ambiante pour séparer les cellules du plasma. Le plasma est prélevé et congelé à -80°C pour les analyses 

biochimiques. 

 

2.4.2.2.1. Numération des GR et des GB (méthode manuelle)  

Les GR sont comptés à partir de 2 µL de sang dilué au 1/500ème ou au 1/1000ème dans une solution de 

NaCl (9 g/L). 10µL de la suspension sont déposés sur un hématocytomètre (KovaSlide®). Le comptage s’effectue 

au microscope optique (objectif x40, oculaire x10) sur 9 petits carrés de la KovaSlide® et le nombre de GR/µL de 

sang est obtenu par la formule suivante : 

[GR/µL] = Nombre de GR x 10 x facteur de dilution 
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Les GB sont comptés sur 2 µL de sang. Le sang est dilué au 1/20ème en acide acétique 3% contenant du 

bleu de méthylène. L’acide acétique induit la lyse des GR et le bleu de méthylène colore les leucocytes en bleu. 

10µL de cette solution sont utilisés pour comptage sur KovaSlide® comme ci-dessus. 

   

2.4.2.2.2. Analyse NFS (méthode automatisée) 

Ces analyses ont été réalisées au BioPôle de l’Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort (ENVA), en collaboration 

avec le Dr. Isabelle LAGRANGE, vétérinaire hématologue. 

La numération formule sanguine (NFS) automatisé est un examen biologique réalisé à partir du sang total 

qui permet de quantifier les types cellulaires présents dans un échantillon sanguin par mesure d’impédance et 

par fluoro-cytométrie en flux.  

Un volume minimum de 150 µL de sang total a été prélevé à la jugulaire maxillaire des souris, par piqûre 

au niveau du maxillaire inférieur, et récupération des gouttes de sang directement dans un microtube coaté à 

l’EDTA (K2-EDTA). Un frottis a été établi à partir de chaque prélèvement et coloré au Diff-QuikTM. Dans certains 

cas, un deuxième frottis a été établi à l’ENVA et coloré au May-Grünwald Giemsa et bleu de Crésyl brillant pour 

une analyse en double par le Dr. Lagrange. Les échantillons en tube EDTA ont été conservés à température 

ambiante et transportés dans les 2-3h qui suivent du MNHN à l’ENVA. La numération a été réalisée à l’aide d’un 

analyseur de NFS commercialisé par la société Sysmex, modèle Sysmex XT-2000iV, dédié à l’analyse du sang de 

divers animaux (cheval, chien, chat, rat, souris etc.), et paramétré dans notre étude pour le sang de souris. 

L’analyseur NFS utilise diverses technologies. Les échantillons de sang EDTA sont aspirés par l'analyseur, 

le sang est séparé en aliquotes avant d'être utilisé dans les différents canaux de l’automate et traité avec 

différents réactifs pour révéler les propriétés spécifiques des cellules. Les GR et les plaquettes sont mesurés 

simultanément au niveau d’un orifice de comptage par la technique de l’impédance, combinée à la focalisation 

hydrodynamique. Un réactif sans cyanure est utilisé pour mesurer l'hémoglobine par photométrie. La fluoro-

cytométrie en flux est la principale méthode de détection pour la formule leucocytaire et la numération des 

réticulocytes.  

 

b) Détection de l’hémoglobine (HGB) par spectrophotométrie 

Le procédé de détection de l'hémoglobine utilise du sodium lauryl sulfate (SLS). Le SLS lyse les cellules de 

l'échantillon. Les groupes hydrophiles du SLS se lient à l’hème (contenant un atome de fer) de l’hémoglobine et 

forment un complexe coloré stable (SLS-HGB) qui est analysé à l'aide d'une méthode photométrique. Une diode 

électroluminescente émet une lumière monochromatique, qui est absorbée par le complexe SLS-HGB du 

mélange. L'absorbance est mesurée par un capteur photosensible. Elle est inversement proportionnelle à la 
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concentration en hémoglobine de l'échantillon. La méthode SLS-HGB permet de minimiser les interférences 

possibles dues à la turbidité de l'échantillon (lipémie ou leucocytose), grâce à une dilution au 1/747ème.  

 

c) Numération des globules rouges et des plaquettes : impédance et focalisation hydrodynamique 

L’analyseur Sysmex utilise l’impédance, combinée à la technique de focalisation hydrodynamique, pour la 

numération des GR et des plaquettes. L’impédance à volume fixe calibré permet de compter les cellules à travers 

un micro-orifice de comptage. Cet orifice de comptage est composé de 2 électrodes traversées par un courant 

continu afin d’obtenir des impulsions électriques proportionnelles au volume des cellules qui le traversent. Ces 

données électriques sont converties en histogrammes, représentant la distribution du volume. La focalisation 

hydrodynamique en amont et en aval de la zone de mesure garantit une injection du liquide de gainage 

permettant le passage d’une unique cellule, un centrage optimum des cellules, ainsi que l’absence de 

déformation cellulaire.  

 

d) Fluoro-cytométrie en flux 

Principe général de la technologie Sysmex 

Dans un premier temps, un échantillon de sang est aspiré, puis dilué pour atteindre une teneur prédéfinie, 

et marqué à l'aide d'un fluorochrome qui se lie spécifiquement aux acides nucléiques. Les cellules et les particules 

passent par un orifice de comptage très étroit. L'échantillon est illuminé par le faisceau d’un laser semi-

conducteur, capable de différencier des cellules au moyen de trois signaux différents :  

 Diffusion frontale de la lumière (FSC : « forward scatter »). L’intensité de la diffusion frontale indique le 

volume de la cellule ; 

 Diffusion latérale de la lumière (SSC : « side scatter »). La diffusion latérale fournit des informations sur 

le contenu de la cellule, telles que la taille du noyau ou les granulations ; 

 Fluorescence latérale de la lumière (SFL : « side fluorescence light »). La fluorescence latérale indique la 

quantité d'ADN et d'ARN que contient la cellule. 

 

Les cellules ayant des propriétés physiques et chimiques similaires forment une population similaire sur 

un graphique appelé diagramme de dispersion (ou cytogramme ou scattergram). Un code couleur permet 

d’identifier les populations. 

 

Canal RET (réticulocytes) / PLT-O (plaquettes) 

Dans ce canal, des réactifs spécifiques remplissent deux fonctions : 1) un agent tensio-actif induit une 

légère perforation de la membrane cellulaire des globules rouges, des globules blancs et des plaquettes ; 2) un 

fluorochrome (à base de polyméthine) migre dans le cytoplasme des cellules sanguines et marque les acides 

nucléiques. Puis, l'échantillon est transféré vers une chambre de comptage.  
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Les différentes populations cellulaires 

sont séparées par FSC et SSC. En fonction de 

l'intensité de la fluorescence (SFL), les 

réticulocytes sont fractionnés en trois 

catégories représentant leurs différents stades 

de maturité : LFR (réticulocytes de fluorescence 

faible, les plus « âgés »), MFR (réticulocytes de 

fluorescence moyenne), HFR (réticulocytes de 

fluorescence élevée, les plus « jeunes »). La 

fraction de réticulocytes immatures (IRF) se 

calcule comme la somme des MFR et des HFR 

(Figure 10).  

 

Les plaquettes (PLT), qui contiennent aussi des acides nucléiques (ARN ribosomaux principalement), 

forment une population distincte sur le diagramme de dispersion, ce qui permet d’obtenir une numération des 

plaquettes en optique.  

 

Canal DIFF (différenciation des leucocytes) 

Un agent tensio-actif dans le réactif induit la lyse des érythrocytes de l’échantillon de sang. 

Parallèlement, les membranes cellulaires des leucocytes sont perforées, ce qui permet au fluorochrome (à base 

de polyméthine) de se lier aux acides nucléiques. L’échantillon est ensuite analysé par fluoro-cytométrie en flux.  

Les signaux de mesure relatifs à la 

diffusion latérale de la lumière (SSC) et à la 

fluorescence latérale de la lumière (SFL) sont 

analysés et représentés à l'aide d'un diagramme 

de dispersion, sur lequel les cellules présentant 

des propriétés cytochimiques similaires se 

situent dans la même zone sur le diagramme et 

peuvent être séparées en différentes 

populations à l'aide d’algorithmes avancés 

(Figure 11).  

  

 

 

 

 

FIGURE 10 : DISTRIBUTION DES NORMOCYTES, RETICULOCYTES ET PLAQUETTES 

SUR LE CANAL RET. 
https://www.slideshare.net/babu3151/xt-2000i-cell-counter-autoanalyser  
 

FIGURE 11 : DISTRIBUTION DES SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES SUR LE CANAL 

DIFF. 
https://www.slideshare.net/babu3151/xt-2000i-cell-counter-autoanalyser  
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2.4.2.3. Analyses biochimiques du plasma sanguin  

 

2.4.2.3.1. Test d’activité sPLA2 

Adapté de : Franson R, Patriarca P & Elsbach P. (1974) « Phospholipid metabolism by phagocytic cells 

phospholipases A2 associated with rabbit polymorphonuclear leukocyte granules. » J. Lipid Res. 15:380-388. 

Le principe de ce dosage repose sur la mesure des acides gras libérés par l’hydrolyse enzymatique des 

membranes d’Escherichia coli (E. coli). Les bactéries ont été préalablement incubées en présence d’acide oléique 

tritié, qui s’incorpore en position sn-2 des phospholipides membranaires. Les membranes bactériennes ainsi 

marquées sont incubées avec la sPLA2. Les acides gras libérés par l’hydrolyse enzymatique des phospholipides 

sont captés dans le surnageant d’incubation par de la BSA délipidée, et isolés après sédimentation des 

membranes par centrifugation. La quantité d’acide oléique marqué libéré par l’action de l’enzyme rend compte 

de son activité. Les membranes d’E. coli marquées (100 000 dpm/µL) ont été fournies par le Dr. Gérard LAMBEAU 

(UMR7275, Nice Sophia-Antipolis). 

Protocole : un volume de 30 µL d’une solution de membranes d’E. coli marquées est dilué dans 1,5 mL 

de tampon d’activité (0,1 M Tris, 10 mM CaCl2 2H2O, 0,1% BSA, pH = 8). 40 µL de cette suspension (≈ 80 000 dpm) 

sont mélangés à 2 µL d’échantillon à tester (plasma pur ou dilué) préalablement déposé dans 20 µL de tampon 

d’activité. Le tout est incubé à 37°C pendant 30 minutes. La réaction est arrêtée par l’ajout de 80 µL de tampon 

stop buffer (0,1 M EDTA, 0,2% BSA fatty-acid-free). Après centrifugation à 12 000 x g pendant 5 minutes, 100 µL 

de surnageant sont transférés dans une plaque 96 puits auxquels on ajoute 100 µL de liquide scintillant 

(Optiphase Supermix, Perkin-Elmer). La quantité d’3H-acide oléique libéré est mesurée au compteur à 

scintillation (Trilux 1450 MicroBeta, Wallac). Les valeurs sont normalisées par soustraction de la radioactivité 

mesurée dans le surnageant de membranes incubées en absence de sPLA2. Un autre échantillon de membranes, 

sans PLA2 ajoutée et qui ne subit pas de centrifugation, est utilisé pour mesurer la radioactivité totale (quantité 

d’3H-acide oléique présent dans les membranes au début de l’incubation). 

 

2.4.2.3.2. Mesure de la peroxydation des lipides (méthode des TBARS) 

 Lors d’un stress oxydatif, les acides gras polyinsaturés présents dans les membranes sont sujets 

à l’oxydation et génèrent des peroxydes lipidiques très réactifs, comme le malondialdéhyde (MDA). Le dosage 

des TBARS (thiobarbituric acid reactive substances ; substances réactives à l’acide thiobarbiturique), mesure la 

peroxydation lipidique en mesurant la quantité de MDA dans un échantillon (Esterbaauer and Cheeseman, 1990). 

Protocole :  un volume de 70 µL de plasma est transféré dans un tube contenant 70 µL d’H2O (milli-Q). 

On ajoute 140 µL de réactif TBA (37,5 mg d’acide thiobarbiturique, 1,5 g d’acide trichloro-acétique, 10 mL d’acide 

chlorhydrique 0,25 N) fraîchement préparé. Le mélange est vortexé puis chauffé 15 minutes à 85°C. Après 

récupération sur glace, 140 µL de butanol sont ajoutés. L’échantillon est vortexé et incubé 10 minutes à 

température ambiante. Le tube est centrifugé 5 minutes à 6 700 x g à température ambiante, et 200 µL de la 
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phase supérieure sont transférés dans un nouveau tube. L’échantillon est une nouvelle fois centrifugé 5 minutes 

à 6 700 x g et 150 µL de surnageant sont transférés dans un autre tube. 250 µL d’éthanol sont ajoutés avant 

lecture au spectrofluorimètre. La concentration en MDA des échantillons est déterminée à partir d’une gamme 

étalon [0 à 16 µM] de 1,1,1,3,3-tétraéthoxypropane (TEP). Les échantillons de la gamme sont traités de la même 

façon que les échantillons de plasma. Ils sont préparés à partir d’une solution-stock de TEP 0,1 M (Sigma) par 

dilution en éthanol 40% (vol/vol). Le dosage est effectué au spectro-fluorimètre (Aminco Bowman Series 2) en 

microcuve de quartz (excitation : 515 nm ; émission : 550 nm). 

 

2.4.2.3.3. Dosage des protéines 

La concentration en protéines totales des échantillons de plasma est mesurée au moyen du Bio-Rad 

Protein Assay Dye Reagent (méthode colorimétrique basée sur la méthode de Bradford). La concentration en 

protéines des échantillons est déterminée à partir d’une gamme de concentration croissante d’albumine bovine 

(fraction V) en H2O [gamme BSA : 0 à 0,8 mg/mL]. L’absorbance des échantillons à λ = 595 nm est mesurée à 

l’aide d’un spectrophotomètre (Labsystems Multiskan MS). La concentration est calculée graphiquement à partir 

de la courbe : Absorbance = f (concentration BSA). 

 

2.4.3. Autopsie des souris, prélèvement des organes et tissus 

2.4.3.1. Exsanguination et prélèvement des organes 

Les souris sont pesées avant sacrifice, puis euthanasiées par exsanguination totale au sinus rétro-orbital 

puis dislocation cervicale, à J0, J8, J14 et J21 post-inoculation (p.i.) des parasites. Le sang est recueilli dans un 

microtube contenant 5µL d’héparine (Choay, 5 000 UI/mL), puis centrifugé à 800 x g pendant 5 minutes, à 

température ambiante. Le plasma est conservé à -80°C. Le culot de cellules (≈ 300 µL) est resuspendu dans 1 mL 

de TRIzol®(Ambion®), vortexé puis congelé à -80°C avant dosage des ARN totaux (voir ci-après). 

Après ouverture de l’abdomen des souris, la rate, le foie et les reins sont rapidement extraits et pesés à 

l’aide d’une balance de précision (ES 225 SM-DR, PrecisaFrance). Puis les poumons, le cœur et le cerveau sont 

prélevés à leur tour. 

 

2.4.3.2. Fixation des organes en vue des analyses histologiques 

A chaque temps de sacrifice, la partie postérieure de la rate, le lobe hépatique supérieur (le plus gros 

lobe), le rein droit, le lobe pulmonaire gauche, le cœur droit et l’hémisphère cérébral droit sont plongés dans 

une solution de 50 mL de formaldéhyde 4% en PBS pour 48h, avec renouvellement de la solution après 24h. 
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2.4.3.3. Conservation des organes avant analyse par RT-qPCR 

En parallèle, la partie antérieure de la rate, le lobe hépatique bilobé, le rein gauche, les lobes 

pulmonaires droits, le cœur gauche et l’hémisphère cérébral gauche sont coupés en petits morceaux à l’aide d’un 

scalpel puis chaque organe en morceaux est plongé séparément dans 1 mL d’une solution de RNA later© 

(QUIAGEN) avant d’être congelé à -80°C. Le RNA later© imprègne rapidement les tissus afin de stabiliser et 

protéger l’intégrité de l’ARN. Les échantillons traités de cette manière sont mieux protégés de la dégradation et 

restent intacts avant congélation.   

 

2.4.4. Histologie 

2.4.4.1. Inclusion en paraffine 

Les organes fixés par le formaldéhyde sont déshydratés par une succession de 3 bains d’éthanol à 70%, 

3 bains d’éthanol à 95%, 3 bains d’éthanol à 100% et enfin 3 bains de toluène. Chaque bain a une durée de 10 

minutes, à température ambiante. Puis chaque organe est plongé dans un bain de paraffine liquide (Leica-

Paraplast PLUS) à 57°C (température de fusion de la paraffine) pendant au moins 24h. Les blocs de paraffine 

contenant les organes sont ensuite coulés dans des moules d’inclusion à l’aide d’une station d’inclusion en 

paraffine (Leica EGAA50H) et une cassette permettant le montage sur le microtome est disposée au-dessus du 

bloc. Le bloc est refroidi sur une plaque de refroidissement (Leica EG1150C) pour figer son contenu. 

 

2.4.4.2. Montage sur lame 

Les blocs sont coupés au microtome (Leica RM2245) par tranches d’épaisseur 5 µm. Les sections 

réalisées sont ensuite déposées à la surface de l’eau d’un bain-marie chauffant à 40°C, permettant l’étalement 

du tissu sans faire fondre la paraffine. Une lame de verre (de qualité Superfrost ou Superfrost Plus, Thermo 

Scientific) est plongée dans le bain à la verticale puis, en remontant, les coupes lisses adhèrent à la lame. Les 

lames sont ensuite séchées à l’étuve à 57°C toute une nuit.   

 

2.4.4.3. Coloration à l’hématoxyline-éosine (HE) 

Les coupes sur lames Superfrost sont déparaffinées par 3 bains de toluène, puis réhydratées 

successivement par 2 bains d’éthanol à 100%, 1 bain d’éthanol à 95%, 1 bain d’éthanol à 70% et un bain d’eau 

du robinet. Tous les bains ont une durée de 10 minutes. 

Les sections d’organes sont ensuite encerclées au Dakopen (DAKO), colorées à l’hématoxyline de Mayer 

filtrée (filtre pore 0,45 µm) pendant 10 minutes, puis rapidement rincées à l’eau du robinet. Les lames sont 

plongées dans de l’éosine 1% en H2O Milli-Q pendant 1 minute, rincées 3 fois dans de l’eau du robinet puis 

déshydratées par un bain d’éthanol à 70% d’une minute et d’un bain d’éthanol à 100% de 30 secondes. Enfin, les 
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lames sont plongées dans un bain de toluène pendant 1 minute pour fixer la coloration avant d’être montées 

entre lame et lamelle avec du baume d’Eukitt® (Polylabo). 

Les lames sont observées au microscope optique (objectifs x4, x10, x20, x40 et x100 ; oculaire x10 ; 

Olympus BX63) et des photos sont prises et traitées par le logiciel CellSens Dimension4. 

 

2.4.4.4. Immunomarquages sur coupes d’organes  

Les coupes sur lames Superfrost Plus sont déparaffinées et réhydratées comme pour les colorations 

histologiques. Pour tous les marquages, le démasquage des antigènes est réalisé à pH = 6 dans la solution Antigen 

Unmasking de Vector Laboratories pour le marquage anti-hGIIA et dans la solution Diapath pour les marquages 

anti-CD3 et -B220, pendant 30 minutes à 95°C. Les lames sont ensuite refroidies pendant 5 minutes à 

température ambiante puis plongées dans un bain de PBS (pH = 7,5) pendant 5 minutes. Les sections d’organes 

sont encerclées au Dakopen.  

 

2.4.4.4.1. Immuno-marquage de la hGIIA 

Les peroxydases endogènes sont bloquées par ajout de 100 µL de solution DualEndogenous Enzyme 

Block (DAKO) sur chaque coupe pendant 10 minutes en chambre humide et à température ambiante. Les lames 

sont rincées dans un bain de PBS pendant 3 minutes à température ambiante. Les sites non spécifiques sont 

bloqués avec du sérum de lapin non immun 5% en PBS pendant 20 minutes en chambre humide, puis les 

anticorps primaires polyclonaux anti-hGIIA (sérum de lapin, fournis par le Dr. G. LAMBEAU), dilués au 1/100ème 

dans une solution de sérum de lapin non immun 5% en PBS, sont ajoutés et les lames sont incubées jusqu’au 

lendemain à 4°C, en chambre humide. Les lames sont plongées dans 2 bains successifs de PBS, d’une durée de 3 

minutes, puis une goutte de EnVision+ Dual Link System-HRP (DAKO) est ajoutée sur chaque section pendant 10 

minutes à température ambiante. Ce réactif contient des anticorps secondaires anti-IgG (Fc) de lapin couplés à 

la péroxydase, capables de se fixer à des anticorps de lapin ou de souris (Dual Link). Le substrat de la péroxydase 

AEC+ High Sensitivity Ready-to-Use (DAKO) est ajouté pour 3 minutes. La précipitation des produits de la réaction 

enzymatique donne une coloration rouge vif. Un contremarquage à l’hématoxyline de Mayer pour visualiser les 

noyaux des cellules est réalisé pendant 30 secondes avant montage des coupes entre lame et lamelle à l’Aquatex 

(Merck). 

 

2.4.4.4.2. Marquage des lymphocytes T (anticorps anti-CD3) et des lymphocytes B 
(anticorps anti-B220) 

Les marquages anti-CD3 et anti-B220 ont été réalisés par le Dr. David HARDY à l’institut Pasteur de Paris. 

Les sites non spécifiques sont bloqués avec de la BSA 3% en PBS pendant 30 minutes à température ambiante. 

Les anticorps primaires anti-CD3 et anti-B220, dilué au 1/100ème dans du PBS, sont mis à incuber jusqu’au 
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lendemain à 4°C. Les lames sont plongées dans 3 bains successifs de PBS de 5 minutes. L’inhibition des 

péroxydases endogènes est réalisée avec 100 µL par coupe d’une solution de H2O2 0,3% en PBS, pendant 20 

minutes à température ambiante. Une goutte de N-Histofine de lapin (CD3) ou de N-Histofine de rat (B220) est 

ajoutée sur chaque section pendant 30 minutes à température ambiante. Comme le réactif EnVision+ Dual Link 

System-HPR, le réactif N-Histofine contient des anticorps secondaires couplés à la péroxydase. Les lames sont 

rincées dans 3 bains successifs de 5 minutes dans du PBS, puis le substrat AEC (Sigma) est ajouté pour 5 minutes. 

Le marquage donne une coloration marron. Un contremarquage est réalisé avec de l’hématoxyline de Gill (Leica) 

quelques secondes avant montage avec de l’immunomount (Shandon). 

 

2.4.5. RT-PCR quantitative (RT-qPCR) : expression de l’ARNm de la hGIIA dans les 

tissus des souris infectées 

Ces analyses ont été réalisées avec l’aide de Soraya CHAOUCH, responsable de la plateforme de RT-qPCR 

au laboratoire du MNHN. 

 

2.4.5.1. Extraction des ARN totaux au phénol-chloroforme 

Les échantillons de rate et de foie, et les cellules du sang des souris sacrifiées à J0, J8, J14 et J21 p.i. (conservés 

congelés à -80°C dans du RNA later© (rate et foie) ou du TRIzol® (sang)) ont été utilisés pour extraire l’ARN total 

selon les étapes suivantes : 

(1) Broyage des tissus : Cette étape a lieu pour les organes uniquement. Après décongélation sur glace, 50 à 

100 mg de tissu sont placés dans un microtube Eppendorf de 2 mL contenant 1 mL de TRIzol® et 3 billes de 

tungstène de 3 mm (QUIAGEN), nettoyées au préalable avec une solution de RNAse away® et aux ultraviolets 

(UV) pendant 20 minutes. Le tissu est dissocié à l’aide du broyeur à billes TissueLyser II (QIAGEN) par 2 cycles 

de 1 min 30 à 20 Hz. Les billes sont ensuite retirées du tube et l’échantillon est centrifugé 10 minutes à 

12 000 x g (4°C). La couche grasse (anneau supérieur) est éliminée et le surnageant est transféré dans un 

nouveau tube. 

(2)  Phase de séparation : L’échantillon homogénéisé est incubé 5 minutes à température ambiante, ce qui 

permet la dissociation complète du complexe nucléoprotéique. 200 µL de chloroforme par mL de TRIzol® 

utilisé lors du broyage sont ajoutés. Après agitation vigoureuse à la main pendant 15 secondes, l’échantillon 

est laissé en attente 2 minutes à température ambiante avant d’être centrifugé 15 minutes à 12 000 x g 

(4°C). La phase aqueuse, contenant l’ARN, est transférée dans un nouveau tube. 

(3) Précipitation des ARN : 500 µL d’isopropanol 100%, par mL de TRIzol®, sont ajoutés à la phase aqueuse. Puis 

après une attente de 10 minutes à température ambiante, le mélange est centrifugé 10 minutes à 12 000 x 

g (4°C). 

(4) Lavage de l’ARN : le surnageant est jeté et le culot d’ARN est resuspendu dans 1 mL d’éthanol 75%. Le tube 

est vortexé brièvement puis centrifugé 5 minutes à 7 500 x g (4°C). Deux autres lavages sont effectués dans 
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les mêmes conditions. Après élimination du surnageant, le culot est asséché sous le flux d’une hotte 

chimique (Sorbonne) pendant au moins 10 minutes. 

(5) Elution de l’ARN : l’ARN est élué sur glace avec 20 à 150 µL d’H2O débarrassée de ses ARNases (RNase-free) 

(le volume d’H2O ajouté est fonction de la taille du culot). L’échantillon est incubé 10 minutes à 55°C, puis 

récupéré sur glace.  

 

Après vérification de la quantité et la qualité des ARN extraits, les échantillons sont stockés à -80°C. 

 

2.4.5.2. Détermination de la quantité et de la qualité des ARN extraits 

La quantité et la qualité des ARN obtenus sont vérifiées par spectrophotométrie à spectre complet 

(Nanodrop2000, Thermo Scientific) et par électrophorèse sur gel d’agarose 1,5%. Le spectrophotomètre mesure 

les valeurs d’absorbance pour des longueurs d’onde allant de 220 à 350nm. A partir des données recueillies pour 

chaque échantillon, les rapports A260/A280 et A260/A230 sont calculés. Les valeurs obtenues renseignent sur la 

pureté de l’échantillon. Un échantillon d’ARN est considéré comme dépourvu de contaminants (solvants, sels, 

protéines etc.) si le ratio A260/A280 est égal à 2 et si le ratio A260/A230 est compris entre 1,8 et 2,2. Dans la pratique, 

les valeurs minimales acceptables sont A260/A280 ≥ 1,8 et A260/A230 ≥ 1,6. 

La quantité d’ARN extraite est mesurée au Nanodrop2000, en déposant 1µL d’échantillon sur le lecteur.  

Pour juger de l’intégrité des molécules d’ARN, 500 ng d’ARN sont repris dans un tampon de charge 

dénaturant (RNA Gel Loading Dye 2X, Thermo ScientificTM), chauffés à 70°C pendant 10 minutes, puis déposés 

sur gel d’agarose 1,5% en Tris acétate EDTA 4,84 g/L, pH = 8 (TAE). Après une migration de 45 minutes à 80 V, les 

ARN sont visualisés sous UV (système Biocapt, Vilbert Lourmat). Deux bandes sont attendues : une bande 

correspondant à l’ARN ribosomique 18S (≈ 1,9 kb) et une seconde bande correspondant à l’ARN ribosomique 28S 

(≈ 5 kb). Les échantillons présentant deux bandes distinctes non dégradées dans un rapport de quantité 28S > 

18S, sont validés pour l’étape suivante. 

 

2.4.5.3. Traitement à la DNase 

Cette étape vise à l’élimination de l’ADN éventuellement présent dans l’échantillon d’ARN extrait. Les 

échantillons sont dilués dans de l’eau RNase-free à une concentration de 200 ng/µL dans un volume final de 44 

µL puis sont traités à la DNase en utilisant le kit Turbo DNA-free (Ambion® by life technologies), en suivant les 

instructions du fabricant. Pour chaque échantillon, le mix suivant est préparé : 44 µL d’ARN, 5 µL de Buffer 10X 

et 1µL de DNase à 2U/µL. Le tout est homogénéisé à la pipette puis incubé à 37°C pendant 30 minutes. 5µL de 

solution d’inactivation sont ensuite ajoutés dans le tube. Après resuspension, le mélange est incubé 5 minutes à 

température ambiante. Une centrifugation de 90 secondes est réalisée à 10 000 x g puis le surnageant est déposé 

dans un nouveau tube. La quantité d’ARN est de nouveau mesurée au spectromètre Nanodrop2000 puis 

l’échantillon est stocké à -80°C. 
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2.4.5.4. Rétro-transcription des ARN messagers en ADN complémentaires 

Lors de cette étape, les ARNm sont rétro-transcrits en ADN complémentaires (ADNc) simple brin par 

une rétro-transcriptase (ou transcriptase inverse). La rétro-transcription est réalisée avec le kit RevertAid H 

Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific), suivant les instructions du fabricant. 

A 500 ng d’ARN traité à la DNase (décongelés sur glace), on ajoute 1 µL d’oligo(dT)18 (à 0,8 µg/µL final), 

et le volume final de l’échantillon est amené à 12 µL avec de l’eau RNase-free. Le mélange est incubé 5 minutes 

à 65°C dans un thermocycleur (Mastercycler® Nexus, Eppendorf) puis récupéré sur glace pour stopper la réaction. 

Après cette étape de dénaturation des ARN et hybridation de l’amorce oligo(dT), les autres composants du kit 

(en particulier le mélange de désoxyribonucléotides et la transcriptase réverse) sont ajoutés et l’échantillon est 

incubé à 42°C pour 1 heure, puis à 70°C pour 5 minutes (thermocycleur T Professional Basic Gradient, Biometra). 

Après récupération sur glace, l’échantillon est dilué au 1/20ème dans de l’eau RNase-free puis stocké à -20°C. 

 

2.4.5.5. PCR quantitative (qPCR) 

Le principe de la PCR (polymérase chain reaction) quantitative (qPCR) repose sur le suivi au cours du 

temps (« en temps réel » =, « real time » RT-qPCR) de l’amplification d’ADN par PCR à l’aide de la fluorescence. 

A chaque cycle de PCR, l’intensité de fluorescence correspondant aux produits de PCR néo-formés est 

enregistrée. 

Le profil d'une réaction PCR quantitative classique peut se décomposer en 3 étapes (Figure 12) : 

 Une première étape dite de bruit de fond : la quantité de fragment amplifié est insuffisante pour générer un 

signal fluorescent supérieur au bruit de fond.  

 Une seconde étape de phase exponentielle de 

croissance : la quantité de fragment amplifié 

génère un signal fluorescent supérieur au seuil de 

détection de l'appareil, puis le nombre de 

produits amplifiés double à chaque cycle. En 

coordonnées logarithmiques, cette phase est 

représentée par une droite. 

 Une dernière étape de phase de plateau : 

certains composants de la réaction deviennent 

limitants. Le système ne permet plus une 

amplification exponentielle. 

 

Plus l’échantillon contient de molécules d’ADNc d’intérêt à l’origine, moins il faudra de cycles 

d’amplification avant que débute la phase exponentielle de croissance. Le nombre de cycles précédent le début 

FIGURE 12 : PROFIL D’UNE REACTION DE PCR QUANTITATIVE. 
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de la phase exponentielle correspond au « crossing point » Cp (ou « threshold cycle » Ct, ou encore 

« quantification cycle » Cq). 

Les expériences de RT-qPCR ont été réalisées dans un thermocycleur LightCycler® 480 II (Roche). Le 

composé organique fluorescent est le SYBR green, il se lie aux molécules d’ADN double brin uniquement et émet 

un signal fluorescent lorsqu’il est complexé à l’ADN. 

Une quantification de l’ADNc a été réalisée pour 3 gènes d’intérêts, à savoir les gènes codant pour la 

hGIIA et les 2 sPLA2 murines mGIIF et mGV. Les mGIII et mGX ont également été testées mais aucune 

quantification n’a pu être réalisée. 

 

2.4.5.5.1. Conception des amorces pour la qPCR 

Les séquences nucléotidiques de certains couples d’amorces utilisés pour les sPLA2 ont été reprises des 

publications de l’équipe du Dr. Gérard LAMBEAU. Les autres amorces ont été reprises d’autres articles ou 

conçues manuellement et vérifient les conditions suivantes : longueur entre 20 et 23 pb, température 

d’hybridation de 60 à 62°C, %GC entre 40 et 60%, produit de PCR (amplicon) de 75 à 200 pb. La spécificité des 

amorces pour l’ADNc cible est vérifiée par BLAST (NCBI) afin de confirmer qu’elles ne sont complémentaires 

d’aucune autre séquence dans les génomes de la souris C57BL/6 ou de Plasmodium chabaudi. 

Les couples d’amorces testés sont répertoriés dans le tableau 6. 

Les amorces ont été fabriquées par l’entreprise Eurofins. Les amorces, lyophilisées, sont resuspendues 

en H2O RNAse-free à la concentration finale de 100 µM (volumes indiqués par l’entreprise Eurofins). Les couples 

d’amorces sont préparés et conservés dans un même tube à la concentration de 5 µM.  
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TABLEAU 6 : ABREVIATION, NOM, FONCTION ET SEQUENCES DES GENES DE REFERENCE ET D’INTERET CHOISIS. 

 Gène Protéine  Accession numbers Séquences des amorces nucléotidiques Référence 

G
èn

es
 d

e 
ré

fé
re

n
ce

 

Actb (1) 

Actine bêta 
ID: 11461 

NM_007393 

F : CCTTCTTGGGTATGGAATCCTGT  
R : CACTGTGTTGGCATAGAGGTCTTTAC 

(Gong et al., 2016) 

Actb (2) 
F : CCACTGCCGCATCCTCTTCC 
R : CTCGTTGCCAATAGTGATGACCTG 

Conçues manuellement 

Actb (3) 
F : CTTCTTTGCAGCTCCTTCGTT 
R : TTCTGACCCATTCCCACCA 

(Wang et al., 2010) 

Actb (4) 
F : TCCTTCTTGGGTATGGAATCCTG 
R : TGGCATAGAGGTCTTTACGGAT 

Conçues manuellement 

B2m Bêta 2 microglobuline ID: 12010 
F : GGTCTTTCTGGTGCTTGTCTCA 
R : GTTCGGCTTCCCATTCTCC 

(Wang et al., 2010) 

Gapdh 
(1) 

Glycéraldéhyde 3-
phosphate 

déshydrogénase 

ID: 14433 
NM_00128972 
NM_008084.3 

F : GAACATCATCCCTGCATCCA 
R : CAAGTGAGCTTCCCGTTCA 

(Gong et al., 2016) 

Gapdh 
(2) 

F : AGCTACTCGCGGCTTTA 
R : CTGCTTATCCAGTCCTAGC 

Conçues manuellement 

Gapdh 
(3) 

F : TGCACCACCAACTGCTTAGC 
R : GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

(Gilsbach et al., 2006) 

Gapdh 
(4) 

F : ATTGTCAGCAATGCATCCTG 
R : ATGGACTGTGGTCATGAGCC 

(Engelbrecht et al., 2003) 

Gusb (1) 

Glucuronidase bêta 
ID : 110006 

NM_010368.1 

F : CCGACCTCTCGAACAACCG  
R : GCTTCCCGTTCATACCACACC 

(Gong et al., 2016) 

Gusb (2) 
F : TAGCTTCAATGACATCACCC 
R : CATGTTCCACCACATGAATC 

Conçues manuellement 

Gusb (3) 
F : CCGATTATCCAGAGCGAGTATG 
R : CTCAGCGGTGACTGGTTCG 

(Wang et al., 2010) 

Hprt1 
Hypoxanthine guanine 

phosphoribosyl 
transférase 1 

ID : 15452 
NM_013556 

F : TGACACTGGCAAAACAATGCA 
R : GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT (Gong et al., 2016) 

Tbp1 
Tata box-binding 

protein 1 
ID : 21374 

NM_013684.3 
F : CAAACCCAGAATTGTTCTCCTT 
R : ATGTGGTCTTCCTGAATCCCT 

(Wang et al., 2010) 

Pgk1 (1) 

Phosphoglycérate 
kinase 1 

ID : 18655 
NM_008828.2 

F : ATGTCGCTTTCCAACAAGCTG  
R : GCTCCATTGTCCAAGCAGAAT 

(Gong et al., 2016) 

Pgk1 (2) 
F : CTAGGGGTTGCATCACTATC 
R : GGAAGGACTTTACCTTCCAG 

Conçues manuellement 

Pgk1 (3) 
F : CTCCGCTTTCATGTAGAGGAAG 
R : GACATCTCCTAGTTTGGACAGTG 

(Willems et al., 2006) 

RPLPO 
Ribosomal protein large 

PO 
Gene ID : 11837 

NM_007475 

F : GAGGACCTCACTGAGATTCGG 
R : TTCTGAGCTGGCACAGTGAC 

Conçues manuellement 

F : ACTGAGATTCGGGATATGCTGT 
R : TGCCTCTGGAGATTTTCGTG 

(Wang et al., 2010) 

G
èn

es
 d

’in
té

rê
t 

hGIIA (1) 

Phospholipase A2 
sécrétée de groupe IIA 

humaine 

ID : 5320 
NM_000300.3 

NM_001161727.1 

F : GGCACCAAATTTCTGAGCTACA 
R : TTATCACACTCACACAGTTGACTTCTG 

G. Lambeau 

hGIIA (2) 
F : AAACGTCTGGAGAAACGTGG 
R : TTGCACAGGTGATTCTGCTC 

Conçues manuellement 

hGIIA (3) 
F : CCGCACTCAGTTATGGCTTCT 
R : GGTGCCACATCCACGTTTC 

(Burger et al., 2002) 

mGIIF 
Phospholipase A2 

sécrétée de groupe IIF 
murine 

Gene ID : 26971 
NM_012045 

F : TCAGGGCCTCTCCCTCTAAAA 
R : GGACTGCGATGGCAAAGAAT 

G. Lambeau 

mGIII 
Phospholipase A2 

sécrétée de groupe III 
murine 

Gene ID : 237625 
NM_172791 

F : TGGCCCAAAACATCAAAGTG 
R : GGCTTGATCTGGTGCTCACA 

G. Lambeau 

mGV 
Phospholipase A2 

sécrétée de groupe V 
murine 

Gene ID : 18784 
NM_001122954 

F : CCCCAAGGATGGCACTGAT 
R : GCACAGTCTTTTTCCTCCAGTTG 

G. Lambeau 

mGX 
Phospholipase A2 

sécrétée de groupe X 
murine 

Gene ID : 26565 
NM_011987 

F : GGCTGTTATTGTGGCCTTGGT 
R : TCCTGAGCCCGAGAGTAGCA 

G. Lambeau 
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2.4.5.5.2. Amplification par qPCR 

Pour chaque échantillon d’ADNc, le mélange réactionnel suivant est réalisé : 4 µL de l’échantillon d’ADNc 

dilué au 1/20ème, 1 µL de la solution du couple d’amorces (5 µM), 5 µL de Master mix 2X (SensiFAST™ SYBR® No-

ROX Kit – Bioline). Les amplifications sont réalisées dans des plaques à 96 puits. Chaque échantillon est analysé 

en triplicata.  

Les expériences ont été réalisées de manière à effectuer sur une même plaque de 96 puits les 

amplifications correspondant à : 1 couple d’amorces donné, 1 organe donné, les 4 temps de sacrifice, et 3 souris 

différentes par temps de sacrifice, pour les souris Tg- et Tg+ (Figure 13).  

 

FIGURE 13 : EXEMPLE D’UN PLAN DE PLAQUE POUR L’ANALYSE DE L’EXPRESSION DE LA HGIIA DANS LE FOIE AUX 4 TEMPS DE L’INFECTION, CHEZ LES 

SOURIS TG- ET TG+. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
Point de gamme 1 du 

gène hGIIA = dilution 1 
Foie souris « 1a » Tg- 

Non infectée J0  
Foie souris « 2a » Tg- 

Non infectée J0 
Foie souris « 3a » Tg- 

Non infectée J0 

B 
Point de gamme 2 du 

gène hGIIA = dilution 2 
Foie souris « 1b » Tg- 

Infectée J8 
Foie souris « 2b » Tg- 

Infectée J8 
Foie souris « 3b » Tg- 

Infectée J8 

C 
Point de gamme 3 du 

gène hGIIA = dilution 3 
Foie souris « 1c » Tg- 

Infectée J14 
Foie souris « 2c » Tg- 

Infectée J14 
Foie souris « 3c » Tg- 

Infectée J14 

D 
Point de gamme 4 du 

gène hGIIA = dilution 4 
Foie souris « 1d » Tg- 

Infectée J21 
Foie souris « 2d » Tg- 

Infectée J21 
Foie souris « 3d » Tg- 

Infectée J21 

E 
Point de gamme 5 du 

gène hGIIA = dilution 5 
Foie souris « 1e » Tg+ 

Non infectée J0 
Foie souris « 2e » Tg+ 

Non infectée J0 
Foie souris « 3e » Tg+ 

Non infectée J0 

F 
Point de gamme 6 du 

gène hGIIA = dilution 6 
Foie souris « 1f » Tg+ 

Infectée J8 
Foie souris « 2f » Tg+ 

Infectée J8 
Foie souris « 3f » Tg+ 

Infectée J8 

G 
Point de gamme 7 du 

gène hGIIA = dilution 7 
Foie souris « 1g » Tg+ 

Infectée J14 
Foie souris « 2g » Tg+ 

Infectée J14 
Foie souris « 3g » Tg+ 

Infectée J14 

H H2O 
Foie souris « 1h » Tg+ 

Infectée J21 
Foie souris « 2h » Tg+ 

Infectée J21 
Foie souris « 3h » Tg+ 

Infectée J21 

 

Le programme d’amplification est le suivant : 

Etape 1 Activation de l’enzyme 95°C – 2 minutes 

Etape 2 
Cycles d’amplification 

n = 45  

Dénaturation des brins d’ADNc 95°C – 10 secondes 

Hybridation des amorces à la matrice 60°C – 5 secondes 

Elongation 72°C – 10 secondes 

Etape 3 Etape de fusion 
65°C – 1 minute puis 65°C à 95°C  

(Acquisition continue) 

A la fin du programme, la plaque est récupérée et conservée à 4°C.  

 

2.4.5.5.3. Etapes de validation de la méthode 

Ces étapes correspondent à la vérification de : 1) la spécificité des amorces, 2) l’absence d’inhibiteurs 

de la polymérase dans les échantillons d’ARN, 3) l’absence de contamination des ADNc par de l’ADN génomique 

et 3) l’efficacité de l’amplification par RT-qPCR. 
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2.4.5.5.3.1. Spécificité des amorces 

Ce contrôle permet de s’assurer que les amorces utilisées amplifient un seul et unique fragment d’ADNc 

correspondant au gène d’intérêt.  

Méthode : à la fin des 45 cycles d’amplification par qPCR, ce qu’on appelle l’étape de fusion correspond 

à une augmentation progressive de la température (jusqu’à 95°C), destinée à provoquer la dénaturation des 

doubles brins d’ADN formés à l’issue de l’amplification. La dénaturation entraîne la séparation des brins d’ADN 

et donc une chute de la fluorescence (le SYBR green se décroche). Cette baisse de fluorescence est mesurée par 

le LightCycler® 480 II et est retranscrit à l’écran par une courbe sigmoïde décroissante (« melting curves ») (Figure 

14). Pour une question de simplicité visuelle, le programme donne également la dérivée première de la 

fluorescence en fonction de la température (courbe en « cloche ») informant sur la température de fusion du 

produit amplifié (« melting peaks », figure 14). Lorsque les amorces sont spécifiques du gène d’intérêt, un seul 

produit se forme au cours de la PCR, lequel sera dénaturé à une température donnée.  Un seul et unique pic de 

fusion est observable. En revanche, si le couple d’amorces n’est pas spécifique, d’autres produits peuvent être 

formés à partir d’autres ADNc. Au moment de la dénaturation finale, plusieurs températures de fusion vont être 

enregistrées, ce qui visuellement se traduira par l’apparition de pics supplémentaires.  

 

  

FIGURE 14 : EXEMPLE DE « MELTING CURVES » ET DE « MELTING PEAKS » OBTENUS PAR LE LOGICIEL DU LIGHTCYCLER®480 II APRES UNE EXPERIENCE 

DE QPCR. 

 
La spécificité des amorces est vérifiée visuellement sur tous les échantillons à chaque expérience de 

qPCR et confirmée par électrophorèse sur gel 1,5% d’agarose en TAE (migration de 45 minutes à 80V) pour au 

moins un résultat d’amplification obtenu à partir d’un organe et pour chaque couple d’amorces.  
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2.4.5.5.3.2. Vérification de l’absence d’inhibiteur 

Cette étape permet de vérifier que l’ARN purifié obtenu après traitement à la DNase ne contient pas 

d’inhibiteur de la transcriptase réverse, ce qui pourrait entraîner un défaut de fabrication de l’ADNc.  

Le principe est le suivant : une gamme d’ARN de quantité décroissante (dilutions en série) est réalisée, 

puis des réactions de rétro-transcription (RT) sont faites sur chaque point de la gamme, suivies d’une 

amplification par qPCR. Si l’échantillon ne contient pas d’inhibiteur de la réaction de RT, alors les échantillons 

rétro-transcrits contiennent une quantité proportionnelle d’ADNc. Lors de la qPCR, chaque point de gamme dilué 

apparaîtra un Cp après le point de gamme précédent. Cependant, si les échantillons contiennent des inhibiteurs 

de la réaction de RT, alors les points les plus concentrés de la gamme seront rapprochés et apparaîtront en même 

temps ou à moins d’un Cp.  

La présence d’inhibiteur a été testée sur les ARN extraits du foie, pour les 4 temps de sacrifices (J0, J8, 

J14 et J21 p.i.) sur les deux génotypes murins. Ces tests ont été réalisés avec le couple d’amorces spécifiques du 

gène Hprt1. Quatre quantités d’ARN ont été testées : 500 ng, 250 ng, 125 ng et 62,5 ng.  

 

2.4.5.5.3.3. Contrôle de la contamination de l’échantillon par de l’ADN génomique (ADNg) 

Cette étape permet de s’assurer que l’amplification du gène d’intérêt a lieu à partir de l’ADNc et non de 

l’ADNg, qui pourrait être présent dans l’échantillon malgré le traitement à la DNase.  

Lors de la conception des amorces, le choix s’est porté sur des séquences exoniques séparées de 

préférence par un intron, de façon à introduire une différence de taille entre l’amplicon d’ADNc et un éventuel 

amplicon d’ADNg Le seul couple d’amorces que nous avons conçu qui ne répond pas à cette exigence est celui 

ciblant le gène de ménage Gapdh. Pour cette raison, le contrôle de la contamination par de l’ADNg a été effectué 

sur tous nos échantillons avec les amorces correspondant à ce gène.  

Pour détecter la présence d’ADNg contaminant, l’astuce consiste à procéder à l’amplification de la 

séquence nucléotidique d’intérêt sans passer par l’étape de fabrication de l’ADNc. Dans ces conditions, seule la 

séquence d’ADN génomique, si elle est présente, sera amplifiée. Le protocole appliqué est le même qu’en 

« 2.4.5.4. Rétro-transcription des ARN messagers en ADN complémentaires », si ce n’est que l’étape de rétro-

transcription est faite en absence de transcriptase réverse (omission de la RevertAid dans le mélange 

réactionnel). 

 

2.4.5.5.3.4. Mesure de l’efficacité 

La mesure de l’efficacité est un moyen de vérifier que le doublement de la matrice a lieu à chaque cycle 

d’amplification. En effet, l'efficacité de la duplication n'est pas toujours totale. Il peut arriver qu'une proportion 

faible des amorces ne s'hybrident pas avec la matrice d'ADN à chaque étape d'hybridation des amorces. Ceci 

peut être dû à une mauvaise conception des amorces (taille, richesse en GC ou non etc.), à la présence 
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d’inhibiteur, à l’épuisement des éléments réactionnels en fonction de la phase de la réaction, aux structures 

secondaires des acides nucléiques ou à une température d’hybridation inadaptée etc. 

La mesure d’efficacité est réalisée grâce à la méthode des dilutions sérielles par l’élaboration d’une 

gamme d’ADNc de concentration décroissante (ici sur 7 points), puis d’une amplification par qPCR selon le 

protocole indiqué dans la partie « 2.4.5.5.2 Amplification par qPCR ». A partir des valeurs de Cp obtenues pour 

chaque point de gamme, la droite de type [Cp = f (Log concentration échantillon standard)] (« standard curve ») 

permet de calculer l’efficacité (E) par la formule : E = 10
−1

𝑝  – 1, avec p, la pente de la droite. L’efficacité doit être 

le plus proche possible de 1, ce qui correspond en pratique à un doublement de 100% de la matrice après un 

cycle d’amplification. Cependant, l’efficacité est considérée comme acceptable dès 0,9, soit 90% de doublement 

d’un cycle à l’autre.  

Cette mesure est effectuée pour chaque couple d’amorces à chaque expérience de qPCR. Cette gamme 

doit couvrir les Cp des échantillons cibles. Sa disposition dans la plaque de 96 puits est indiquée dans la figure 

13, partie « 2.4.5.5.2 Amplification par qPCR ». 

 

2.4.5.5.4. Quantification relative 

La quantification relative fait intervenir des gènes de référence qui servent de normalisateurs dans la 

mesure où ces gènes sont, en théorie, exprimés de façon constitutive et à un niveau identique dans tous les 

échantillons à analyser (ce qui implique qu’ils ne soient pas régulés dans le système expérimenté). Ils fournissent 

un contrôle interne à l’échantillon, et permettent de s’affranchir des biais de la qPCR pouvant provenir : des 

variations dans la quantité et la qualité des extraits tissulaires, des erreurs de pipetage et/ou des variations 

d’efficacité entre les expériences de qPCR.  Avant de sélectionner un gène de référence, il faut démontrer que le 

protocole expérimental n’influence pas son expression. Un bon gène de référence devrait être exprimé de la 

même manière dans chaque échantillon. 

8 gènes de ménage ont été testés Actb (actine B), B2m (bêta 2 microglobuline), Gapdh (glycéraldéhyde-

3-phosphate déshydrogénase), Gusb (bêta-glucuronidase), Hprt1 (hypoxanthine phosphoribosyltransférase), 

Tbp1 (Tata box-binding protein), Pgk1 (3-phosphoglycérate kinase) et Rplpo (ribosomal protein large PO). Pour 

tester la stabilité de leur expression l’algorithme Genorm a été utilisé. Il a permis de sélectionner, pour chaque 

organe (foie, rate et sang) les gènes de référence présentant des niveaux d’expression comparables dans les 4 

conditions testées (J0, J8, J14 et J21 p.i.). L’algorithme permet aussi de déterminer le nombre minimum de gènes 

de référence nécessaires pour établir un coefficient de normalisation, en se basant sur deux paramètres : la 

stabilité d’expression du gène et la variation par paires, en comparant les gènes de référence deux à deux.  
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Le calcul de la normalisation (R) a été réalisé à l’aide de la formule suivante :  

(avec n nombre de gènes de référence choisis)  

𝑅 =
(1 + 𝐸𝐺è𝑛𝑒 𝑖𝑛𝑡é𝑟ê𝑡)𝐶𝑝𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 0−𝐶𝑝𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑥

√∏ (1 +  𝐸𝐺è𝑛𝑒 𝑑𝑒 𝑟é𝑓é𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒)𝐶𝑝𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 0−𝐶𝑝𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑥𝑛
𝑖=1

𝑛
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2.4.5.5.5. Schéma récapitulatif des grandes étapes de la RT-qPCR 
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2.4.6. Injection de hGIIA exogène à des souris WT parasitées 

Dans le cadre de l’analyse des effets de la hGIIA sur le développement parasitaire chez les souris, de la 

hGIIA recombinante a été injectée (collaboration Dr. G. LAMBEAU). Des souris C57BL/6 WT ont été inoculées par 

voie IP avec P. c. chabaudi 864VD (1 x 106 GRi), puis elles ont reçu des injections de hGIIA à des moments choisis 

de l’infection : soit au début de la phase patente, soit juste avant le pic de crise. Elles ont eu chacune deux 

injections par voie IP par jour (une le matin et une le soir) pendant 3 jours. La hGIIA à injecter a été préparée à 

partir d’une solution stock en Tris/HCl pH = 8, 10 mM CaCl2, 0,1% BSA, par dilution en PBS contenant 1% de sérum 

de souris saine C57BL/6 WT, de façon à obtenir une solution d’enzyme à 1,8 µM stérilisée par filtration sur 

membrane 0,2µm. En contrôle, des souris inoculées de la même manière ont reçu aux mêmes moments une 

injection de 100 µL de tampon PBS-sérum, sans PLA2. Lors de ces expériences, chaque souris a donc reçu 0,125 

mg/kg/injection de hGIIA recombinante. 

 

2.4.7. Injection de liposomes substrats de la hGIIA à des souris Tg+ parasitées 

Afin de tester l’hypothèse où l’effet anti-Plasmodium in vivo de la hGIIA serait dû à la production de PUFA 

par l’enzyme, des liposomes-substrats enrichis en AA ont été fabriqués (voir Tableau 7, partie « 2.1. Préparation 

des liposomes », ci-après) et injectés à des souris Tg+ parasitées. Le résultat attendu était une accentuation de 

l’effet antiparasitaire.  Les souris inoculées par P. c. chabaudi 864VD, ont reçu une injection par voie IP de 50µL 

de liposomes à 0,1 mg PL/mL par jour, sur 2 jours. Les liposomes étaient de composition variable (Tableau 7). Les 

souris contrôles, inoculées avec P. c. chabaudi de la même manière, ont reçu aux mêmes moments une injection 

de 50 µL de PBS. 
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2.5. Récapitulatif des expériences réalisées in vivo 

N°  Question scientifique Tests effectués Type de souris Nombre d’animaux Nombre final d’animaux* Age des souris 

 
1 

Le profil infectieux est-il différent entre les souris Tg- et 
Tg+ ? 

 Suivi de la parasitémie tous les jours 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

Tg- 
Tg+ 

7 
7 

Total : 19 

3 
7 

Total : 10 
4 mois 

2 

Répétition de l’expérience 1   Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Numération des GR et des GB 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

 Mesure de la protéinémie  

 Dosage de l’activité hGIIA circulante 

Tg- 
Tg+ 

10 
9 
 
 

 
Total : 19 

10 
8 
 
 

 
Total : 18 

2 à 3 mois 

 
3 

Y-a-t-il des différences histopathologiques entre les souris 
Tg- et Tg+ ?  
 

 Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Numération des GR et des GB 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

 Coupe/Coloration à l’hématoxyline éosine 

 Marquages immunohistochimiques des LT et 
des LB 

 Mesure des TBARS dans plasma 

Tg- 
Tg+ 

20 
14 

 
 
 

 
 

Total : 34 

18 
13 

 
 
 
 

 
Total : 31 

2 à 3 mois 

4 

L’injection de hGIIA recombinante, juste avant le pic 
parasitaire, à des souris non transgéniques infectées 
permet-elle de reproduire le phénotype parasitaire observé 
chez les souris Tg+ ?  

 Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

 Injection de hGIIA recombinante à J12, J13 & 
J14 p.i. 

Tg- 
Tg+ 

24 
10 

 
 
 

Total : 34 

19 
7 
 
 
 

Total : 26 

2 à 5,5 mois 

5 
 
 
 

Répétition de l’expérience 4 
 
 
 

 Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

 Injection de hGIIA à J12, J13 & J14 

WT 
 
 

 
 

23 
 

 
Total : 23 

16 
 

 
Total : 16 

2,5 mois 

 
6 

Répétition de l’expérience 3   
 
Y-a-t-il un changement d’expression des ARNm des sPLA2 
hGIIA, mGIIF, mGIII, mGV et mGX dans le foie, la rate et le 
sang au cours de l’infection ? 

 Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

 Coloration à l’hématoxyline éosine 

 Mesure des TBARS 

 RT-qPCR  

Tg- 
Tg+ 

24 
24 

 
 
 

Total : 48 

18 
18 

 
 
 

Total : 36 

2 à 5,5 mois 
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*Contrôles non infectés inclus 

       

       

N° Question scientifique Tests effectués Type de souris Nombre d’animaux Nombre final d’animaux* Age des souris 
(mois) 

7 

L’injection de hGIIA recombinante à des souris WT au début 
de la phase patente de l’infection permet-elle de diminuer 
la parasitémie ? 

 Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Répartition des sous-populations 
leucocytaires 

 Injection de hGIIA recombinante à J8, J9 & J10 

WT 16 
 
 

Total : 16 

11 
 
 

Total : 11 

3 mois 
 

8 
L’injection de liposomes à des souris Tg+ permet-elle 
d’amplifier le phénotype parasitaire et donc d’engendrer 
une baisse de parasitémie plus importante ? 

 Suivi de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Injection de liposomes à J10 & J11 

Tg- 
Tg+ 

35 
35 

Total : 70  

18 
21 

Total : 39 
2,5 à 6,5 mois 

9 
Le nombre et le statut des cellules sanguines varient-ils au 
cours de l’infection et diffèrent-ils entre souris Tg- et Tg+ ? 

 Suivie de la parasitémie tous les 2/3 jours 

 Numération de formule sanguine (ENVA) 

Tg- 
Tg+ 

24 
24 

Total : 48 

21 
10 

Total : 31 
2,5 à 7 mois 
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3. Analyses statistiques 

Les données ont été analysées au moyen du logiciel GraphPad Prism6 (San Diego, CA). La normalité est testée 

avec le test de Shapiro-Wilk pour les effectifs de n ≥ 6. Lorsque les valeurs ont une distribution normale, la 

significativité est testée par le test paramétrique unpaired t-test (bilatéral). Lorsque les valeurs ne présentent 

pas une distribution normale et/ou lorsque les effectifs sont de n ≤ 6, le test de Mann-Whitney (non 

paramétrique) est appliqué pour des échantillons indépendants ou, pour des échantillons dépendants, celui de 

Wilcoxon. Les p-values < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***) et < 0,0001 (****) sont considérés respectivement 

comme statistiquement significatif, très significatif, hautement significatif et extrêmement significatif. 

 

 

Approche expérimentale in vitro du mécanisme d’activité anti-
Plasmodium de la hGIIA  

 

1. Culture in vitro de Plasmodium falciparum 

La souche palustre colombienne chloroquine résistante FcB1 (MNHN-CEU-224-PfFCB1, Unicellular 

Eukaryots Collection, National Museum of Natural History) est cultivée in vitro selon la méthode de (Trager and 

Jensen, 1976), dans des GR de groupe A+ et du plasma issu de sang du même groupe. Les cultures sont 

maintenues en routine à un hématocrite de 2% dans du RPMI 1640 (Roosvelt Park Medium Institute, GibcoTM, 

Life Technologies), supplémenté avec 50 µg/mL de pénicilline et streptomycine, 11 mM de glucose, et 27,5 mM 

de NaHCO3. Ceci forme le milieu de base. Pour la culture du parasite, on ajoute au milieu de base du plasma 

humain A+ décomplémenté (8% final). Ceci forme le milieu complet. Les cultures sont maintenues sous 

atmosphère à 6% de dioxygène, 3% de dioxyde de carbone, et 91% de diazote, à 37°C. Le milieu est renouvelé 

toutes les 48 heures. Les cultures sont régulièrement diluées dans des GR (conservés en chambre froide depuis 

moins de 3 semaines), préalablement lavés en milieu de base.  

 

 

2. Tests d’inhibition de croissance de Plasmodium falciparum par la hGIIA en présence de 
liposomes riches en PUFA  

 

2.1. Préparation des liposomes  

Les liposomes ont été fabriqués à l’IPMC de Nice Sophia-Antipolis, par les Drs Bruno ANTONNY et Gérard 

LAMBEAU. Les phospholipides utilisés : 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine, 1-stéaroyl-2-

arachidonyl-sn-glycéro-3-phosphocholine, 1-stéaroyl-2oleoyl-sn-glycéro-3-[phospho-rac-(1-glycérol)], et 1-

stéaroyl-2-arachidonoyl-sn-glycéro-3-[phospho-rac-(1-glycérol)] sont commercialisés par la société Avanti® Polar 

Lipids. 
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Quatre préparations de liposomes avec et sans PUFA ont été réalisées suivant les compositions 

présentées dans le tableau 7.  

TABLEAU 7 : COMPOSITION DES LIPOSOMES. 

PUFA + : avec PUFA/ PUFA - : sans PUFA. 1 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine. 21-stéaroyl-2-arachidonyl-sn-
glycéro-3-phosphocholine.31-stéaroyl-2oleoyl-sn-glycéro-3-[phospho-rac-(1-glycérol)].41-stéaroyl-2-arachidonoyl-sn-
glycéro-3-[phospho-rac-(1-glycérol)]. 

 

Les quantités nécessaires aux expériences in vitro et in vivo ont été préparées, aliquotées et stockées à -20°C 

sous argon avant l’étape d’extrusion. L’extrusion est réalisée peu de temps avant l’utilisation des liposomes (3-4 

jours), de façon à minimiser les risques de changements de conformation liés à un stockage long. 

Les films lipidiques de composition en lipides définie ont été fabriqués dans un évaporateur rotatif et 

resuspendus dans du PBS fraîchement dégazé pour éviter l’oxydation. Les suspensions de liposomes (5 mg/mL) 

ont été aliquotées, puis congelées et décongelées 5 fois pour diminuer la multilamellarité des vésicules, et 

finallement conservées à -20°C sous argon. 

 Pour chaque préparation de liposome, un tube de 400 µL a été décongelé et soumis à 19 cycles 

d’extrusion à travers un filtre de polycarbonate de 0,4 µm (Avanti extruder). Les liposomes extrudés ont été 

conservés jusqu’à 4 jours à 4°C sous argon avant manipulation. La concentration finale en phospholipides, 

estimée à 5 mg/mL, a été vérifiée avec le kit de dosage des phospholipides de la société Biolabo. 

 

2.2. Test d’inhibition de croissance de P. falciparum 

Une culture de la souche FcB1 de P. falciparum en milieu complet est amenée à 2% hématocrite et 

environ 0,2% parasitémie, supplémentée avec du CaCl2 2H2O 1 mM final, puis est distribuée dans une plaque à 

96 puits à raison de 150 µL par puits. Les suspensions de liposomes sont distribuées dans les puits concernés à 

la concentration finale de 0,02 mg/mL de phospholipides (ajout de 6 µL de la suspension de liposomes diluée au 

1/10ème en PBS, par puits). Un volume de 3 µL d’une solution 5 µM de hGIIA recombinante en 0,1 M Tris, 10 mM 

CaCl2 2H2O, 0,1% BSA, pH = 8 est ajoutée dans les puits concernés (concentration finale en enzyme = 100 nM). 

Le même volume de Tris-calcium-BSA est ajouté dans les puits contrôles sans hGIIA. La plaque est incubée à 37°C 

en cloche à trigaz (6% O2, 3% CO2, 91% N2). Un frottis coloré au Diff-QuikTM est réalisé, à partir de 50 µL prélevés 

dans chaque puits, au bout de 24h et de 48h. La parasitémie est déterminée par comptage de 1000 GR. Deux 

expériences indépendantes ont été réalisées. 

 

 16:0-18:1 
PC1 

18:0-20:4 
PC2 

18:0-18:1 
PG3 

18:0-20:4 
PG4 

Cholestérol 

Liposomes 1 
Liposomes anioniques PUFA + 

20% 30% 10% 20% 20% 

Liposomes 2 
Liposomes anioniques PUFA - 

50% 0% 30% 0% 20% 

Liposomes 3 
Liposomes zwittérioniques PUFA + 

30% 50% 0% 0% 20% 

Liposomes 4 
Liposomes zwittérioniques PUFA - 

80% 0% 0% 0% 20% 



99 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

III. RESULTATS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



100 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



101 
 

Afin d’analyser le ou les effets de la hGIIA dans l’infection plasmodiale, nous avons entrepris la 

caractérisation de l’infection à P. chabaudi chez les souris C57BL/6 transgéniques pour l’enzyme humaine (souris 

Tg+). Cette caractérisation s’est faite selon différentes approches :  

(1) La première approche a consisté à établir le profil infectieux des souris Tg+, à analyser différents 

paramètres biochimiques et cellulaires du sang au cours de l’infection, et à valider le phénotype antiparasitaire 

observé dans le modèle murin par injection de hGIIA exogène à des souris non transgéniques.  

(2) Le deuxième volet a consisté à élargir nos connaissances de la physiopathologie du modèle murin 

transgénique par une analyse histologique et immunohistochimique des organes chez la souris infectée, 

complétée d’une approche moléculaire focalisée sur l’expression des ARNm de la hGIIA dans quelques organes. 

(3) Enfin, nous avons abordé l’étude de deux mécanismes susceptibles d’être impliqués dans l’activité 

antiparasitaire de la hGIIA chez la souris Tg+ : (i) la libération de lipides toxiques pour Plasmodium, par hydrolyse 

enzymatique des lipoprotéines oxydées contenues dans le plasma, (ii) la modulation de la réponse immunitaire 

de l’hôte murin. 
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PARTIE 1 : Données hématologiques 

 

1. Caractérisation du profil infectieux chez la souris C57BL/6 transgénique pour la hGIIA 

infectée par Plasmodium chabaudi chabaudi 864VD 

Afin d’analyser in vivo l’effet éventuel de la hGIIA sur le développement parasitaire, des souris C57BL/6 

transgéniques pour l’enzyme ont été inoculées par l’espèce murine de Plasmodium : P. chabaudi chabaudi 

864VD, et le profil infectieux a été établi. Ce profil a été comparé à celui de souris non transgéniques issues des 

mêmes portées. 

1.1. Les souris Tg+ présentent une diminution de la parasitémie au pic de crise par rapport aux 

souris Tg- 

Deux expériences indépendantes ont été menées. Des prélèvements de sang caudal ont été effectués 

tous les jours (expérience 1) ou tous les 2/3 jours (expérience 2). A partir de ces prélèvements, un frottis a été 

réalisé afin d’établir les parasitémies. 

Les figures 15 [A] et 15 [C] présentent l’évolution de la parasitémie chez les souris Tg- et les figures 15 

[B] et 15 [D] celle de la parasitémie chez les souris Tg+ au cours des expériences 1 et 2.  Pour les deux génotypes 

de souris, on observe une période de latence de 7 jours environ (phase pré-patente), où aucun parasite n’est 

détecté sur frottis sanguin coloré, puis les premiers parasites apparaissent sur frottis, soit vers le 8ème jour post-

inoculation (J8 p.i.) (début de la phase patente). Après une augmentation rapide et importante du nombre de 

parasites dans le sang, la parasitémie atteint un maximum vers J14 p.i., (c’est le pic de crise) suivi d’une chute 

brutale dans les jours suivants. Une recrudescence parasitaire de faible amplitude (parasitémie de 5 à 10%) a pu 

être observée chez la moitié des souris Tg- (5 souris sur 10) et plus rarement chez les souris Tg+ (2 souris sur 13), 

après le pic de crise. A partir de J22 p.i. environ et jusqu’à J28 p.i., l’observation des frottis montre une absence 

de parasites dans le sang des souris Tg- et Tg+.  

L’établissement des valeurs de parasitémie montre une différence entre les deux types de souris. On 

observe en effet une baisse de la parasitémie au moment du pic de crise (Figure 15 [E]), avec une parasitémie 

maximale moyenne de 37,9% chez les souris Tg- et de 27,5% chez les souris Tg+, soit une diminution de la 

parasitémie d’environ 27% chez les souris Tg+. La différence est statistiquement très significative (unpaired t-

test, ***p = 0,0002) (Figure 15 [F]). 

Au final, la comparaison des profils infectieux chez les souris Tg- et Tg+ permet de mettre en avant 3 

points : (1) le déroulement des premières phases de l’infection (durée de la phase pré-patente, moment du pic 

de crise) est identique chez les souris Tg- et Tg+ ; (2) les souris Tg+ exercent un meilleur contrôle parasitaire au 

pic de crise que les souris Tg-, se traduisant par une baisse de la parasitémie d’environ 27% ; et (3) une 

recrudescence parasitaire qui survient rapidement après le pic s’observe de manière assez fréquente chez les 

souris Tg- et plus rarement chez les souris Tg+.  
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FIGURE 15 : COMPARAISON DES PROFILS INFECTIEUX CHEZ LES SOURIS C57BL/6J TG- ET TG+ INFECTEES PAR P.CHABAUDI. 
Deux expériences indépendantes ont été réalisées. Les souris Tg- et Tg+ ont reçu une injection de 1 x 106 GRi en IP. La 
parasitémie a été suivie tous les jours (A) et (B) ou tous les 2/3 jours (C) et (D) sur frottis de sang caudal. (A) Expérience 1 : 
profil infectieux de 3 souris Tg-. (B) Profil infectieux de 7 souris Tg+ (C) Expérience 2 : profil infectieux de 7 souris Tg- (D) Profil 
infectieux de 6 souris Tg+. (E) Moyennes des valeurs de parasitémie au cours de l’infection chez les souris Tg- (en noir) et Tg+ 
(en rouge). (F) Comparaison des valeurs maximales de parasitémie atteintes chez les souris Tg- (en noir), n = 10 et Tg+ (en 
rouge), n = 13. Unpaired t-test, ***p = 0,0002. 

 

1.2. Augmentation du niveau d’activité sPLA2 dans le plasma des souris Tg+ au cours de 

l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

La mesure de l’activité enzymatique de type sPLA2 du plasma a été réalisée afin de mettre en évidence 

d’éventuelles modifications du niveau d’activité de la hGIIA au cours de l’infection parasitaire chez les souris Tg+. 
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Le plasma issu du sang caudal de 2 groupes de souris Tg+ (au total : n = 12) et d’un groupe de souris Tg- (n = 4), 

a été testé au cours de 2 expériences d’infection indépendantes. L’activité sPLA2 a été mesurée par le test 

classique d’hydrolyse des membranes d’E. coli marquées à l’acide oléique tritié. 

 

1.2.1. L’activité sPLA2 mesurée dans le plasma des souris Tg+ augmente parallèlement à 

l’infection 

Nos résultats ont montré que le niveau d’activité enzymatique de type sPLA2 présent dans le plasma 

des souris Tg- est négligeable par rapport au niveau d’activité décelé dans le plasma des souris Tg+. En effet, un 

taux d’hydrolyse du substrat ≤ à 20% (conditions vitesse initiale) est obtenu pour des dilutions ≥ 1/500ème des 

plasmas des souris Tg+ ; alors que les plasmas des souris Tg- non dilués ne présentent qu’une faible activité 

résiduelle.  

Comme attendu (Grass et al., 1996), chez les souris Tg+ naïves, une forte activité enzymatique de type 

sPLA2 a été mesurée (temps « -14 » sur la figure 16). Rapportée à une gamme d’activité sPLA2 établie avec des 

concentrations croissantes de hGIIA recombinante dans du plasma de souris saine, la concentration circulante 

d’enzyme chez les souris naïves a été estimée à 30nM. La concentration augmente parallèlement à l’infection 

pour atteindre une valeur maximale médiane d’environ 65nM au pic de crise parasitaire (temps « 0 » sur la figure 

16). L’activité sPLA2 décroît ensuite rapidement jusqu’à son niveau initial.  

 

FIGURE 16 : ACTIVITE SPLA2 AU COURS DE 

L’INFECTION CHEZ LES SOURIS TG+. 
Deux groupes de 6 souris Tg+ ont été 
inoculés avec 1 x 106 GRi lors de 2 
expériences indépendantes. Un 
prélèvement caudal a été effectué tous 
les 2-3 jours. Un frottis a été établi puis le 
sang a été centrifugé afin de dissocier les 
cellules du plasma. L’activité sPLA2 du 
plasma, dilué au 1/500ème (Tg+) a été 
mesurée par le test d’hydrolyse de 
membranes d’E. coli marquées à l’acide 
oléique tritié. Le graphique a été établi en 
regroupant les résultats des deux 
expérences. Les valeurs reportées sont 
celles de la médiane. Activité sPLA2 (), 
Parasitémie (). Noter que sur l’axe des 
abscisses, pour des commodités de 
présentation, l’origine a été établie au pic 
de crise (« 0 » correspond au jour du pic, 
« +1 » à un jour après le pic et « -1 » à un 
jour avant le pic etc.) L’augmentation 
d’activité enzymatique mesurée entre J-
14 et J0 est statistiquement significative. 
Test de Wilcoxon, *p = 0,0425. 
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1.2.2. L’augmentation d’activité sPLA2 du plasma ne résulte pas d’une augmentation 

globale de la protéinémie 

Un dosage de la protéinémie a été réalisé ici afin de vérifier si l’augmentation de l’activité sPLA2 

observée chez les souris Tg+ parasitées était spécifique ou si elle reflétait une augmentation globale des 

protéines plasmatiques. 

Les concentrations en protéines des plasmas de 7 souris Tg- et 6 souris Tg+ infectées par P. c. chabaudi 

ont été mesurées à l’aide du kit de dosage Bio-Rad Protein Assay. Les résultats présentés en figure 17 montrent 

que la concentration moyenne des plasmas varie peu au cours de l’infection et que le profil des variations est 

similaire entre les souris Tg- et Tg+. Ces résultats ont été validés statistiquement. Ceci indique que l’augmentation 

d’activité de la hGIIA entre le premier jour de l’infection et le jour du pic de crise est spécifique à l’enzyme.   

FIGURE 17 : MESURE DE LA CONCENTRATION EN PROTEINES 

DU PLASMA AU COURS DE L’INFECTION CHEZ LES SOURIS TG- ET 

TG+ 

7 souris Tg- et 6 souris Tg+ ont reçu une injection de 
1 x 106 GRi en IP à J0. Le plasma a été préparé par 
centrifugation de sang caudal prélevé à intervalles 
réguliers et la concentration protéique a été 
mesurée. Les valeurs sont données en moyenne ± 
SD. Le « unpaired t-test » a été appliqué pour 
analyser la variation de la concentration au cours de 
l’infection dans chaque groupe de souris (nsp > 0,05). 
Et le test de Mann-Whitney a été appliqué pour la 
comparaison Tg- vs Tg+ (nsp > 0,05). Souris Tg- (), 
souris Tg+ (). 
 

 

 

1.3.  Rôle de la hGIIA dans la baisse de parasitémie  

1.3.1. L’injection de hGIIA recombinante à des souris WT infectées par P. chabaudi induit 

une baisse de parasitémie au pic de crise 

Ces premières données nous ont poussés à vérifier si le phénotype de baisse parasitaire observé chez 

les souris Tg+ au moment du pic de crise pouvait être attribué à l’augmentation de la hGIIA circulante ou s’il était 

plutôt dû au « fond génétique » de la souris, c’est-à-dire résulter d’éventuelles modifications d’ordre 

physiologique/ métabolique induites par la présence constitutive de l’enzyme humaine. Pour cela, la hGIIA 

produite sous forme de protéine recombinante dans le laboratoire du Dr. G. LAMBEAU a été injectée à des souris 

C57BL/6 non transgéniques (WT ou Tg-) infectées par P. c. chabaudi 864VD. Deux expériences indépendantes 

ont été réalisées (voir tableau page 95 dans « II. Matériels et Méthodes »), une expérience avec un lot de souris 

Tg- de l’élevage (n = 11) et une autre avec des souris WT d’origine commerciale (n = 12). Toutes les souris ont été 

inoculées à J0 avec 1 x 106 GRi, par voie IP. A partir de chaque lot de souris, un groupe test et un groupe contrôle 

ont été établis. Le groupe test a reçu les injections de hGIIA recombinante (0,125 mg/kg/injection), le groupe 



106 
 

contrôle a reçu des injections de tampon seul (soit 100µL de PBS). La parasitémie a été suivie à partir de frottis 

de sang caudal. 

Dans la mesure où l’activité enzymatique de la hGIIA augmente dans le sang des souris avant le pic de 

crise, moment où s’observe la baisse de parasitémie, nous avons choisi d’injecter l’enzyme sur un intervalle de 

temps couvrant cette période, soit à J12, J13 et J14 p.i.. Par ailleurs, P. chabaudi est un parasite capable de 

séquestration des formes mûres. La séquestration parasitaire a lieu la nuit. Ne sachant pas si l’effet 

antiparasitaire de la hGIIA chez les souris Tg+ touche les formes jeunes circulantes ou a lieu au cours de la 

séquestration, nous avons réalisé deux injections par jour : une le matin, lorsque les parasites sont sous forme 

d’anneaux circulants dans le sang et une seconde le soir, au début de la période de séquestration. 

L’application de ce protocole a permis d’observer une baisse de la parasitémie à J14 p.i. chez les souris 

ayant reçu la hGIIA (Figure 18 [A]). Les valeurs maximales de parasitémie atteintes dans les deux groupes de 

souris ont été comparées. La parasitémie a atteint 41,6% (médiane, n = 10) chez les souris contrôles et 30,1% 

(médiane, n = 13) chez les souris ayant reçu la hGIIA recombinante. La différence, d’environ 18,6%, est 

statistiquement significative (unpaired t-test, *p = 0,0238) (Figure 18 [B]). Il faut noter que la baisse de 

parasitémie est décelée à J14 p.i., à partir de frottis établis avant la dernière série d’injections, ce qui indique que 

les injections faites à J12 et J13 p.i. ont suffi à induire la baisse. 

FIGURE 18 : EFFET DE L’INJECTION DE HGIIA RECOMBINANTE SUR LE DEVELOPPEMENT PARASITAIRE CHEZ DES SOURIS C57BL/6 WT INFECTEES PAR P. 
C. CHABAUDI 864VD.  

2 expériences indépendantes ont été réalisées (1 expérience avec 5 souris Tg- contrôles injectées PBS et 6 souris Tg- injectées 
hGIIA, et 1 expérience avec 5 souris WT contrôles injectées PBS et 7 souris WT injectées hGIIA). Les souris ont reçu deux 
injections de 100 µL par voie IP par jour (une le matin et une le soir) aux jours 12, 13 et 14 p.i. de l’infection. 100µL de PBS-
sérum (souris contrôles) ou 100µL d’une solution de hGIIA à 1,8µM en PBS-sérum ont été injectés. Les résultats des deux 
expériences ont été regroupés. (A) Profil infectieux médian des souris contrôles (en noir) et des souris ayant reçu une injection 
de hGIIA (en rouge). Le jour « 0 » sur l’axe des abscisses correspond au jour de parasitémie maximum ; « -5 » à 5 jours avant 
le pic et « 5 » à 5 jour après le pic. Souris Tg- (), souris Tg+ (). (B) Valeurs maximales de parasitémie (%) atteintes chez les 
souris Tg- et Tg+. Les résultats sont présentés sous forme de « boîte à moustache », avec valeurs des médianes, des 
interquartiles et des minimum et maximum. Unpaired t-test, *p = 0,0238. 
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 Ces résultats montrent que la hGIIA exogène peut induire une diminution de la parasitémie chez des 

souris WT infectées. Ceci a permis d’avancer l’hypothèse que chez les souris Tg+, c’est bien la hGIIA circulante, 

et non le fond génétique de la souris, qui est responsable du phénotype parasitaire observé. 

 

2. Caractérisation des paramètres sanguins de l’infection à P. c. chabaudi 864VD 

chez la souris C57BL/6 transgénique pour la hGIIA 

Les paramètres sanguins de l’infection à P. chabaudi sont très bien décrits dans la littérature (Stephens et 

al., 2012). Une de nos interrogations était de savoir si la présence de l’enzyme humaine pouvait influencer ces 

paramètres.  

Les analyses ont été réalisées sur de petits volumes (≈ 20 µL) de sang caudal prélevé à intervalles de temps 

courts (2-3 jours) au cours de l’infection d’une même souris. Les paramètres sanguins d’intérêt ont été analysés 

manuellement. 

 

2.1. Quantification des globules rouges et des leucocytes au cours de l’infection 

La quantification des GR et des leucocytes au cours de l’infection a été réalisée à partir de 3 expériences 

indépendantes. Au total, 22 souris Tg- et 18 souris Tg+ ont été incluses dans les analyses. Les résultats présentés 

ici portent sur l’ensemble des expériences.  

 

2.1.1. La concentration sanguine érythrocytaire diminue avec le développement du 

parasite chez les souris Tg- et Tg+, mais dure plus longtemps chez les Tg+ 

A notre connaissance, la concentration en GR du sang des souris Tg+ naïves n’a jamais été comparée à 

celle des souris Tg-. Les résultats présentés en figure 19 semblent indiquer que la quantité de GR/µL de sang chez 

les Tg+ serait plus basse que chez les Tg- (voir à J0), cependant, à cause de la variabilité des valeurs mesurées au 

sein de chaque groupe, l’analyse statistique n’a pas permis ici de confirmer cette observation. Comme on le verra 

par la suite, l’analyse NFS automatisée portant sur 5000 à 10 000 GR, a permis de confirmer la différence entre 

les deux souris. 

L’évolution du nombre de GR/µL de sang au cours de l’infection est présentée sur la figure 19.  Chez les 

Tg-, le nombre de GR/µL de sang est en moyenne de 5,66 x 106 ± 3,69 x 106 avant l’inoculation. Entre J12 p.i. et 

J16 p.i., le nombre de GR/µL chute brutalement pour atteindre un minimum de 1,20 x 106 ± 0,75 x 106 GR/µL, et 

commence à remonter légèrement à J18 p.i. Entre J18 p.i. et J20 p.i., la concentration en GR augmente 

rapidement, jusqu’à retrouver son niveau initial. 
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Chez les souris Tg+, le nombre de GR/µL de sang est en moyenne de 5,04 x 106 ± 4,40 x 106. Comme 

dans le cas des souris Tg-, une forte chute de la concentration érythrocytaire s’observe à partir de J12 p.i. pour 

atteindre un minimum à J18 p.i. avec 1,54 x 106 ± 0,84 x 106 GR/µL, chiffre équivalent à celui que l’on observe 

chez les Tg- aux mêmes temps. Mais contrairement à ce que l’on observe chez les souris Tg-, la concentration en 

GR se maintient à un niveau bas jusqu’à J22 p.i., puis on note une augmentation franche des GR à J24 p.i.. 

La concentration sanguine en érythrocytes est dépendante du développement parasitaire. La forte 

chute observée aux alentours de J14 p.i. est parallèle à l’augmentation de la parasitémie chez les souris infectées 

à la même période. Ceci s’observe chez les souris Tg+ comme chez les souris Tg-. En revanche, la récupération 

en GR qui accompagne la résolution de l’infection après J16 p.i. chez les souris Tg- semble plus difficile chez les 

souris Tg+. 

  
FIGURE 19 : EVOLUTION MOYENNE DU NOMBRE DE GLOBULES 

ROUGES PAR µL DE SANG AU COURS DE L’INFECTION CHEZ LES 

SOURIS TG- ET TG+. 

3 expériences indépendantes, comprenant 
respectivement 7 Tg- et 6 Tg+, 10 Tg- et 8 Tg+, 5 Tg- 
et 4 Tg+, ont été réalisées. Les souris ont été 
inoculées avec 1 x 106 GRi par voie IP. Un 
prélèvement caudal a été effectué tous les 2-3 
jours et les GR ont été dénombrés sur cellule de 
comptage Kovaslide®. Les résultats des 3 
expériences ont été regroupés. Souris Tg- (), 
souris Tg+ (). 
Test de Wilcoxon : J0 vs J14 p.i., Tg- : ****p < 
0,0001, Tg+ : **p = 0,0034. Mann-Whitney : J20 p.i. 
Tg- vs Tg+, **p = 0,0025 ; J22 p.i. Tg- vs Tg+, **p = 
0,0023. 
 

 

 

 

 

2.1.2. Le nombre de leucocytes augmente au pic parasitaire chez les deux types de souris  

Chez les souris Tg+ naïves le nombre de leucocytes est naturellement plus important que chez les souris 

Tg- naïves (Laine et al., 2000a). D’autre part, le type de prélèvement (sang de la queue ou sang artériel) a une 

influence sur la quantité de leucocytes récoltés. En effet, le sang caudal est très riche en leucocytes et contient 

également plus de PNN (Pressac, 2006).  

En accord avec ces données, nos comptages montrent que le nombre de leucocytes/µL de sang avant 

inoculation est en moyenne de 1,79 x 104 ± 0,72 x 104 chez les Tg- et de 2,61 x 104 ± 1,36 x 104 chez les souris 

Tg+.  

Le suivi du nombre de leucocytes/µL de sang durant l’infection chez les deux types de souris est présenté 

en figure 20. Dans les deux cas, une légère baisse du nombre de leucocytes/µL de sang est visible entre J7 et J11 

p.i.. Puis la concentration en leucocytes augmente jusqu’à J16 p.i., avec un maximum de 3,71 x 104 ± 1,35 x 104 

leucocytes/µL de sang en moyenne chez les souris Tg- et de 6,13 x 104 ± 2,89 x 104 leucocytes/µL de sang en 
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moyenne chez les souris Tg+. A partir de J16 p.i., la concentration diminue et retourne à la normale chez les deux 

types de souris.  

 
FIGURE 20 : CONCENTRATION SANGUINE MEDIANE 

EN LEUCOCYTES AU COURS DE L’INFECTION CHEZ LES 

SOURIS TG- ET TG+. 

3 expériences indépendantes (avec 
respectivement 7 souris Tg- et 6 souris 
Tg+ ; 10 souris Tg- et 8 souris Tg+, 5 souris 
Tg- et 4 souris Tg) ont été réalisées. Les 
souris ont reçu 1 x 106 GRi par voie IP. Un 
prélèvement caudal a été effectué tous les 
2-3 jours et le nombre de leucocytes/µL de 
sang a été déterminé sur Kovaslide® après 
la lyse des érythrocytes. Les résultats des 3 
expériences ont été regroupés. () : 
souris Tg-, () : souris Tg+. Test de 
Wilcoxon : J0 vs J16 p.i. : **p = 0,0012. Test 
de Mann-Whitney : J16 Tg- vs J16 Tg+ : *p 
= 0,0344. 

 

 

L’évolution du nombre de leucocytes/µL de sang chez les souris Tg- et Tg+ au cours de l’infection nous 

informe que : (1) le nombre de leucocytes/µL de sang reste constamment supérieur chez les souris Tg+ comparé 

aux souris Tg- et (2) le maximum de la concentration leucocytaire est atteint deux jours après le pic de crise chez 

les 2 types de souris, ce qui indique que la production de leucocytes se prolonge au-delà de la diminution du 

nombre de parasites sanguins. 
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2.2. Distribution des sous-populations leucocytaires au cours de l’infection 

La distribution des lymphocytes, des monocytes, des PNN et des PNE a été analysée chez les souris Tg+ 

infectées. Les pourcentages ont été établis par comptage optique des cellules sur frottis sanguin coloré au Diff-

QuikTM. Un ensemble de frottis provenant de 5 expériences d’infection indépendantes (soit 36 souris Tg- 

infectées et 34 souris Tg+ infectées), et établis tous les jours ou tous les 2-3 jours selon l’expérience considérée, 

a été analysé. Les résultats sont présentés sur la figure 21.  

Il a été rapporté que les souris Tg+ ont un sang plus riche en PNN et en lymphocytes (Laine et al., 2000a) 

que les souris Tg-, ce qui aboutit à une distribution différente des sous-populations leucocytaires chez les deux 

souris. Nous avons établi que les leucocytes totaux chez les souris Tg- naïves comprennent en moyenne 66,9% 

de lymphocytes, 28,1% de PNN, 2,4% de PNE et 2,6% de monocytes (Figure 21 [A], distribution à J-14), tandis 

que chez les souris Tg+ on trouve 48,8% de lymphocytes, 43% de PNN, 4% de PNE et 4,2% de monocytes (Figure 

21 [B], distribution à J -14). Comme attendu, les deux types de souris présentent donc des distributions 

leucocytaires différentes (Figure 21 [C] et [D]), les lymphocytes étant largement majoritaires chez les souris Tg-, 

alors que les PNN sont presque aussi nombreux que les lymphocytes chez les Tg+. La proportion des monocytes 

et des PNE est aussi légèrement augmentée chez les souris Tg+. 

L’évolution de la distribution des sous-populations leucocytaires au cours de l’infection est différente 

entre les souris Tg- et Tg+. Chez les souris Tg- infectées, on observe une diminution de la proportion de 

lymphocytes et une augmentation de la proportion de PNN qui débute environ 5 jours avant le pic de crise 

parasitaire, et se poursuit jusqu’à J+1. L’augmentation de la proportion de PNN à J+1 est statistiquement 

significative (Figure 21 [E]), et la distribution est d’en moyenne 35% de lymphocytes, 60% de PNN, 0% de PNE et 

5% de monocytes. Les proportions reviennent à la normale trois jours environ après le pic de crise parasitaire. 

En ce qui concerne les souris Tg+ infectées, la distribution des sous-populations leucocytaires ne montre pas de 

variation statistiquement significative au cours de l’infection (Figure 21 [F]), même si l’on peut observer sur la 

figure 21 [B] une tendance à l’augmentation chez les PNN et à la diminution chez les lymphocytes aux alentours 

du pic de crise.  

Dans la mesure où nous avons vu que le nombre de leucocytes totaux est au plus haut à J16 p.i. chez les 

deux souris infectées, les résultats de la distribution leucocytaire indiquent que 1) chez les souris Tg-, les PNN 

sont largement responsables de cette augmentation, 2) chez les souris Tg+, les deux sous-populations de PNN et 

lymphocytes augmentent conjointement.  
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FIGURE 21 : EVOLUTION MOYENNE DES SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES. 

5 expériences indépendantes ont été réalisées (respectivement, 3 souris Tg- / 7 souris Tg+ ; 7 souris Tg- / 6 souris Tg+ ; 12 
souris Tg- / 9 souris Tg+ ; 5 souris Tg- / 4 souris Tg+ et 9 souris Tg- / 8 souris Tg+). Les souris ont reçu 1 x 106 GRi par voie IP. 
Un prélèvement caudal a été effectué tous les jours ou tous les 2/3 jours en fonction de l’expérience et un frottis sanguin a 
été réalisé afin de compter la distribution des sous-populations leucocytaires. Evolution des sous-populations leucocytaires 
(valeurs médianes) chez (A) les souris Tg- (le jour « 0 » sur l’axe des abscisses correspond au jour de parasitémie maximum) ; 
(B) les souris Tg+ ; (C) les souris Tg- contrôles (non infectées) ; (D) les souris Tg+ contrôles (non infectées). En noir sont 
représentés les lymphocytes, en rouge les polynucléaires neutrophiles, en bleu les polynucléaires éosinophiles et en vert les 
monocytes. Les résultats des 5 expériences sont regroupés. 
Comparaison du pourcentage neutrophilique au premier jour de l’expérience et au jour du pic de leucocytes chez (E) les souris 
Tg- ; une différence significative est observée (Mann-Whitney ; *p = 0,0413) ; (F) chez les souris Tg+ ; aucune différence 
significative n’est observée (Mann-Whitney). 
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Points forts – Discussion 

En conclusion de cette première partie concernant l’analyse hématologique de l’infection des souris Tg+ 

par P. c. chabaudi 864VD, nous retiendrons que : 

(1) La parasitémie maximale atteinte est en moyenne de 27% plus basse chez les souris Tg+ comparée aux 

souris Tg- ; 

 

(2) La baisse de parasitémie peut être obtenue par injection de hGIIA recombinante 2 jours avant le pic de 

crise chez des souris WT infectées ;  

 

(3) L’activité enzymatique de la sPLA2 dans le sang des souris Tg+ augmente avec la parasitémie ; 

 

(4) Aucune variation significative de la protéinémie n’est observée dans le plasma des souris Tg+ et Tg- au 

cours de l’infection, ce qui indique que l’augmentation de l’activité sPLA2 ne résulte pas d’une 

augmentation globale des protéines plasmatiques mais plutôt d’une augmentation nette de la quantité 

d’enzyme et/ou d’une activation des capacités d’hydrolyse de l’enzyme ; 

 

(5) Le développement parasitaire chez les deux types de souris s’accompagne d’une forte diminution de la 

concentration sanguine en GR. Lors de l’élimination des parasites, le retour à une concentration normale 

des GR est plus lent chez les souris Tg+ ;  

 

(6) Le nombre de leucocytes/µL de sang est naturellement plus important chez les souris Tg+ et reste plus 

important que chez les Tg- tout au long de l’infection ; 

 

(7) La distribution des sous-populations leucocytaires indique une inversion des proportions 

lymphocytes/PNN chez les souris Tg- au moment du pic de leucocytes, tandis qu’il n’y a pas de variation 

statistiquement significative de leurs proportions chez les souris Tg+ au cours de l’infection. 

 

Les profils parasitaire, érythrocytaire et leucocytaire observés chez les souris Tg- infectées par P. c. chabaudi 

864VD sont en accord avec les données bibliographiques sur le modèle C57BL/6 WT / P. c. chabaudi (Lamb et al., 

2006) ce qui permet d’appuyer la validité des différences observées avec les souris Tg+ pour la hGIIA. Nous 

discuterons ici de quelques points importants.  

(1) Baisse parasitaire induite par la hGIIA exogène : nous avons vu qu’il était possible de reproduire la 

baisse de parasitémie au pic de crise par des injections de hGIIA recombinante à des souris WT infectées. Ce 

résultat a permis de mettre en évidence un effet « direct » sur la parasitémie de la PLA2 circulante.  

 

On constate que la baisse après injection est moins forte (18,6%) que celle qu’on observe chez les souris 

Tg+ infectées (27%). Cette différence pourrait être attribuée aux faits que (i) la hGIIA est sécrétée de manière 

constitutive chez la souris Tg+, et peut donc agir dans la durée, tandis que l’enzyme injectée est présente 
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transitoirement dans la circulation ; (ii) les injections ont été réalisées par voie IP et non par voie intraveineuse. 

En théorie, la hGIIA, petite molécule d’environ 14 kDa, peut diffuser librement entre le sang, le tissu interstitiel 

et la lymphe. Cependant, nous ne savons rien d’un éventuel « détournement » de l’enzyme sur son parcours 

(métabolisation, fixation sur des héparanes-sulfates etc.). Il est important de noter aussi que la concentration 

sanguine en hGIIA injectée, si l’on tient compte de sa capacité à diffuser dans les fluides corporels de la souris, 

ne sera pas de 100 nM mais plutôt 10 nM (soit une dilution au 1/10ème si l’on compte grossièrement 2 mL de sang 

pour 20 mL d’H2O chez une souris de 20g). Ce qui suggère que l’enzyme pourrait agir sur le parasite sanguin à 

des concentrations relativement basses, proches de celles que l’on mesure chez des patients présentant un 

paludisme simple (Vadas et al., 1993; et manuscrit en annexe 1). 

 

(2) Activité enzymatique de la sPLA2 plasmatique : nous avons pu mesurer une augmentation de l’activité 

sPLA2 dans le sang des souris Tg+ infectées. L’activité sPLA2 circulante peut être attribuée à la hGIIA et pas à une 

sPLA2 murine dans la mesure où nous n’avons pas mesuré d’activité dans le plasma des souris Tg- infectées. Aux 

plus fortes parasitémies, l’activité sPLA2 chez les souris Tg+ double en moyenne par rapport à l’activité initiale ; 

chez l’Homme, elle augmente en moyenne d’un facteur x10 lors d’un paludisme chronique, et peut augmenter 

d’un facteur x50, voire plus, lors d’un accès palustre sévère (Vadas et al., 1993). Chez la souris Tg+, le transgène 

de la hGIIA contient les régions promotrices humaines. L’expression du gène est induite par les cytokines pro-

inflammatoires IL-6, Il-8 et TNFα (Oka and Arita, 1991). Dans la mesure où les cytokines de souris présentent des 

différences structurales avec leurs homologues humaines, il est probable que la régulation du gène humain est 

moins efficace dans le contexte murin. Ceci explique sans doute aussi le fait que la protéine est présente à un 

niveau de base relativement élevé dans le plasma des souris Tg+.    

 

(3) Quantification des GR et des leucocytes au cours de l’infection chez les souris transgéniques :  

a. On constate que chez les souris Tg+ infectées comme chez les Tg- infectées, la multiplication parasitaire 

provoque une diminution importante de la quantité de GR, maximum au pic parasitaire. Chez les souris Tg-, la 

concentration en GR retrouve son niveau initial rapidement après que la parasitémie ait chuté, alors que chez 

les souris Tg+, la concentration en GR reste basse pendant encore 4 jours. Ceci pose la question de l’influence de 

la hGIIA sur la capacité de régénération du sang (l’érythropoïèse) des souris Tg+. Cette observation peut aussi 

être mise en relation avec le fait que les souris Tg- infectées présentent souvent une recrudescence parasitaire 

après le pic de crise, mais pas les souris Tg+ infectées. La régénération sanguine rapide des Tg- pourrait fournir 

un terrain favorable au re-développement du parasite, que ne fourniraient pas les souris Tg+. 

 

b. Une augmentation significative du nombre de leucocytes totaux est observée en même temps que 

l’augmentation de la parasitémie chez les souris Tg+ et Tg- infectées. Les leucocytes continuent à augmenter 

jusqu’à J16 p.i., après le pic parasitaire (J14 p.i.), alors que la parasitémie a commencé à diminuer. Nous avons 

vu que chez les Tg-, ce sont les PNN qui augmentent majoritairement, alors que chez les Tg+, déjà hyper-

neutrophiliques, il semble que PNN et lymphocytes augmentent conjointement. Ces résultats posent la question 

d’une réponse leucocytaire à l’infection qui serait différente et plus efficace en termes de contrôle parasitaire 
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chez la souris Tg+ comparé à la souris Tg-. Ceci pose aussi l’importante question de savoir si la hGIIA exogène 

injectée aux souris WT infectées au moment de la montée en nombre des leucocytes serait susceptible d’orienter 

la réponse leucocytaire de ces souris vers une réponse de type Tg+.   
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PARTIE 2 : Données histologiques et immunohistochimiques 
 

1. Analyse des organes et des tissus chez les souris infectées  

Parallèlement à l’étude des paramètres sanguins, la caractérisation de l’infection par P. chabaudi des 

souris transgéniques pour la hGIIA a été poursuivie par une étude comparée des aspects anatomo-pathologiques 

et des lésions histopathologiques induites par l’infection.  

Dans un premier temps, l’évolution du poids total et des organes des animaux infectés a été suivie à 

intervalles de temps choisis. Il est connu que l’infection des souris C57BL/6 WT par P. chabaudi induit une perte 

de poids de l’animal ainsi qu’un accroissement du volume de la rate (splénomégalie) et du foie (hépatomégalie) 

(Dumont et al., 1988; Stephens et al., 2012). Afin de vérifier si les mêmes phénomènes étaient observés chez la 

souris Tg+, nous avons pesé les animaux au long de l’infection, et pesé le foie, la rate et les reins des souris Tg- 

et Tg+ infectées, à J0, J8, J14 et J21 p.i.. 

 

1.1. Evolution du poids des souris au cours de l’infection  

Le poids des souris Tg- et Tg+ a été mesuré à intervalles de 2-3 jours au cours de 4 expériences d’infection 

indépendantes, incluant au total 37 souris Tg- et 26 souris Tg+. Les souris Tg+ sont d’emblée moins lourdes (et 

moins grosses) que les souris Tg- au même âge (Figure 22 [A]). Les deux génotypes murins ont présenté le même 

profil de poids au cours de l’infection (Figure 22 [B]). Globalement, le poids n’est pas affecté jusqu’à J12 p.i. puis 

une baisse de poids est observée chez les deux types de souris à J14 p.i. et jusqu’à J16 p.i., après quoi les souris 

récupèrent un poids normal. Cette baisse est significative chez les souris Tg-. 

FIGURE 22 : EVOLUTION DU POIDS DES SOURIS 

AU COURS DE L’INFECTION. 

(A) Photographie d’une souris 

Tg- (à gauche) et d’une souris Tg+ (à 

droite) au même âge (2 mois). (B) Les 

poids des souris Tg- et Tg+ ont été 

mesurés sur 4 expériences 

indépendantes (respectivement, 10 

Tg-/ 8 Tg+ ; 11 Tg-/ 4 Tg+ ; 9 Tg-/ 7 Tg+ 

et 11 Tg- / 10 Tg+, âgées de 60 à 170 

jours). Les souris ont été inoculées 

avec 1 × 106 GRi par voie IP puis pesées 

tous les 2-3 jours. Les résultats des 4 

ont été groupés. () : souris Tg-, () : 

souris Tg+. Test de Wilcoxon Tg- : ***p 

< 0,0001 ; Tg+ : ns. 

 

Au pic de crise parasitaire, c’est-à-dire à J14 p.i., on note une perte de poids chez environ 85% des souris 

parasitées. Cette perte pondérale est de 6,7% en moyenne, par rapport au poids avant infection chez les souris 
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Tg-, et de 5,8% en moyenne chez les souris Tg+. On observe que le pourcentage de baisse du poids des souris 

infectées peut aller jusqu’à 18% chez les Tg- et jusqu’à 17% chez les Tg+. Les souris récupèrent leur poids initial 

4 jours environ après le pic de crise. Cette perte de poids s’observe lors de la phase critique de l’infection, 

pendant laquelle les souris cessent de se nourrir et peuvent présenter des symptômes physiques tel qu’un poil 

hirsute, signe d’un manque de toilettage, un isolement, une prostration et/ou une absence de réaction aux 

stimuli du manipulateur. Bien que ces signes soient des indices d’un mal-être animal, ils ne durent que quelques 

jours, après quoi les souris retrouvent un comportement et une alimentation totalement normaux.  

 

1.2. Hépatomégalie et splénomégalie au cours de l’infection 

Le foie, la rate, le cœur, les poumons, les reins et le cerveau des souris ont été prélevés en vue d’analyses 

histologiques (description des lésions) et moléculaires (expression au niveau transcriptionnel de la hGIIA chez les 

souris Tg+ parasitées). Pour certains organes, des observations d’ordre macroscopique (couleur et poids) ont été 

relevées. 

Trois expériences d’infection indépendantes totalisant 48 souris Tg- et 42 souris Tg+ ont été réalisées. 

Le nombre de souris par jour de sacrifice est rapporté dans le tableau 8. Les observations macroscopiques des 

organes ont porté sur le foie, la rate et les reins. 

 

TABLEAU 8 : RECAPITULATIF DU NOMBRE DE SOURIS TG- ET TG+ UTILISEES POUR L’OBSERVATION DES PARAMETRES MACROSCOPIQUES. 

 
 Non infectées Infectées J8 Infectées J14 Infectées J21 Total 

Souris Tg- 19 11 10 8 48 

Souris Tg+ 16 10 9 7 42 

Total 35 21 19 15 90 

 

Les organes ont été prélevés (1) le jour de l’inoculation sur des souris naïves ; (2) 8 jours après 

inoculation, soit au début de la phase patente, moment où les premiers parasites sont visibles sur frottis sanguin ; 

(3) à J14 p.i., au moment des plus fortes parasitémies (pic de crise parasitaire), et (4) au jour 21 p.i, où la 

parasitémie est très faible ou nulle (Figure 23).  

 

FIGURE 23 : SCHEMA REPRESENTATIF DU PROFIL 

INFECTIEUX « TYPE » DANS LE MODELE P. 

CHABAUDI / C57BL/6.  

Les 4 temps de prélèvement des organes 
ont été choisis sur la base du profil 
infectieux. J0 : prélèvement avant 
inoculation ; J8 p.i. : début de la phase 
patente ; J14 p.i. : pic de crise (parasitémie 
de 30 à 45%) ; J21 p.i. : phase de résolution 
du pic de crise, avec ou sans 
recrudescence parasitaire. 
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1.2.1. L’hépatomégalie est plus précoce chez les souris Tg+ infectées 

A J0, le poids moyen du foie d’une souris Tg- est de 940 ± 271 mg (Figure 24 [A]), et de 997 ± 127 mg 

chez la souris Tg+ (Figure 24 [B]). Ces valeurs ne sont pas statistiquement différentes (testées avec Mann-

Whitney). Au 14ème jour de l’infection, chez les deux types de souris, le foie a pris une coloration brun foncé, due 

à l’accumulation d’hémozoïne (Figure 25) et son poids a augmenté : pour les Tg-, on mesure un poids moyen de 

1151 ± 126 mg et pour les Tg+, un poids moyen de 1382 ± 202 mg, soit une augmentation nette de 22,4% et 

38,5%, respectivement. L’augmentation du poids du foie, chez chaque type de souris, à ce moment de l’infection 

est statistiquement significative (test Mann-Whitney *p = 0,0185 [Tg-] et **p = 0,0023 [Tg+]). A J21 p.i., en 

moyenne, le poids du foie a encore augmenté chez les souris Tg- (1228 ± 282 mg, soit 30,6% d’augmentation par 

rapport au poids initial de l’organe), alors qu’il n’a pas évolué chez les souris Tg+ (1 369 ± 355 mg).  

FIGURE 24 : EVOLUTION DU POIDS DU FOIE AU COURS DE L’INFECTION, CHEZ LES SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR P. C. CHABAUDI 864VD. 

3 expériences indépendantes ont été réalisées (totalisant respectivement, 20 souris Tg-/ 14 souris Tg+ ; 19 souris Tg-/ 19 
souris Tg+ et 9 souris Tg-/ 9 souris Tg+) (Tableau 8). Les souris ont été inoculées par voie IP avec 1 × 106 GRi. A J0, J8, J14 et 
J21 p.i., le foie a été prélevé et pesé. Les résultats, regroupant les 3 expériences, sont présentés sous forme de « boîte à 
moustache », avec valeurs des médianes, des interquartiles et des minimum et maximm. (A) Poids des foies des souris Tg- 
(test Mann-Whitney, J0 vs J14 p.i. *p = 0,0185). (B) Poids des foies des souris Tg+ (J0 vs J14 p.i., **p = 0,0023 ; Mann-Whitney). 
(C) Rapport : poids du foie / poids de la souris (%). En noir : souris Tg-, en rouge : souris Tg+. 
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On constate donc que l’hépatomégalie est plus importante à J14 p.i. 

chez les souris Tg+. On observe aussi que chez les deux types de souris, 

l’hépatomégalie est nette mais n’atteint pas le niveau décrit dans des études 

antérieures sur le modèle C57BL/6 / P. chabaudi, de deux fois le poids de 

l’organe initial (Dumont et al., 1988). 

Par ailleurs, lorsque le poids de l’organe est rapporté au poids total de 

la souris (poids relatif), on observe une répartition des valeurs beaucoup plus 

dispersée, que ce soit pour les souris Tg- ou les souris Tg+ (Figure 24 [C]). Ceci 

semble indiquer que la variation de poids total est différente d’une souris à 

l’autre. Dans ce cas, aucune différence significative n’est mesurée entre les 

différents temps de l’infection. Cependant, on peut noter que le poids relatif 

médian du foie est plus important chez les souris Tg+ naïves comparées aux 

souris Tg-, et que cette différence se maintient au cours de l’infection.  

 

1.2.2. Une splénomégalie comparable à celle des souris Tg- est observée chez les souris 
Tg+ au cours de l’infection 

A J0, le poids moyen (brut) de la rate chez les souris Tg- est de 118 ± 47 mg (Figure 26 [A]) et de 137 ± 

44 mg chez les souris Tg+ (Figure 26 [B]), sans différence significative. Chez les souris Tg-, une légère 

augmentation du poids est décelée dès J8 p.i. avec un poids moyen de 147 ± 32 mg. Au même jour, on ne mesure 

pas de différence chez les souris Tg+. Au 14ème jour de l’infection, le poids a augmenté de façon spectaculaire 

chez les deux types de souris (693 ± 156 mg chez les Tg-, et 671 ± 226 mg chez les Tg+). A J21 p.i., on constate 

que le poids des rates a encore augmenté, avec un poids moyen de 864 ± 192 mg chez les souris Tg- et 902 ± 175 

mg chez leurs homologues transgéniques, soit respectivement, une augmentation d’un facteur x 7,3 chez les 

souris Tg- et d’un facteur x 6,6 chez les Tg+. Aucune différence significative n’est décelée entre les poids des rates 

des souris Tg- et Tg+ à ces différents points de sacrifices. 

 

Le rapport poids de la rate/ poids de la souris indique que les souris Tg+ ont un poids relatif de l’organe 

plus important que les souris Tg- (Figure 26 [C]), ce qui est en accord avec le fait que les souris Tg+ sont plus 

légères que les souris Tg-. Cette particularité s’efface au plus fort de l’infection et se retrouve à J21 p.i., lorsque 

la résolution de l’infection est à un stade avancé. 

 
 
 
 
 
Photographie du plus gros 
lobe hépatique d’une souris 
Tg- à J0 (en bas) et d’une 
souris Tg- à J14 p.i. (en haut), 
au même âge (3 mois). 

 

FIGURE 25 : CHANGEMENT DE 

COLORATION DU FOIE ET 

HEPATOMEGALIE AU JOURS 0 ET 

14 DE L’INFECTION. 
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FIGURE 26 : EVOLUTION DU POIDS DE LA RATE AU COURS DE L’INFECTION, CHEZ LES SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR P. CHABAUDI 864VD. 

3 expériences indépendantes ont été réalisées (Tableau 8). Les souris ont été inoculées par voie IP avec 1 × 106 GRi. A J0, J8, 
J14 et J21 p.i., la rate a été prélevée et pesée. Les résultats, regroupant les 3 expériences, sont présentés sous forme de 
« boîte à moustache ». (A) Poids des rates des souris Tg- (test Mann-Whitney, J0 vs J8 p.i., *p = 0,0228 ; J0 vs J14 p.i. ***p < 
0,0001 ; J0 vs J21 p.i. p < 0,0001). (B) Poids des rates des souris Tg+ (test Mann-Whitney, J0 vs J14 p.i. ***p < 0,0001 ; J0 vs 
J21 p.i. ***p < 0,0001). (C) Pourcentage du poids de la rate par rapport au poids de la souris Tg- (en noir) et de la souris Tg+ 
(en rouge) (test Mann-Whitney, J0 Tg- vs Tg+ *p = 0,0132 ; J21 Tg- vs Tg+ *p = 0,0401). 
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Par ailleurs, à partir de J14 p.i., la rate prend une coloration brun/noir chez les deux types de souris, et 

l’augmentation de poids s’accompagne d’une augmentation importante de la taille de l’organe (Figure 27).  

FIGURE 27 : SPLENOMEGALIE ET CHANGEMENT DE COLORATION DE LA RATE AU COURS DE L’INFECTION. 

 
En conclusion, les souris Tg+, comme les souris Tg-, présentent une splénomégalie très marquée au 

14ème jour de l’infection, qui se poursuit au 21ème jour p.i.. L’augmentation de taille et de poids se fait globalement 

au même rythme dans les deux cas. 

 

1.2.3. Les reins ne présentent pas de modification macroscopique au cours de l’infection 

Le poids des reins est comparable chez les souris Tg- et Tg+ naïves (test Mann-Whitney, nsp > 0,05). Chez 

les souris Tg+ comme chez les souris Tg-, la couleur et la taille des reins ne changent pas au cours de l’infection. 

Sur la figure 28 [A] et [B], on note que le poids médian des reins tend à augmenter au cours de l’infection, 

cependant ceci n’est pas confirmé par l’analyse statistique. Lorsque l’on compare les poids relatifs des reins, on 

n’observe pas de différence entre les deux génotypes (Figure 28 [C]). Chez les souris Tg+, une différence apparaît 

entre le poids relatif des reins à J0 et à J14 p.i., ce qui pourrait indiquer que le poids de l’organe augmente 

légèrement au cours de l’infection et/ou refléter l’amaigrissement important des souris. 
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FIGURE 28 : EVOLUTION DU POIDS DES REINS AU COURS DE L’INFECTION, CHEZ LES SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR P. CHABAUDI 864VD.  

3 expériences indépendantes ont été réalisées (Tableau 8). Les souris ont été inoculées par voie IP avec 1 × 106 GRi. A J0, J8, 
J14 et J21 p.i., les reins ont été prélevés et pesés. Les résultats, regroupant les 3 expériences, sont présentés sous forme de 
« boîte à moustache ». (A) Poids des reins des souris Tg-. (B) Poids des rates des souris Tg+. (C) Pourcentage du poids des 
reins par rapport au poids de la souris Tg- (en noir) et de la souris Tg+ (en rouge) (test Mann-Whitney, Tg+ J0 vs J14 p.i. *p = 
0,0172). 
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2. Analyses histologiques  

Dans le but d’analyser d’éventuelles différences histopathologiques liées à la présence de la hGIIA, nous 

avons comparé les atteintes aux organes chez les souris C57BL/6 Tg- et Tg+ infectées. Notre étude s’est focalisée 

sur le foie, le poumon, la rate et le rein, 4 organes impliqués dans différents aspects du développement de 

P.chabaudi chez son hôte murin. Le foie et les poumons sont les organes où a lieu la séquestration des stades 

matures du parasite (trophozoïtes âgés, schizontes) et la rate est l’organe de clairance et de rétention des GRi 

(Brugat et al., 2014; Cox et al., 1987). Par ailleurs, une série d’études a montré des lésions anatomo-

pathologiques chez les souris infectées par P. c. chabaudi, dans les reins (Brugat et al., 2014; Vuong et al., 1999), 

les poumons (Brugat et al., 2014), le foie et la rate (Brugat et al., 2014; Dumont et al., 1988; Stevenson and Kraal, 

1989).  

Deux expériences indépendantes ont été réalisées, utilisant au total 39 souris Tg- et 33 souris Tg+ 

(Tableau 9). La fixation et la coloration des coupes d’organes ont été faites pour partie au MNHN et pour partie 

à l’Institut Pasteur de Paris, au laboratoire de Neuropathologie Expérimentale. L’observation des coupes et 

l’interprétation des résultats ont été menées en collaboration et sous l’expertise du Dr. Grégory JOUVION, 

vétérinaire et spécialiste en anatomo-pathologie du petit animal à l’Institut Pasteur (Paris).   

TABLEAU 9 : NOMBRE DE SOURIS TG- ET TG+ UTILISEES POUR LES ANALYSES HISTOLOGIQUES. 

 Non infectées Infectées J8 Infectées J14 Infectées J21 Total 

Souris Tg- 17 9 7 6 39 

Souris Tg+ 14 8 6 5 33 

Total 31 17 13 11 72 
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2.1. Analyse histologique des poumons au cours de l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

2.1.1. Généralités 

Chez la souris, le poumon droit est divisé en 4 lobes et le poumon gauche 

a un lobe unique (Figure 29). Chaque poumon est alimenté en oxygène par deux 

bronches qui se subdivisent en bronchioles dans le tissu. Chaque bronchiole se 

termine par une bronchiole terminale qui se divise en bronchioles respiratoires, 

elles-mêmes divisées en canaux alvéolaires qui contiennent les sacs alvéolaires. 

Les parois alvéolaires, entourées d’un réseau de capillaires, sont formées d’un 

épithélium, constitué de pneumocytes (I et II), d’un tissu conjonctif formé de 

fibres de réticuline, de collagène et d’élastine, et de macrophages (Figure 30).  

FIGURE 30 : ORGANISATION HISTOLOGIQUE DU POUMON DE SOURIS SAINE.  

Coloration Hématoxyline-Eosine. 
 

 

 
 FIGURE 29 : ANATOMIE DES 

POUMONS DE SOURIS (TG-). 

10 µm 
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2.1.2. Les souris Tg+, comme les souris Tg-, présentent de légères lésions 

histopathologiques du poumon au cours de l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

En accord avec les études présentant les premières descriptions de la lignée transgénique pour la hGIIA 

(Grass et al., 1996) utilisée ici, nous avons pu observer que les poumons de souris Tg+ saines ne présentaient pas 

de différence histologique avec ceux des souris Tg- saines  (Figure 31 [A, B et C]).  

Chez les souris infectées Tg- et Tg+, le développement de rares zones d’infiltrations inflammatoires 

polymorphes périvasculaires (probablement dues à des lymphocytes, plasmocytes, macrophages et PNN) a été 

relevé au 8ème jour de l’infection (Figure 31 [D et E]). Au 14ème jour de l’infection, les poumons semblent normaux 

(Figure 31 [F et G]), seule une souris Tg- (sur 7) a présenté un phénotype histopathologique plus sévère avec une 

destruction des parois bronchiolaires, de l’inflammation diffuse et un œdème (Figure 31 [H et I]). A J21 p.i., 

aucune lésion n’a été observée (Figure 31 [J et K]). Au final, il semble donc que les atteintes au poumon dues à 

l’infection par P. c. chabaudi 864VD soient très modérées, plutôt précoces (J8 p.i.) et similaires chez les deux 

types de souris C57BL/6, Tg- et Tg+.   

Il faut noter que la publication de Brugat et al. faisait état de lésions beaucoup plus marquées dans les 

poumons de souris C57BL/6 WT infectées par P. chabaudi AS (Brugat et al., 2014). La différence avec ce que nous 

observons ici pourrait tenir aux caractéristiques respectives des souches de P. chabaudi (respectivement AS et 

864VD) utilisées dans les deux études.  
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FIGURE 31 : OBSERVATIONS HISTOLOGIQUES DU POUMON AU COURS DE L’INFECTION CHEZ LES SOURIS TG- ET TG+. 

Coupes de poumon d’épaisseur 5 µm colorées à l’HE. (A) Aspect histologique général normal d’un poumon de souris Tg- non 
infectée. Le rectangle noir cible la zone d’observation des coupes. (B) Aspect normal d’une artère [*] et d’une bronchiole [Br], 
chez la souris Tg- non infectée. L’épithélium bronchique est riche en cellules caliciformes, ce qui lui donne un aspect villeux ; 
tandis que l’endothélium vasculaire se reconnaît à ses cellules aplaties, donnant un aspect lisse. (C) Aspect normal d’une 
artère et d’une bronchiole, chez la souris Tg+ non infectée. (D)  souris Tg- infectée à J8 p. i. (E) souris Tg+ infectée à J8 p.i.. Les 
flèches noires indiquent les zones d’infiltrats inflammatoires périvasculaires. (F) Aspect normal de poumon de souris Tg- 
infectée à J14 p.i.. (G) Aspect normal de poumon de souris Tg+ infectée à J14 p.i.. (H) Aspect pathologique du poumon chez 
une souris Tg- infectée à J14 p.i.. La flèche noire indique une zone d’infiltration péribronchique. (I) Zone d’inflammation chez 
la même souris Tg- infectée à J14 p.i. (cercle pointillé). (J) Aspect histologique normal d’un poumon de souris Tg- infectée à 
J21 p.i.. (K) Aspect histologique normal chez une souris Tg+ infectée à J21 p.i. 
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2.2. Analyse histologique des reins au cours de l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

2.2.1. Généralités 

Le rein est un organe pair situé derrière le tube digestif. Il est enveloppé d’une capsule et divisé en un 

cortex et une médullaire. Le rein a pour rôle la filtration du sang, la réabsorption hydraulique et l’élimination des 

déchets via les urines. Il assure également l’équilibre du milieu intérieur, la régulation de la pression artérielle et 

la sécrétion d’érythropoïétine, qui stimule la production de GR. 

D’un point de vue histologique, l’unité fonctionnelle du rein est le néphron, constitué d’un glomérule, 

un tube contourné proximal (dont les cellules épithéliales sont caractérisées par de très nombreuses 

microvillosités allongées qui forment une bordure en brosse à leur pôle apical), une anse de Henlé et un tube 

contourné distal (caractérisé par des cellules épithéliales cubiques présentant peu de microvillosités) qui se jette 

dans le tubule collecteur (ou canal collecteur) (Figure 32).  

 
FIGURE 32 : ORGANISATION ANATOMIQUE ET HISTOLOGIQUE DU REIN. 

Coloration HE d’une coupe de rein de souris Tg- naïve. 

 
 

50 µm 
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2.2.2. Les souris Tg+, comme les souris Tg-, ne présentent pas de lésions 

histopathologiques du rein au cours de l’infection par P. c. chabaudi 864VD 
 

Les reins des souris Tg- et Tg+ naïves ne présentent pas de différence histologique (Figure 33 [A, B et 

C]). Chez les souris infectées des deux types, aucune lésion n’a été observée à J8 et J14 (Figure 33 [D à G]). A J21 

p.i., aucune lésion histologique n’est observée au niveau des glomérules ou des tubes contournés distaux et 

proximaux (Figure 33 [H et I]). Cependant, on observe chez les deux génotypes murins de rares infiltrats 

cellulaires (probablement de lymphocytes et de plasmocytes) péri-vasculaires. Tout au long de l’infection, la 

capsule rénale ne montre pas de modification et l’organisation générale du parenchyme reste conservée. 

 

FIGURE 33 : OBSERVATION HISTOLOGIQUE DU REIN CHEZ LES SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR P. C. CHABAUDI 864VD. 
Coloration HE de coupes de rein d’épaisseur 5 µm. (A) Coupe d’épaisseur 5 µm d’un rein entier sain (J0) de souris Tg+. Le 
rectangle noir cible la zone d’observation des coupes. (B) Souris Tg- J0. (C) Souris Tg+ J0. (D) Souris Tg- J8 p.i.. (E) Souris Tg+ 
J8 p.i.. (F) Souris Tg- J14 p.i.. (G) Souris Tg+ J14 p.i.. (H) Souris Tg- J21 p.i. (I) Souris Tg+ J21 p.i.. (J) Souris Tg- à J21 p.i. présentant 
de l’infiltration périvasculaire (flèches noires). (Les souris Tg+ présentent le même phénotype). Toutes les coupes de A à I 
présentent un aspect normal des glomérules et des tubes contournés distaux et proximaux. 
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La publication de Vuong et al. (1999), fait état de congestion (n = 2/2) dès le début de l’infection dans le 

modèle P. c. chabaudi 864VD – souris Swiss. Au pic de crise, entre J14 et J17 p.i., en plus de la congestion (n = 

2/4), des lésions plus sévères apparaissent (n = 2/4) avec des hémorragies, des œdèmes et une prolifération des 

cellules mésangiales. Puis, entre J23 et J116 p.i. la moitié des souris infectées (n = 4/9) présentent les mêmes 

lésions sévères qu’au pic de crise ; tandis que les autres souris ont des atteintes plus graves (n = 5/9) (nécrose 

glomérulaire, nécrose tubulaire, thrombose glomérulaire, granulome lymphoïde et infiltrat lymphocytaire) 

(Vuong et al., 1999). Dans ce modèle, les lésions rénales sont donc importantes, avec un caractère progressif, les 

lésions les plus graves étant les plus tardives. Il est bien connu que l’infection dans chaque modèle est spécifique 

du couple Plasmodium/ souris qui le constitue. La différence avec ce que nous observons pourrait venir du fait 

que les souches murines ne sont pas les mêmes et/ ou que dans notre modèle, les lésions rénales apparaîtraient 

encore plus tardivement.  
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2.3. Analyse histologique du foie au cours de l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

2.3.1. Généralités 

Chez la souris, le foie occupe une grande partie de la cavité péritonéale et est protégé par la cage 

thoracique. Il est constitué de 4 lobes de couleur rouge brun délimités par une capsule fibreuse appelée capsule 

de Glisson (Figure 34, « Lobes du foie »). D’un point de vue fonctionnel, il a pour rôle la détoxification des déchets 

métaboliques, la destruction des GR altérés, la synthèse de protéines, de lipoprotéines plasmatiques et de 

glycogène, et assure le métabolisme des hormones et de la bilirubine. Le tissu hépatique est constitué d’unités 

fonctionnelles appelées lobules hépatiques. Ces lobules, de forme plus ou moins hexagonale et constitués en 

leur centre d’une veine centro-lobulaire, sont délimités par des espaces portes (Figure 34, « Lobule hépatique »). 

Chaque espace porte est composé d’une veine porte, d’un canal biliaire et d’une artère hépatique, formant une 

triade. Au sein des lobules se trouvent des hépatocytes, des sinusoïdes et des cellules de Kupffer (Figure 34, 

« Grossissement x20 »). 

FIGURE 34 : ORGANISATION HISTOLOGIQUE DU FOIE. 

Coloration HE d’une coupe de foie de souris Tg- naïve. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



130 
 

2.3.2. Les souris Tg+ présentent les mêmes lésions du foie que les souris Tg- au cours de 

l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

Le tissu hépatique des souris saines Tg+ ne présente pas d’anomalie comparé au foie des souris saines 

Tg- (Figure 35 [A, B et C]). Toutefois, on note chez les souris Tg- une stéatose modérée (accumulation de 

triglycérides dans les hépatocytes) qui donne un aspect « microvacuolisé » aux cellules. Cette stéatose visible 

chez les Tg- est une particularité de la lignée C57BL/6, ce qui en fait un modèle dans les études sur l’obésité et 

les troubles du métabolisme hépatique (Liao et al., 2013). La quasi-absence de stéatose chez les Tg+ pourrait être 

la conséquence de la présence de la hGIIA, qui module la sensibilité des hépatocytes à l’insuline et le métabolisme 

des triglycérides (Kuefner et al., 2017).  

La capsule de Glisson et l’architecture lobulaire du foie ne présentent pas de modifications au cours de 

l’infection chez les deux groupes de souris. Huit jours après l’inoculation, le foie des souris Tg- et Tg+ infectées 

ne présentent pas de signes lésionnels. Les souris Tg- présentent toujours de la stéatose. (Figure 35 [D et E]).  

Au pic de crise parasitaire, à J14 p.i., le foie chez les souris Tg- et Tg+ présente de nombreuses lésions 

tissulaires sévères : un envahissement diffus des sinusoïdes est observé de manière homogène dans le 

parenchyme, sans localisation particulière. L’envahissement peut être attribué à la fois à de l’hématopoïèse 

extra-médullaire (EMH)1, mise en place pour compenser la destruction massive de GR, et à la présence de 

nombreux conglomérats bruns, correspondant à de l’hémozoïne déposée lors de la rupture des GRi ; on note 

aussi la présence de macrophages (Figure 35 [I et K]). On peut également observer des foyers nécrotiques non 

ischémiques, à prédominance sous-capsulaire et préférentiellement entourés d’infiltrats inflammatoires (Figure 

35 [H et J]). Les deux groupes de souris ne semblent pas présenter de différences physiopathologiques.  

En fin d’infection, à J21 p.i., les lésions ont quasiment disparu chez toutes les souris Tg- (n = 6). On observe 

encore chez 2 souris quelques rares foyers d’EMH (Figure 35 [F]). Chez les souris Tg+, 2 individus sur 5 présentent 

quelques foyers d’EMH (Figure 35 [G]) et des atteintes encore sévères (Figure 35 [L et M]). Les 3 autres souris 

ont totalement récupéré et ne présentent plus de lésions tissulaires. En première approximation, la récupération 

des lésions à J21 p.i. pourrait être meilleure chez les souris Tg- que chez les souris Tg+. 

 

                                                 
1 EMH = l’hématopoièse extramédullaire est un mécanisme de compensation de la baisse de production de cellules sanguines 

par la moelle osseuse ou d’une destruction importante de GR. Ce mécanisme compensatoire se produit principalement dans 
le foie ou la rate (organes hématopoïétiques au cours du développement embryonnaire). 
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FIGURE 35 : OBSERVATIONS HISTOPATHOLOGIQUES DU FOIE AU COURS DE L’INFECTION A P. C. CHABAUDI 864VD DE SOURIS C57BL/6 TG- ET TG+. 

Coloration HE de coupes de foie d’épaisseur 5 µm. (A) Coupe d’un foie entier de souris Tg- non infectée. (B) coupe de foie de souris Tg- à J0 (non infectée) ; (C) coupe de foie de souris Tg+ à J0 
(non infectée) ; (D) coupe de foie Tg- à J8 p.i.. Les triangles noires pointent un hépatocyte contenant une accumulation de triglycérides (stéatose). (E) coupe de foie de souris Tg+ à J8 p.i.. (H) 
Nécrose sous-capsulaire chez la souris Tg- à J14 p.i. (cercle pointillé noir). (I) Zone inflammatoire chez la souris Tg- à J14 p.i. (cercle pointillé rouge). (J) Nécrose sous-capsulaire entourée d’un 
infiltrat inflammatoire chez la souris Tg+ à J14 p.i.. (K) Parenchyme hépatique présentant des envahissements des sinusoïdes chez la souris Tg+ à J14 p.i.. Les flèches rouges indiquent les zones 
d’envahissements des sinusoïdes. Les flèches bleues indiquent les pigments d’hémozoïnes. A J21 p.i., l’aspect général du foie est normal mais présente quelques infiltrats d’EMH : (F) chez les 
souris Tg- (2/6) ; (G) chez les souris Tg+ (2/5). (L) Infiltration périvasculaire observée chez deux souris Tg+ (sur 5) à J21 p.i.. (M) Zone d’inflammation observée chez deux souris Tg+ (sur 5) à J21 
p.i.. 
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2.4. Analyse histologique de la rate au cours de l’infection par P. c. chabaudi 864VD 

2.4.1. Généralités 

La rate est un organe lymphoïde secondaire de couleur rouge foncé situé contre la partie postérieure 

de l’estomac. D’un point de vue fonctionnel, elle a pour rôle l’activation des lymphocytes naïfs et la purification 

du sang par la filtration des GR non viables. 

Le tissu splénique est entouré d’une capsule conjonctive et est structuré par deux zones distinctes : la 

pulpe rouge, ensemble composé de sinus veineux, de macrophages, de granulocytes, de GR, de plaquettes, de 

LB dispersés et de capillaires qui contiennent le sang ; et la pulpe blanche, composée de LT qui entourent les 

artérioles, et de LB organisés en follicules. Les LB naïfs forment les follicules primaires ; puis, lors de la rencontre 

avec l’antigène, apparaissent les follicules secondaires contenant un clone B spécifique. Le follicule secondaire 

est une zone anatomique particulière où les LB activés se différencient en plasmocytes et LB mémoires, et qui 

constitue le centre germinatif. A la périphérie de la pulpe blanche se trouve une zone riche en macrophages 

appelée zone marginale (Figure 36). 

FIGURE 36 : COUPE HISTOLOGIQUE D’UNE RATE DE SOURIS C57BL/6 (TG-) NAÏVE. 
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2.4.2. Les souris Tg+ présentent une désorganisation tissulaire de la rate plus précoce 

que les souris Tg- au cours de l’infection P. c. chabaudi 864VD 

Les rates des souris Tg- et Tg+ à J0 (souris naïves) ont un aspect histologique normal et ne présentent 

pas de différences (Figure 37 [A, B et C]). Au 8ème jour de l’infection, on n’observe pas de modification au sein des 

deux groupes (Figure 37 [D et E]). 

Au 14ème jour de l’infection, les souris Tg+ présentent toutes (6 sur 6) une désorganisation de 

l’architecture splénique, se caractérisant par une perte de distinction entre pulpe blanche et pulpe rouge (Figure 

37 [G]). Chez les Tg- (n = 7), ce phénomène est beaucoup moins marqué, il ne s’observe que partiellement chez 

2 souris (leur rate présente encore des follicules visibles). La rate des 5 autres souris Tg- conserve une 

architecture normale (Figure 37 [F]).  

A J21 p.i., 3 souris sur 6 du groupe Tg- (Figure 37 [H]) et 2 souris sur 5 du groupe Tg+ montrent une 

désorganisation de l’architecture splénique. Les autres souris ont retrouvé une architecture normale, bien 

qu’elles présentent toujours une hyperplasie de la pulpe rouge (Figure 37 [I]).  

 En conclusion, l’atteinte splénique consécutive à l’infection par P. c. chabaudi 864VD semble plus 

précoce chez les souris Tg+ comparée aux souris Tg-. Elle est concomitante aux fortes parasitémies chez les 

animaux infectés. Puis, on observe, chez la moitié des souris Tg+ un retour à une architecture tissulaire normale 

en même temps que le parasite est éliminé.  
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FIGURE 37 : OBSERVATIONS 

HISTOPATHOLOGIQUES DE LA RATE AU 

COURS DE L’INFECTION CHEZ LES SOURIS 

TG- ET TG+. 

Coloration HE. (A) Coupe entière 

de rate chez la souris Tg+ saine 

(J0). Les follicules lymphoïdes 

(pulpe blanche) baignent dans la 

pulpe rouge. Ils sont répartis au 

niveau du cortex superficiel 

splénique (sous la capsule) et du 

cortex profond. La zone centrale 

de la coupe correspond à la zone 

médullaire. Le rectangle noir 

encadre un follicule lymphoïde et 

correspond à la zone d’observation 

des coupes. Rate de souris à J0 : 

Tg- (B), Tg+ (C) ; à J8 p.i. : Tg- (D), 

Tg+ (E) ; à J14 p.i. : Tg- (F), Tg+ (G) ; 

à J21 p.i. : Tg- (H), Tg+ (I).  

Les images sélectionnées sont 

celles de la désorganisation de 

l’architecture splénique chez la 

souris Tg+ à J14 p.i. (G) ; de la 

récupération d’une architecture 

splénique normale chez la souris 

Tg+ à J21 p.i. (I) ; et du maintien de 

la désorganisation à J21 p.i. chez 

une souris Tg- (H). 
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2.4.3. Caractérisation de la désorganisation splénique par immunomarquage des 

lymphocytes B et T. 

Afin de caractériser de manière plus fine la désorganisation de la rate chez les souris infectées, le 

marquage des LT et des LB avec, respectivement, les anticorps anti-CD3 et anti-B220, a été réalisé.  

Les souris non infectées des deux génotypes présentent la même répartition des LT, localisés dans les 

follicules lymphoïdes (Figure 38 [A et I]), et des LB, localisés dans la pulpe rouge et à la lisière des follicules 

lymphoïdes, où ils sont disposés en « croissant » (Figure 38 [B et J]). Nous avons noté que la pulpe rouge des 

souris Tg+ semblait un peu plus riche en LB que celles des souris Tg-.  

A J8 p.i., l’immunomarquage des rates des souris infectées ne montre pas de différence avec celui des 

rates de souris saines (Figure 38 [C, D, K et L]).  

En revanche, on observe au pic de crise (J14 p.i.) une hyperplasie très marquée des zones LB chez les 

souris Tg- (Figure 38 [F]). Chez les souris Tg+ au même temps, on observe une forte EMH (Figure 38 [N]), dont les 

cellules ne présentent ni marquage CD3, ni marquage B2202. A noter que dans les deux cas Tg- et Tg+, le niveau 

de marquage avec les anticorps anti-CD3 est faible (Figure 38 [E et M]).  

Au 21ème jour de l’infection, le marquage CD3 n’est pas très modifié par rapport au 14ème jour (Figure 38 

[G et O]). Le marquage B220 montre encore chez les Tg- une hyperplasie des zones LB, respectant les follicules 

(Figure 38 [H), tandis que chez les Tg+, il indique beaucoup d’EMH, sans formation lymphoïde (Figure 38 [P]). 

 

En conclusion, les immunomarquages sur coupe de rate nous indiquent que la splénomégalie observée 

chez les souris Tg- est due à une hyperplasie de la pulpe rouge et de la pulpe blanche, probablement due à une 

prolifération des LB. En revanche, chez les souris Tg+, les résultats du marquage indiquent que la splénomégalie 

et la désorganisation tissulaire seraient plutôt associées à une forte EMH 

 

 

                                                 
2 Contrairement à l’EMH, qui correspond au développement de cellules sanguines en dehors de la moelle osseuse, à partir de 
cellules souches hématopoïétiques non différenciées (ici, pas de marquages CD3 ni B220), l’hyperplasie correspond à une 
prolifération anormale de cellules normales différenciées. Ici l’hyperplasie concerne les LB. 
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FIGURE 38 : IMMUNOMARQUAGES ANTI-CD3 ET ANTI-B220 SUR COUPES DE RATES DE SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR P. C. CHABAUDI 864VD.  

Pour les deux anticorps, le marquage apparaît en marron. Deux images à faible grossissement d’une coupe de rate de souris 

Tg- (cadre haut à droite) et Tg+ (cadre bas à droite) à J14 p.i. après immunomarquage anti-B220, sont présentées. Détails des 

marquages : Souris Tg- : à J0, marquage anti-CD3 (A), anti-B220 (B) ; à J8 p.i., marquage anti-CD3 (C), anti-B220 (D) ; à J14 p.i., 

marquage anti-CD3 (E), anti-B220 (F) ; à J21 p.i., marquage anti-CD3 (G), anti-B220 (H). Souris Tg+ :  à J0, marquage anti-CD3 

(I), anti-B220 (J) ; à J8 p.i., marquage anti-CD3 (K), anti-B220 (L) ; à J14 p.i., marquage anti-CD3 (M), anti-B220 (N) ; à J21 p.i., 

marquage anti-CD3 (O), anti-B220 (P). 
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3. Analyses moléculaires 

Globalement, les analyses histopathologiques ont mis en avant un profil lésionnel du poumon et du rein 

léger et similaire entre les souris Tg- et Tg+, des atteintes au foie avec une récupération plus tardive des lésions 

chez les souris Tg+ et pour la rate, un profil différent et plus sévère chez les souris Tg+, comparé à celui des souris 

Tg-. Dans le but d’approfondir ces données et analyser davantage l’implication potentielle de l’enzyme dans 

l’infection par P. c. chabaudi chez la souris Tg+, nous avons mesuré l’expression/ présence de la hGIIA dans les 

organes et tissus des souris infectées (1) au niveau transcriptionnel (mesure de la quantité d’ARNm de la hGIIA 

par RT-qPCR) et (2) au niveau protéique (par immunohistochimie (IHC) sur coupes d’organes). Le foie, la rate et 

les reins ont été analysés par IHC. L’ARNm a été quantifié à partir d’extraits tissulaires du foie, de la rate et du 

sang. En prolongement de l’étude, l’expression des ARNm de quelques sPLA2 murines susceptibles d’être 

sollicitées par l’infection a été analysée à partir des mêmes extraits.  

 

3.1. Immunomarquage de la hGIIA dans les organes des souris Tg+ infectées par P. c. chabaudi 

864VD 

Les immunomarquages de la hGIIA ont été réalisés sur le foie de souris Tg+ prélevés à J0 (n = 3), J8 p.i. 

(n = 3) et J14 p.i. (n = 3), la rate de souris Tg+ pélevée à J14 p.i. (n = 2), et sur les reins de souris Tg+ prélevés à J0 

(n = 4) et à J14 p.i (n = 4). L’absence de marquage par les anticorps anti-hGIIA, d’organes issus de souris 

n’exprimant pas la hGIIA, a été vérifiée sur des coupes d’organes de souris Tg- à J0 (n = 3) et J14 p.i. (n = 4). 

 

Foie : un marquage diffus et hétérogène de la hGIIA dans le tissu hépatique des souris Tg+ est observé à tous les 

temps analysés (Figure 39 [A, B et C]). La localisation de la protéine semble être la même aux temps J0 et J8 p.i. 

de l’infection, où on la retrouve au niveau de certains hépatocytes. A J14 p.i., le marquage se retrouve 

préférentiellement à la périphérie des veines portes (Figure 39 [C]) et concentré au niveau des zones nécrotiques 

(Figure 39 [D et E]). 

La hGIIA n’est pas détectée dans le foie des souris Tg- à J0 (Figure 39 [F]). En revanche, à J14 p.i., on 

observe un marquage au niveau des foyers nécrotiques uniquement (Figure 39 [H et I]), mais pas dans le tissu 

environnant (Figure 39 [G]). Ceci indique que le marquage des zones de nécrose chez les souris Tg+ peut être 

artéfactuel. 
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FIGURE 39 : IMMUNOMARQUAGE DE LA HGIIA DANS LE FOIE DES SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR P. C. CHABAUDI 864VD. 
Le marquage apparaît en rouge. Souris Tg+ (grossissement x10) : (A) à J0 ; (B) à J8 p.i. ; (C) à J14 p.i. ; (D) foyer nécrotique à J14 p.i. et (E) grossissement du foyer nécrotique (x40) à J14 p.i.. 
Souris Tg- (grossissement x10) : (F) à J0 (marquage négatif) ; (G) à J14 p.i. (marquage négatif) ; (H) foyer nécrotique à J14 p.i. et (I) grossissement du foyer nécrotique (x40) à J14 p.i.. 

 



140 
 

Rate : Aucun marquage de la hGIIA n’a été décelé dans la rate à J14 p.i. (pour des raisons pratiques, seul ce 

temps d’infection a pu être analysé). 

Rein : La présence de hGIIA est décelée dans le rein des souris Tg+ saines (à J0) et au 14ème jour de l’infection, 

les deux temps qui ont été analysés (Figure 40). Le marquage de l’enzyme est net au niveau de l’urothélium, de 

la capsule de Bowman de quelques glomérules et au niveau de la face apicale des cellules des tubes contournés 

proximaux. A ce stade de l’étude, rien ne permet d’indiquer si le marquage est ou non de même intensité aux 

deux temps. 

 

 

FIGURE 40 : IMMUNOMARQUAGE DE LA SPLA2 HGIIA SUR DES COUPES DE REIN DE SOURIS INFECTEES PAR P. C. CHABAUDI 864VD. 

Le marquage apparaît en marron-rouge sur les images (flèches noires). Contrôles négatifs du marquage : (A) coupe de rein 

d’une souris Tg- à J0 (faible grossissement), (B) Glomérule x40 d’une souris Tg- à J0, (C) Urothélium x10 d’une souris Tg- à J0. 

Marquages positifs : (D) Coupe de rein x20 d’une souris Tg+ à J0. (E) Glomérule x40 d’une souris Tg+ à J0. (F) Urothélium x10 

d’une souris Tg+ à J0. (G) Coupe de rein x20 d’une souris Tg+ à J14. (H) Glomérule x40 d’une souris Tg+ à J14. (I) Urothélium  

x10 d’une souris Tg+ à J14.  
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3.2. Analyse par RT-qPCR 

Les analyses moléculaires par immunomarquage ont été complétées par des analyses en RT-qPCR 

d’extraits du foie, de la rate et des cellules du sang des souris infectées, afin de mesurer les niveaux d’expression 

de l’ARNm de la hGIIA dans ces organes et tissu au cours de l’infection. En parallèle, une analyse quantitative des 

ARNm des sPLA2 murines de groupe IIF, III, V et X, a été réalisée sur les mêmes extraits. Ces sPLA2 ont été choisies 

par analogie avec leurs homologues humains, dont l’activité contre P. falciparum en culture in vitro a été 

démontrée (Guillaume et al., 2015). Le but était de voir si au sein des organes présentant des lésions 

histopathologiques en coloration HE (foie et rate), et au sein du compartiment dans lequel le parasite se 

développe (sang), la présence de sPLA2 susceptibles de participer à la défense de l’hôte contre le parasite pouvait 

être détectée et si une variation de leur expression au niveau transcriptionnel à 3 moments différents de 

l’infection (début de phase patente, pic de crise, résolution/recrudescence) pouvait être observée. 

Le matériel utilisé pour ces analyses était issu de deux expériences indépendantes et a été préparé à 

partir des échantillons d’organes conservés dans du RNA later© à -80°C. A ce jour, tous les échantillons n’ont pas 

été analysés. Le tableau 10 récapitule, pour chaque organe et par jour de sacrifice, le nombre de souris utilisées 

dans les expériences de RT-qPCR présentées. Aucune amplification de l’ARNm de la hGIIA n’ayant été observé 

(comme attendu) dans les extraits tissulaires des souris Tg-, seuls les résultats obtenus avec les extraits tissulaires 

des souris Tg+ sont présentés ici. 

 

TABLEAU 10 : NOMBRE DE SOURIS UTILISEES PAR JOUR DE SACRIFICE ET PAR ORGANE. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Non infectées J8 J14 J21 
Total 

 Tg- Tg+ Tg- Tg+ Tg- Tg+ Tg- Tg+ 

Foie 3 3 3 3 1 3 2 2 20 

Rate 3 3 3 3 2 4 3 3 24 

Sang 3 4 2 2 3 4 3 2 23 

Total 9 10 8 8 6 11 8 7 67 
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3.2.1. Le foie 

Les extraits tissulaires contenant les ARN totaux ont été préparés à partir de 50 à 100 mg de foie de 

souris Tg- et Tg+ sacrifiées à J0, J8 p.i., J14 p.i. et J21 p.i..  

L’ARNm de la hGIIA est détecté par RT-qPCR dans le foie des souris Tg+ naïves, mais pas dans le foie des 

souris Tg-. Après inoculation des parasites, le niveau de l’ARNm chez les souris Tg+ reste stable jusqu’à J8 p.i., 

puis une augmentation de la quantité d’ARNm d’un facteur x1,5 est mesurée à J14 p.i.. A J21 p.i. au contraire, 

l’ARNm est à la moitié de sa quantité initiale (Figure 41). L’augmentation et la diminution du niveau d’ARNm sont 

de faible amplitude, et le nombre d’échantillons analysés par point (n = 2 ou 3) ne permettant pas d’analyse 

statistique solide, il est difficile de conclure à un résultat définitif. Cependant, la faible variabilité entre les 

mesures effectuées à partir de foies provenant de souris différentes (n = 3 à J0, J8 p.i. et J14 p.i., n = 2 à J21 p.i.), 

laisse penser que le niveau de transcription du gène humain de la Pla2g2a dans le foie serait effectivement 

modulé au cours de l’infection.      

 

FIGURE 41 : MESURE DE LA QUANTITE D’ARNM HGIIA DANS LE FOIE 

DES SOURIS TG+ AU COURS DE L’INFECTION. 

Les résulats obtenus à partir des échantillons provenant de 
2 expériences indépendantes ont été regroupés. Au total, 
9 souris Tg- et 11 souris Tg+ infectées par voie IP avec 1 x 
106 GRi ont été sacrifiées à J0, J8, J14 et J21 p.i. 
(respectivement, 3 Tg-/ 3 Tg+ ; 3 Tg-/ 3 Tg+ ; 1 Tg-/ 3 Tg+ 
et 2 Tg-/2 Tg+). A chaque temps de sacrifice, une 
extraction des ARN totaux a été réalisée à partir de 50 à 
100 mg de foie environ. Puis une amplification du gène de 
la Pla2g2a humaine a été réalisée par RT-qPCR en utilisant 
les amorces suivantes :  
F : CCGCACTCAGTTATGGCTTCT 
R : GGTGCCACATCCACGTTTC 
La quantification a été normalisée par rapport aux gènes 
de références : Pgk-1, Actb, Hprt-1, Tbp. (Amorces Pgk-1 
(3), Actb (4), Hprt-1 et Tbp du tableau 6 partie « Matériel 
et Méthodes »). 
Chaque point correspond à un réplicat biologique. La barre 
horizontale représente la médiane. 

 
 
 

3.2.2. La rate 

Les extraits tissulaires contenant les ARN totaux ont été préparés à partir de 50 à 100 mg de rate de 

souris Tg- et Tg+ sacrifiées à J0, J8 p.i., J14 p.i. et J21 p.i.. Le nombre de souris sacrifiées par jour de prélèvement 

est indiqué dans le tableau 10. 

L’ARNm de la hGIIA est détecté par RT-qPCR dans la rate des souris Tg+ naïves et pas dans la rate des 

souris Tg-, comme attendu. Huit jours après l’inoculation des parasites, on observe une grande dispersion des 

niveaux d’ARNm parmi les trois souris analysées. A J14 p.i. et J21 p.i., les quantités d’ARNm sont plus homogènes 
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entre souris. La mesure des niveaux médians d’ARNm au cours de l’infection semble indiquer que la quantité 

d’ARNm de la hGIIA dans la rate pourrait baisser progressivement entre J0 et J21 p.i., jusqu’à atteindre un niveau 

environ 6 fois plus bas qu’à J0 (Figure 42). Toutefois, le faible nombre d’échantillons analysés à chaque point, ne 

permet pas de confirmer statistiquement cette observation. Ces résultats devront être confirmés par un 

élargissement des effectifs. 

 

FIGURE 42 : MESURE DE LA QUANTITE D’ARNM HGIIA DANS LA 

RATE DES SOURIS TG+ AU COURS DE L’INFECTION. 

Les résulats obtenus à partir des échantillons provenant 
de 2 expériences indépendantes ont été regroupés. Au 
total, 11 souris Tg- et 13 souris Tg+ infectées par voie IP 
avec 1 x 106 GRi ont été sacrifiées à J0, J8, J14 et J21 p.i. 
(respectivement, 3 Tg-/ 3 Tg+ ; 3 Tg-/ 3 Tg+ ; 2 Tg-/ 4 Tg+ 
et 3 Tg-/ 3 Tg+). A chaque temps de sacrifice, une 
extraction des ARN totaux a été réalisée à partir de 50 à 
100 mg de rate environ. Puis une amplification du gène 
de la Pla2g2a humaine a été réalisée par RT-qPCR en 
utilisant les amorces suivantes :  
F : CCGCACTCAGTTATGGCTTCT 
R : GGTGCCACATCCACGTTTC 
La quantification a été normalisée par rapport aux gènes 
de références : Gusb, Hprt-1, Tbp. (Amorces Gusb (3), 
Hprt-1 et Tbp du tableau 6 partie « Matériel et 
Méthodes »). 
Chaque point correspond à un réplicat biologique. La 
barre horizontale représente la médiane. 

 
 
 
 

3.2.3. Le sang 

Les extraits de sang contenant les ARN totaux ont été préparés à partir de sang récupéré par le sinus 

rétro-orbital des souris Tg- et Tg+ sacrifiées à J0, J8, J14 et J21 p.i.. Le nombre de souris sacrifiées par jour de 

prélèvement est indiqué dans le tableau 10. Le sang a été centrifugé, plasma et cellules ont été séparés et 

congelés. Les extractions d’ARN ont été réalisées à partir des cellules. 

L’ARNm de la hGIIA est détecté par RT-qPCR dans le sang des souris Tg+ naïves, mais pas dans celui des 

souris Tg-. On remarque que les 3 souris Tg+ analysées présentent des niveaux d’ARNm différents (Figure 43). A 

J14 p.i., une observe une diminution de la quantité d’ARNm chez 3 souris sur les 4 analysées. Le niveau reste très 

bas à J21 p.i.. Là-aussi, les effectifs devront être élargis pour que ces résultats puissent être confirmés 

statistiquement. 

Le niveau variable d’ARNm mesuré dans les cellules du sang à J0 (Figure 43) est sans doute à mettre en 

parallèle avec le niveau variable d’activité sPLA2, mesuré dans les plasmas des souris Tg+ naïves (Laine et al., 

2000a ; et ce travail). Malgré cette variabilité de départ, nos résultats montrent une diminution de la quantité 

d’ARNm à J14 et J21 p.i. chez la plupart des souris (5 souris sur 6). Ce qui suggère que l’expression du gène 

Pla2g2a dans le sang tend à diminuer au cours de l’infection. Le niveau médian d’ARNm est divisé environ par 6 
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entre J0 et J21 p.i.. Il est donc vraisemblable que l’augmentation de l’activité sPLA2 au moment du pic de crise 

ne provienne pas des cellules du sang.  

 

FIGURE 43 : MESURE DE LA QUANTITE D’ARNM HGIIA PAR LES 

CELLULES DU SANG DES SOURIS TG+ AU COURS DE L’INFECTION. 

Les résulats obtenus à partir des échantillons provenant 
de 2 expériences indépendantes ont été regroupés. Au 
total, 11 souris Tg- et 12 souris Tg+ infectées par voie IP 
avec 1 x 106 GRi ont été sacrifiées à J0, J8, J14 et J21 p.i. 
(respectivement, 3 Tg-/ 4 Tg+ ; 2 Tg-/ 2 Tg+ ; 3 Tg-/ 4 Tg+ 
et 3 Tg-/ 2 Tg+). A chaque temps de sacrifice, une 
extraction des ARN totaux a été réalisée à partir du sang 
total. Puis une amplification du gène de la Pla2g2a 
humaine a été réalisée par RT-qPCR en utilisant les 
amorces suivantes :  
F : CCGCACTCAGTTATGGCTTCT 
R : GGTGCCACATCCACGTTTC 
La quantification a été normalisée par rapport aux gènes 
de références : Actb, Gusb, Hprt-1, Tbp. (Amorces Actb (4), 
Gusb (3), Hprt-1 et Tbp du tableau 6 partie « Matériel et 
Méthodes »). 
Chaque point correspond à un réplicat biologique. La 
barre horizontale représente la médiane. 

 

 
 
 

3.2.4. Analyse quantitative des ARNm des sPLA2 murines de groupe IIF, III, V et X dans le 

foie, la rate et le sang des souris Tg- et Tg+ infectées par P. c. chabaudi 864VD 

A partir des extraits préparés pour l’analyse quantitative de l’ARNm de la hGIIA (tableau 10), une 

recherche des ARNm des sPLA2-IIF, -III, -V et -X murines a été réalisée.  

Les RT-qPCR sur le foie, la rate et le sang des souris Tg- et Tg+ naïves, ou au cours de l’infection, n’ont 

pas permis de détecter l’ARNm de la sPLA2 mGIII (F : TGGCCCAAAACATCAAAGTG ; R : 

GGCTTGATCTGGTGCTCACA) ni de la sPLA2 mGX (F : GGCTGTTATTGTGGCCTTGGT ; R : 

TCCTGAGCCCGAGAGTAGCA). De même, les ARNm des sPLA2-IIF et -V murines n’ont pas été détectés dans le 

sang et le foie des souris Tg- et Tg+. En revanche, ils ont pu être mesurés dans la rate (les séquences 

nucléotidiques des amorces utilisées sont données dans la légende de la figure 44).  

 Au cours de l’infection, on observe une diminution de la quantité d’ARNm de la mGIIF chez les deux 

génotypes, avec diminution nette à J14 p.i. et J21 p.i. (Figure 44 [A]). On observe à peu près le même schéma 

pour l’ARNm de la mGV chez les deux types de souris (Figure 44 [B]). Les effectifs, faibles, ne permettent pas 

l’application d’un test statistique. 
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Les résultats montrent donc que les quantités d’ARNm des mGIIF et mGV diminuent dans la rate au 

cours de l’infection. Les profils quantitatifs sont globalement les mêmes entre souris Tg- et Tg+, ce qui suggère 

que la hGIIA n’influe pas sur l’expression des gènes des sPLA2 murines. 

 
FIGURE 44 : ANALYSE QUANTITATIVE DES ARNM DES SPLA2 MURINES MGIIF ET MGV PAR LES CELLULES DE LA RATE DES SOURIS TG- ET TG+ AU 

COURS DE L’INFECTION.  

Les résulats obtenus à partir des échantillons provenant de 2 expériences indépendantes ont été regroupés. Au total, 13 
souris Tg- et 13 souris Tg+ infectées par voie IP avec 1 x 106 GRi ont été sacrifiées à J0, J8, J14 et J21 p.i. (respectivement, 3 
Tg-/ 3 Tg+ ; 3 Tg-/ 3 Tg+ ; 2 Tg-/ 4 Tg+ et 3 Tg-/ 3 Tg+). A chaque temps de sacrifice, une extraction des ARN totaux a été 
réalisée à partir du sang total. (A) une amplification du gène de la Pla2g2f murine a été réalisée par RT-qPCR en utilisant les 
amorces suivantes : F : TCAGGGCCTCTCCCTCTAAAA ; R : GGACTGCGATGGCAAAGAAT. (B) une amplification du gène de la 
Pla2g5 murine a été réalisée par RT-qPCR en utilisant les amorces suivantes : F : CCCCAAGGATGGCACTGAT ; R : 
GCACAGTCTTTTTCCTCCAGTTG. () : souris Tg-, () : souris Tg+. 
Pour les deux gènes, la quantification a été normalisée par rapport aux gènes de références : Gusb, Hprt-1, Tbp. (Amorces 
Gusb (3), Hprt-1 et Tbp du tableau 6 partie « Matériel et Méthodes »). 
Chaque point correspond à un réplicat biologique. La barre horizontale représente la médiane. 
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Points forts – Discussion 

Les données macroscopiques montrent que si les souris Tg+ sont naturellement plus petites que les 

souris Tg-, leurs organes ont des poids comparables. Par ailleurs, l’infection induit de la même façon chez les 

deux groupes de souris une perte de poids corporel au moment des plus fortes parasitémies. 

 Les souris Tg+ parasitées présentent au plus fort de l’infection une splénomégalie importante et une 

légère augmentation du poids hépatique. L’atteinte hépatique tend à se résorber après le pic de crise, mais pas 

la splénomégalie, qui augmente encore. Ce schéma est globalement le même que celui qui est observé chez les 

souris Tg- infectées. Chez les deux types de souris, le poids des reins tend peut-être à augmenter au cours de 

l’infection, mais aucune différence statistiquement significative ne vient soutenir cette observation. Il faut noter 

que la néphromégalie est connue dans certains cas de paludisme aviaire mais n’a jamais été observée dans les 

modèles murins. 

Les résultats de l’analyse histopathologique comparative des organes chez les souris Tg+ et Tg- infectées 

par P. c. chabaudi 864VD ont permis de mettre en évidence que dans les deux cas, les poumons et les reins sont 

peu touchés par l’infection. En revanche, le foie et la rate présentent un fort taux de lésions chez les deux types 

de souris. Ces lésions sont de même nature, mais leur intensité et/ou leur précocité diffèrent entre les souris Tg- 

et Tg+. 

Plus en détail, il ressort que :  

(1) Les souris Tg+, comme les souris Tg-, présentent des lésions pulmonaires minimes avec quelques rares 

infiltrats périvasculaires au 8ème jour de l’infection, qui ne sont plus observés par la suite ; 

(2) Des lésions rénales légères (inflitrations périvasculaires) apparaissent tardivement chez les deux types 

de souris ; 

(3) Dans le foie, de nombreuses lésions apparaissent à J14 p.i., conjointement à l’hépatomégalie. Ces lésions 

sont les mêmes chez les deux génotypes murins : un envahissement diffus des sinusoïdes par de l’EMH (cellules 

indifférenciées) et des cellules inflammatoires, une répartition homogène de pigments d’hémozoïne dans tout 

le parenchyme hépatique, des zones nécrotiques à préférence sous-capsulaire entourées d’un infiltrat 

inflammatoire. La différence liée au génotype s’observe à J21 p.i avec chez les Tg- une bonne récupération 

tissulaire, seules 2 souris sur 6 présentent encore de rares foyers d’EMH diffus dans le tissu ; tandis que chez les 

Tg+, 2 souris sur 5 montrent encore un niveau sévère de lésions, avec des zones nettes d’infiltration et 

d’inflammation. Ces observations laissent penser que les souris Tg+ récupèrent moins vite des atteintes au foie 

liées à l’infection par Plasmodium que les souris Tg-. La présence de la hGIIA dans le foie des souris Tg+ a été 

confirmée par immunomarquage. Les images ont permis de visualiser la dispersion hétérogène de l’enzyme dans 

le foie à J0, J8 p.i. Puis, à J14 p.i., le marquage se concentre préférentiellement au niveau des veines centro-

lobulaires et de foyers nécrotiques. Le marquage des zones de nécrose est toutefois douteux dans la mesure où 

les souris Tg- ont présenté le même marquage en absence de hGIIA, ce qui suggère une absence de spécificité 

du marquage. Au même temps, à J14 p.i., on mesure une augmentation des transcrits du gène de la hGIIA dans 

le foie. Ceci indique que des cellules présentes dans les zones de nécrose (?) et au niveau des veines centro-
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lobulaires pourraient être sollicitées et sécréter plus de hGIIA. Le niveau d’ARNm baisse à J21 p.i., en parallèle 

avec un début de régénération du tissu hépatique. La question se pose donc de savoir si la présence de l’enzyme 

pourrait freiner la régénération de l’organe, qui, à J21 p.i., est moins avancée que chez les souris Tg- sans hGIIA. 

(4) Dans la rate, parallèlement à la splénomégalie, on observe à J14 p.i., chez toutes les souris Tg+, une 

désorganisation de l’architecture splénique avec effacement des limites entre pulpe blanche et pulpe rouge, 

désorganisation qui persiste encore au 21ème jour de l’infection chez 2 souris sur 5, tandis que ce phénotype ne 

s’observe que chez la moitié des souris et uniquement à J21 p.i. chez les souris Tg-. L’analyse 

immunohistochimique des coupes de rate aux différents temps de l’infection montre que la désorganisation du 

tissu splénique chez les souris Tg- correspond à une hyperplasie de la pulpe rouge et de la pulpe blanche avec 

prolifération des LB, alors que chez les souris Tg+, la multiplication cellulaire serait due préférentiellement à de 

l’EMH. L’analyse de la distribution des LT et B au sein des lésions spléniques indique donc que les phénomènes 

de prolifération cellulaire pourraient impliquer des cellules différentes chez les souris Tg- et Tg+. 

Par ailleurs, la hGIIA n’a pas été décelée par IHC dans la rate des souris Tg+ infectées, ce qui indique que la 

protéine est absente ou en quantité trop faible pour être détectée, et suggère que la désorganisation particulière 

de la rate chez les Tg+, en particulier l’EMH, ne serait pas liée à la présence physique de l’enzyme dans l’organe.     

 

Enfin, ni le rein ni le poumon n’ont montré d’atteintes significatives lors de l’infection par P. c. chabaudi 

864VD, tout au moins dans les limites de temps de nos expériences. Il est toutefois intéressant de noter que la 

hGIIA a été détectée dans des régions très spécifiques du rein : au niveau de la capsule de Bowman, des cellules 

des tubes contournés proximaux et de l’urothélium. La distribution de la protéine et l’intensité du marquage ne 

semblent pas modifiées par l’infection (J14 p.i. vs J0).  

 

Activité enzymatique plasmatique en relation avec l’expression de la hGIIA dans les organes et tissus 

Nous avons vu que l’activité enzymatique de type sPLA2 mesurée dans le plasma des souris Tg+ 

parasitées augmente avec la parasitémie jusqu’à J14 p.i., puis diminue brutalement dans les deux jours qui 

suivent, en même temps que la parasitémie baisse. Le niveau de l’activité enzymatique n’est pas directement 

assimilable à la quantité de protéine ou d’ARNm : la présence d’inhibiteurs ou d’activateurs de l’enzyme peuvent 

moduler son activité sans que la quantité d’enzyme change. De même, la protéine peut être stockée et libérée à 

la demande sans qu’il soit besoin d’augmenter la quantité d’ARNm, ou c’est l’ARN qui peut être stocké et traduit 

à la demande. Il est donc difficile ici de savoir quel phénomène rend compte de l’augmentation de l’activité 

plasmatique, ou de sa diminution. 

Les résultats obtenus par l’analyse quantitative de l’ARNm de la hGIIA dans les organes sont encore 

préliminaires, dans la mesure où ils ont été établis à partir d’effectifs trop petits pour permettre une analyse 

statistique. L’analyse d’un nombre plus grand d’échantillons sera faite à partir des organes congelés, 

actuellement stokés au laboratoire. La discussion qui suit reste donc spéculative. 



148 
 

Le foie est, parmi les organes et tissu analysés, le seul à montrer une augmentation de la quantité d’ARN 

entre J8 et J14 p.i.. Il pourrait donc être en partie responsable de l’augmentation d’activité enzymatique dans le 

plasma, par une augmentation de la sécrétion de sPLA2 dans le sang. Toutefois, on ne peut pas exclure que 

d’autres organes que ceux étudiés ici pourraient surexprimer la hGIIA au cours de l’infection. La rate et les cellules 

du sang voient leur quantité d’ARNm diminuer au cours de l’infection, ce qui les rend peu susceptibles de rendre 

compte de l’augmentation d’activité. En revanche, la diminution de l’activité plasmatique après le pic de 

parasitémie est en accord avec le faible niveau d’ARNm mesuré à J21 p.i. dans les trois tissus étudiés : le foie, la 

rate et les cellules du sang. 

Il semble clair aussi que dans les tissus qui ont pu être analysés, l’infection par Plasmodium ne sollicite 

pas l’expression des sPLA2 murines IIF, III, V et X. Au contraire, on constate une diminution de la quantité d’ARNm 

des seules deux sPLA2 (mGIIF et mGV) qui ont pu être détectées dans la rate. On retrouve donc le même profil 

quantitatif que celui de l’ARNm de la hGIIA dans la rate des souris Tg+ infectées. La question se pose de savoir si 

la diminution générale des ARNm des sPLA2 dans la rate est un phénomène actif en lien avec la physiopathologie 

de l’infection, ou une conséquence « collatérale » de la splénomégalie. En effet, dans la deuxième situation, dans 

l’hypothèse où les cellules néo-formées responsables de l’augmentation du volume de la rate n’exprimeraient 

pas le gène de la hGIIA, on observerait une diminution de la quantité d’ARNm mesuré. 
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PARTIE 3 : Etude du mécanisme d’action anti-Plasmodium de la 

hGIIA 
 
 Nous avons montré que la hGIIA recombinante est capable d’induire une baisse de parasitémie 

lorsqu’elle est injectée à des souris WT infectées. Cependant, le(s) mécanisme(s) d’action antiparasitaire de 

l’enzyme in vivo est (sont) inconnu(s). Une partie du travail de thèse a été consacré à l’étude de ce(s) 

mécanisme(s). 

Nous avons choisi deux voies d’approche pour essayer de décrypter le(s) mécanisme(s) d’action de la 

hGIIA. La première approche s’est appuyée sur des données récentes obtenues in vitro, montrant que la hGIIA 

est capable d’inhiber la croissance de P. falciparum en culture par un mécanisme indirect mettant en jeu 

l’hydrolyse des lipoprotéines plasmatiques contenues dans le milieu de culture. Dans la deuxième approche, 

nous nous sommes intéressés aux propriétés de médiateur de l’immunité de la hGIIA, en supposant que la 

présence de l’enzyme chez la souris transgénique pouvait modifier la réponse immunitaire de la souris vis-à-vis 

du parasite. 
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Hypothèse 1 : L’hydrolyse enzymatique des lipoprotéines oxydées libère des acides gras 

toxiques pour Plasmodium 

 

1.1. L’injection précoce de hGIIA recombinante à des souris C57BL/6 WT infectées par P. c. 

chabaudi 864VD ne modifie pas le profil infectieux 

 

Dans un premier temps, nous avons vérifié si le moment de l’infection choisi pour l’injection de hGIIA était 

déterminant dans l’effet produit : en effet, la baisse de parasitémie à J14 p.i. a été observée après une série 

d’injections pratiquée à J12 p.i. et J13 p.i., période que nous avions sélectionnée pour les raisons expliquées dans 

la partie 1 des résultats (« 1.3.1 L’injection de hGIIA recombinante à des souris WT infectées par P. chabaudi 

induit une baisse de parasitémie au pic de crise »). Nous avons testé si l’effet inhibiteur de la hGIIA pouvait être 

obtenu par une injection de l’enzyme plus tôt dans l’infection, au début de la phase patente.   

La hGIIA recombinante a été injectée aux souris dès que les premiers parasites sont apparus sur frottis, 

et selon le protocole décrit précédemment pour l’injection plus tardive. 11 souris C57BL/6 WT ont été inoculées 

avec 1 x 106 GR infectés par P. c. chabaudi 864VD par voie IP. Au début de la phase patente, soit à J8, J9 et J10 

p.i., 5 souris ont reçu des injections de PBS et les 6 autres souris ont reçu des injections de hGIIA recombinante. 

Le suivi quotidien de la parasitémie chez les souris n’a montré ni retard dans la survenue du pic de crise, ni baisse 

du niveau de parasitémie chez les souris ayant reçu l’enzyme par rapport aux souris contrôles. Les profils de 

parasitémie des deux groupes de souris sont présentés en figure 45. 

 

FIGURE 45 : PROFIL INFECTIEUX DES SOURIS C57BL/6 WT 

APRES INJECTION PRECOCE DE HGIIA RECOMBINANTE. 

1 expérience a été réalisée totalisant 5 souris WT 
contrôles injectées PBS et 6 souris WT injectées 
hGIIA. Les souris ont reçu deux injections de 100 
µL par voie IP par jour (une le matin et une le soir) 
aux jours 8, 9 et 10 de l’infection. 100µL de PBS-
sérum (souris contrôles) ou 100µL d’une solution 
de hGIIA à 1,8µM en PBS-sérum ont été injectés. 
En noir est représenté le profil infectieux médian 
des souris contrôles et en rouge, celui des souris 
ayant reçu une injection de hGIIA. () : souris WT 
infectées + injectées PBS, () : souris WT 
infectése + injectées hGIIA. () : jour d’injections. 

 

 

Ce résultat montre que l’activité anti-Plasmodium de la hGIIA exogène s’exerce tardivement au cours de 

l’infection. Or, dans l’hypothèse où l’enzyme exercerait une action directement sur le parasite, le fait que le 

nombre de parasites circulants soit beaucoup plus faible au début de la phase patente qu’avant le pic de crise, 

aurait dû conduire la même quantité d’enzyme à être plus efficace lors de l’injection précoce. 
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L’absence d’effet au début de l’infection tendait donc à montrer que l’action antiparasitaire de la hGIIA 

exogène dépend de facteurs ou d’événements physiopathologiques apparaissant plus tardivement au cours de 

l’infection.  

Nos données les plus récentes ont montré que la hGIIA inhibe la croissance de P. falciparum en culture 

lorsque des lipoprotéines plasmatiques humaines (HDL, LDL ou lipoprotéines totales purifiées) ayant 

préalablement subi un traitement oxydatif in vitro, sont ajoutées au milieu de culture (Annexe 1). La hGIIA a une 

faible affinité pour les lipoprotéines natives, non oxydées, qui, de même que les membranes cellulaires 

eucaryotes, ont une surface globale électriquement neutre. Les surfaces phospholipidiques neutres ou chargées 

positivement sont peu attractives pour l’enzyme, alors que son affinité est forte pour les surfaces chargées 

négativement (Murakami et al., 2003). L’oxydation augmente la charge négative des lipoprotéines, qui 

deviennent substrats de la hGIIA. L’hydrolyse des phospholipides présents à la surface des particules conduit à 

la libération de lysoPL et d’acides gras. Or, les acides gras longs et insaturés, principalement l’AA, sont des 

inhibiteurs de la croissance de Plasmodium in vitro et in vivo (Guillaume et al., 2006; Kumaratilake et al., 1992). 

D’autre part, l’oxydation des lipoprotéines est un phénomène qui se rencontre dans de nombreuses pathologies, 

et notamment dans le paludisme humain (Das et al., 1993; Memon et al., 2000). 

Ceci nous a conduit à formuler l’hypothèse que la hGIIA pourrait agir chez les souris Tg+ infectées selon 

ce mécanisme d’hydrolyse des lipoprotéines plasmatiques oxydées et de libération d’acides gras toxiques 

entraînant une diminution de la parasitémie.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



152 
 

1.2. Mesure de l’oxydation lipidique chez les souris parasitées 

Dans le cadre de cette hypothèse, nous avons vérifié si l’infection par P. c. chabaudi induisait une 

augmentation du niveau d’oxydation des lipoprotéines plasmatiques chez les souris Tg- et Tg+. 

Les échantillons de plasma recueillis lors des expériences d’histologie et conservés à -80°C ont été 

utilisés pour le dosage du MDA par la méthode des TBARS. Les plasmas prélevés à J0, J8, J14 et J21 p.i. au cours 

de deux expériences indépendantes incluant respectivement 33 (18 Tg- et 15 Tg+) souris et 27 (13 Tg- et 14 Tg+) 

souris, ont été analysés. L’ensemble des résultats des deux expériences est présenté dans la figure 46. 

Chez les souris Tg- (Figure 46 [A]), on observe une dispersion importante des valeurs de la peroxydation 

plasmatique à J0. Aucune différence statistiquement significative n’est mesurée entre J0 et un autre point de 

l’infection. On peut toutefois noter une augmentation significative du niveau d’oxydation lipidique entre J8 et 

J14 p.i. (**p = 0,0012, Mann-Whitney), qui se maintient à J21 p.i. (**p = 0,0076, Mann-Whitney). Chez les souris 

Tg+ (Figure 46 [B]), comme chez leurs homologues non transgéniques, on observe une forte dispersion des 

niveaux d’oxydation à J0 et aucune différence significative n’est mesurée par rapport à J0 après infection. Là-

encore, une augmentation significative est toutefois observée entre J8 et J14 p.i. (*p = 0,0476, Mann-Whitney). 

Le niveau d’oxydation est comparable chez les souris Tg- et Tg+ naïves. 

FIGURE 46 : MESURE DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE PAR LA METHODE DES TBARS AU COURS DE L’INFECTION. 

2 expériences indépendantes ont été réalisées totalisant à J0 : 10 souris Tg-/ 10 souris Tg+ ; à J8 p.i. : 7 souris Tg-/ 6 souris 
Tg+ ; à J14 p.i. : 6 souris Tg-/ 6 souris Tg+ et à J21 p.i. : 5 souris Tg-/ 5 souris Tg+. (A) Mesure des TBARS au cours de l’infection 
chez les souris Tg-. Une différence statistiquement significative est notée entre J8 p.i. et J14 p.i. : **p = 0,0012 et entre J8 p.i. 
et J21 p.i. : **p = 0,0076 (test Mann-Whitney). (B) Mesure des TBARS au cours de l’infection chez les souris Tg+. Une différence 
statistiquement significative est notée entre J8 p.i. et J14 p.i. : *p = 0,0476 (test Mann-Whitney). La barre horizontale 
correspond à la médiane des valeurs. 

 

En conclusion, l’absence de différence entre J0 et les autres moments de l’infection ne permet pas de 

conclure à une augmentation claire du niveau d’oxydation plasmatique chez les souris Tg- et Tg+. Cependant, les 

variations apparues au cours de l’infection, particulièrement chez les souris Tg-, signalent qu’une telle oxydation 

pourrait avoir lieu.  
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Il faut noter que le dosage des TBARS à partir de plasma plutôt que de lipoprotéines purifiées est peu 

fiable dans la mesure où des composés plasmatiques autres que le MDA sont susceptibles de réagir avec l’acide 

thiobarbiturique. Ici, la présence d’un « bruit de fond » important pourrait masquer la variation du niveau 

d’oxydation. Malheureusement, les volumes de plasma disponibles étaient trop faibles pour envisager de purifier 

les lipoprotéines avant le dosage.  

Dans la poursuite de l’hypothèse mettant en jeu l’hydrolyse de lipoprotéines oxydées, nous avons 

élaboré une stratégie consistant à synthétiser des liposomes enrichis en phospholipides anioniques et en AA, et 

à les injecter à des souris Tg+ infectées, de façon à vérifier si ces particules-substrats pouvaient augmenter l’effet 

antiparasitaire de la hGIIA. 
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1.3. La hGIIA inhibe la multiplication de P. falciparum en culture in vitro en présence de 

liposomes anioniques riches en acide arachidonique 

Quatre types de liposomes ont été synthétisés à l’IPMC de Nice Sophia-Antipolis, par le Dr. Bruno 

ANTONNY et le Dr. Gérard LAMBEAU. Leur composition est rapportée dans « 2.1. Préparation des liposomes » 

(Matériel et Méthodes). Les 4 types de liposomes ont été élaborés de façon à présenter les caractéristiques 

suivantes, respectivement : anionique avec PUFA (riche en AA), anionique sans PUFA, zwitterionique avec PUFA 

(riche en AA), zwitterionique sans PUFA.  

Avant de tester l’effet des liposomes sur le développement parasitaire in vivo, leur capacité à médier 

l’activité anti-Plasmodium de la hGIIA a été testée in vitro. Une culture de P. falciparum (souche FcB1) en RPMI 

8% plasma et sur GR humains, a été amenée à une parasitémie de 0,2% environ au temps zéro de l’incubation. 

Les liposomes (0,02 mg/mL de phospholipides concentration finale) et la hGIIA recombinante (100 nM 

concentration finale) ont été ajoutés. La multiplication parasitaire a été mesurée sur frottis à 48h et 96h, soit sur 

deux cycles de développement intraérythrocytaire. 

Les résultats présentés en figure 47 montrent que la hGIIA inhibe le développement de P. falciparum 

seulement en présence des liposomes anioniques contenant de l’AA (Figure 47 [B]). L’enzyme n’inhibe pas le 

parasite en présence des liposomes anioniques ne contenant pas de PUFA (Figure 47 [C]) ou en présence des 

liposomes zwittérioniques (avec ou sans PUFA) (Figure 47 [D] et [E]). D’autre part, aucun des liposomes ajoutés 

seul au milieu de culture ne freine la croissance parasitaire. Ces résultats validaient donc le choix des 

compositions lipidiques des liposomes et démontraient sans ambiguïté l’efficacité des liposomes anioniques-AA 

en tant que cible et substrat de la hGIIA dans l’optique d’une utilisation anti-Plasmodium in vivo. 

Par ailleurs, nous avons mesuré l’efficacité et la sélectivité de l’hydrolyse des liposomes par la hGIIA. Le 

dosage des acides gras libérés par l’hydrolyse enzymatique des phospholipides des 4 types de liposomes a 

montré que seuls les liposomes anioniques étaient substrats de la hGIIA, confirmant la sélectivité de l’enzyme 

pour les surfaces anioniques.  

Ces expérienes d’inhibition parasitaire et d’hydrolyse enzymatique ont été réalisées une fois chacune 

en duplicata. Dans la mesure où les liposomes, relativement instables, ne devaient pas être stockés trop 

longtemps, elles n’ont pas été répétées et nous avons procédé rapidement à l’injection aux souris. 

L’expérience in vivo a mis en jeu 17 souris Tg- et 21 souris Tg+. Toutes les souris ont été inoculées à J0 

par voie IP avec 1 x 106 GR infectés par P. c. chabaudi 864VD. Le rendement en souris de l’élevage ne nous a pas 

permis de disposer d’assez d’animaux pour tester un éventuel effet toxique des liposomes sur des souris saines, 

ni celui des liposomes zwittérioniques ne contenant pas de PUFA (liposomes 4). 
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FIGURE 47 : TEST D’INHIBITION DE P. FALCIPARUM IN VITRO EN PRESENCE DE LIPOSOMES. 

Une culture de P. falciparum, souche FcB1, en RPMI 8% plasma et GR humains à 0,19% de parasitémie a été cultivée sur 96h, 
en présence de (A) PBS (sans liposome) ou PBS + 100 nM de hGIIA ; (B) Liposomes 1 (20% de PC 16:0-18:1, 30% de PC 18:0-
20:4, 10% de PG 18:0-18:1, 20% PG 18:0-20:4 et 20% de cholestérol = liposomes anioniques contenant des PUFA) ou 
liposomes 1 + 100 nM de hGIIA ; (C) Liposomes 2 (50% de PC 16:0-18:1, 30% de PG 18:0-18:1 et 20% de cholestérol = liposomes 
anioniques sans PUFA) ou liposomes 2 + 100 nM de hGIIA ; (D) Liposomes 3 (30% de PC 16:0-18:1, 50% de PC 18:0-20:4, et 
20% de cholestérol = liposomes zwittérioniques contenant des PUFA) ; (E) Liposomes 4 (80% de PC 16:0-18:1 et 20% de 
cholestérol = liposomes zwittérioniques sans PUFA). Pour chaque culture, un frottis a été réalisé à 0h, 48h et 96h, puis les 
parasitémies ont été comptées. 

Anioniques avec PUFA 

Anioniques sans PUFA 

Anionique avec PUFA 

Zwittérioniques avec PUFA 

Zwittérioniques sans PUFA 
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La parasitémie a été suivie tous les jours sur frottis sanguin entre J10 et J16 p.i. puis tous les 2 jours 

jusqu’à J24 p.i.. Lorsque les souris présentaient une parasitémie avoisinant les 5%, elles ont reçu deux injections, 

à un jour d’intervalle, de 50µL de PBS ou de 50µL d’une solution de liposomes 1, liposomes 2 ou liposomes 3, à 

5 mg/mL de phospholipides, par voie IP. Soit une concentration sanguine finale en phospholipides attendue chez 

les souris de 0,125 mg/mL (correspond à une injection de phospholipides aux souris de 12,5 mg/kg). Ne 

connaissant pas les effets d’une forte dose de PL, nous avons choisi de procéder à deux injections de 50µL plutôt 

qu’une seule de 100µL.  

Les résultats n’ont montré aucune différence statistiquement significative entre les groupes de souris 

ayant reçu une injection de PBS ou une injection de liposomes (quels qu’ils soient). 

 

Points forts – Discussion 

Cette première approche de la compréhension du mécanisme antiparasitaire de la hGIIA a mis en 

évidence que l’enzyme a un effet anti-Plasmodium à une période « seuil » de l’infection : au-delà de la phase 

patente, entre J12 et J14 p.i.. En effet, les expériences d’injection de hGIIA sous forme recombinante ont montré 

qu’il était possible d’induire une baisse de parasitémie chez des souris WT infectées en injectant l’enzyme à 

l’approche du pic infectieux (J12, J13 p.i.), tandis que des injections plus précoces au début de la phase patente 

(J8, J9, J10 p.i.) ne modifient pas le profil infectieux. Un éventuel effet de la hGIIA, plus tardif, c’est-à-dire au-delà 

du pic parasitaire et touchant à la phase de résolution, n’a pas été testé. C’est pourquoi à ce stade, nous parlerons 

de période « seuil » en ce qui concerne l’effet antiparasitaire de l’enzyme. 

La mise en évidence d’une période seuil pour l’activité antiparasitaire de la hGIIA exogène laissait penser 

qu’un (des) événement(s) tardif(s), lié(s) à l’infection, entrai(ent) en jeu dans le mécanisme d’action de l’enzyme. 

Par analogie avec des résultats précédemment obtenus in vitro, nous avons testé l’hypothèse où l’événement 

déclencheur de cette activité serait l’oxydation des lipoprotéines plasmatiques. La mesure des TBARS n’a pas 

permis de tirer de conclusion claire quant à une éventuelle oxydation des lipides plasmatiques chez les souris 

parasitées. La dispersion importante des valeurs d’oxydation chez les souris naïves, ajoutée à la faible spécificité 

de la méthode des TBARS, peut expliquer ce résultat. L’augmentation statistiquement significative du niveau 

d’oxydation entre J8 et J14 p.i. chez les deux types de souris plaide cependant en faveur d’une augmentation de 

l’oxydation lipidique du plasma au cours de l’infection. 

La mise en concordance d’une possible augmentation de l’oxydation lipidique et de l’augmentation de 

l’activité enzymatique circulante nous a conduits à proposer une stratégie susceptible à la fois de préciser le 

mécanisme d’action de la hGIIA chez les souris Tg+ infectées, et de fournir un outil thérapeutique potentiel pour 

lutter contre le paludisme humain. Des liposomes anioniques comportant des phospholipides estérifiés en 

position sn-2 du glycérol par l’AA, ont ainsi été conçus pour être des substrats hydrolysables par la hGIIA, et pour 

être secondairement toxiques pour Plasmodium.  
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Les propriétés exigées des liposomes ont été testées in vitro. Nous avons montré qu’en présence des 

liposomes anioniques riches en AA (anioniques-AA), la hGIIA recombinante est clairement inhibitrice de la 

croissance de P. falciparum en culture, alors que dans les mêmes conditions, des liposomes de surface 

électriquement neutre enrichis en AA (zwittérioniques-AA), ou sans AA (zwittérioniques), ou des liposomes 

anioniques sans AA (anioniques), sont inefficaces. Ceci démontrait que les particules synthétisées présentaient 

les qualités requises pour les tests in vivo. 

A ce jour, une seule expérience d’injection in vivo a été menée. Le profil infectieux des souris Tg+ n’a 

pas été modifié par l’injection des liposomes anioniques-AA, ni par les liposomes zwittérioniques-AA ou 

anioniques. Un résultat négatif est toujours difficile à interpréter. L’échec peut tenir à une hypothèse de départ 

erronée aussi bien qu’à de mauvaises conditions expérimentales : quantités injectées, mode d’administration 

choisi, moment choisi pour l’injection etc.  

Concernant le mode d’administration, nous avons choisi ici par voie IP plutôt que par voie intraveineuse 

pour des raisons de commodités de manipulations des souris. En théorie, rien ne s’oppose à ce que des particules 

de 400 nm de diamètre rejoignent la circulation systémique à partir de la cavité péritonéale par les voies du 

drainage lymphatique. Cependant, nous ignorons si des interactions possibles des liposomes avec 

l’environnement peuvent se produire au cours de leur chemin vers la circulation systémique. Si l’expérience 

devait être répétée, il faudrait envisager de procéder à des injections par voie intraveineuse, pour que les 

liposomes se retrouvent directement dans le compartiment cible.  

Concernant les quantités de liposomes injectées, nous avons opté pour 2 injections de 0,25 mg de 

phospholipides chacune, soit une concentration sanguine finale théorique de 0,125 mg/mL de phospholipides 

(en comptant un volume sanguin total de 2 mL par souris). Ces quantités ont été choisies en se référant aux 

techniques publiées d’injection de liposomes à des souris, et en tenant compte du fait que des injections de 

quantités élevées et/ou d’injections trop répétées peuvent induire des phénomènes de toxicité, en particulier 

au niveau du foie (Bozzuto and Molinari, 2015; Kermanizadeh et al., 2017; Knudsen et al., 2015).  

Une stratégie alternative peut être envisagée : celle qui consiste à injecter des lipoprotéines de souris 

plutôt que des liposomes. Notre premier choix s’était porté sur les liposomes parce qu’ils ont une composition 

et une taille connue et calibrée, ce sont des produits « standardisés », alors que les lipoprotéines se présentent 

comme un ensemble hétérogène de particules de composition, de taille et de propriétés physico-chimiques 

différentes. Cependant, l’absence de résultat suite à l’injection des liposomes anioniques-AA à des souris Tg+ 

parasitées, nous pousse maintenant à tenter l’injection de lipoprotéines purifiées issues du plasma de souris Tg- 

infectées, en faisant l’hypothèse que ces particules seront similaires à celles que rencontre la hGIIA chez les souris 

Tg+ receveuses infectées.  
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Hypothèse 2 : Le profil cellulaire de la réponse immunitaire est modifié chez la souris Tg+ 

parasitée 

 
Les propriétés pro-inflammatoires de la hGIIA ont été largement étudiées. Elles sont généralement 

attribuées à sa capacité à hydrolyser les phospholipides et à libérer des médiateurs lipidiques de l’inflammation, 

lysoPL et acides gras. La souris C57BL/6 Tg+ pour la hGIIA, utilisée ici, a un taux anormalement élevé de PNN et 

lymphocytes circulants (Laine et al., 2000a), ce qui a été attribué aux capacités des médiateurs lipidiques, en 

particulier les lysoPL, à recruter ces cellules depuis la moelle osseuse. La distribution des sous-populations 

leucocytaires et leurs rôles respectifs dans l’infection par Plasmodium chez ces souris n’ont jamais été étudiés. 

Dans l’hypothèse où une réponse cellulaire spécifique serait impliquée dans la baisse de parasitémie observée 

chez les souris Tg+ infectées, nous avons analysé systématiquement les paramètres cellulaires sanguins des 

souris Tg- et Tg+ infectées par P. c. chabaudi. Dans cette étude, les temps étudiés ont été : J0, J7, J12-13, et J15 

p.i.. Comme nous l’avons vu dans la partie 1, le phénotype parasitaire diffère au moment du pic de crise entre 

les deux génotypes, c’est pourquoi nous avons fait le choix de concentrer nos points d’analyses sur cette période. 

L’étude a été menée en collaboration avec le Dr. Isabelle LAGRANGE, de l’ENVA, spécialiste en hématologie. 

 

Numération de la formule sanguine (NFS) et analyse des frottis 

La numération de la formule sanguine des souris infectées a été réalisée sur un automate de type Sysmex 

XT-2000iV paramétré pour le sang de souris. Une expérience d’infection incluant 23 souris Tg- et 24 souris Tg+ a 

été menée. Les souris ont été inoculées à J0 par voie IP avec 1 x 106 GR infectés par P. c. chabaudi 864VD. Des 

frottis de sang caudal ont été établis tous les 2-3 jours à la fois pour établir la parasitémie, et pour fournir au Dr. 

LAGRANGE un support d’analyses hématologiques complémentaires à la NFS automatisée. Les échantillons de 

sang pour l’analyse NFS ont été recueillis au niveau de la veine maxillaire par volume minimum de 150 µL, sur 

EDTA. Les souris ont été sacrifiées après le prélèvement. Au jour zéro de l’infection, 6 souris Tg- et 6 souris Tg+ 

ont été prélevées. Après l’inoculation, certaines souris n’ont pas développé l’infection, ce qui n’a pas permis de 

maintenir des groupes de 6 individus à chaque temps de prélèvement. Les prélèvements ont eu lieu : à J7 p.i., 

début de la phase patente (3 souris Tg+ et 5 souris Tg-) ; à J12/13 p.i., relevé des fortes parasitémies (J12 (4 Tg+) 

/ J13 (5 Tg-)) ; à J15 p.i. phase de décroissance parasitaire (3 Tg+ et 5 Tg-). 

Les valeurs des différentes variables sanguines analysées sont présentées ici par catégorie : hémoglobine, 

érythrocytes/réticulocytes, leucocytes/ sous-populations leucocytaires, et plaquettes. 

 

2.1. Mesure de l’anémie 

L’anémie se mesure par la concentration en hémoglobine du sang. Les souris Tg+ naïves ont le même taux 

moyen d’hémoglobine sanguine que les souris Tg- (nsp > 0,05, test Mann-Whitney). Le taux moyen chute 

fortement à J12-13 p.i. chez les deux types de souris, au moment des plus fortes parasitémies (parasitémie ≈ 
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30%), signant une forte anémie (Figure 48).  L’anémie est encore très marquée à J15 p.i. dans les deux cas, bien 

que la parasitémie soit en forte régression (≈ 5-10%). 

 
FIGURE 48 : MESURE DE L’ANEMIE AU COURS DE L’INFECTION 

CHEZ LES SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES. 

Une expérience totalisant 21 souris Tg- et 16 souris Tg+ 
a été réalisée (respectivement, J0 : 6 Tg-/ 6 Tg+ ; J7 
p.i. : 5 Tg-/ 3 Tg+ ; J12 p.i. : 4 Tg+ ; J13 p.i. : 5 Tg- ; J15 
p.i. : 5 Tg-/ 3 Tg+). Au premier jour de l’infection, les 
souris ont été inoculées avec 1 x 106 GR parasités par 
P. c. chabaudi 864VD par voie IP. A chaque temps, 150 
µL environ de sang ont été prélevés à la veine 
maxillaire. La mesure de l’hémoglobine (HGB) a été 
réalisée à l’aide de l’analyseur Sysmex XT-2000iV. (●) 
souris Tg-. () souris Tg+. Les valeurs présentées sont 
celles des moyennes ± SD. 

 

 

 

2.2. Erythrocytes et réticulocytes 

La numération des GR totaux par l’analyseur Sysmex a montré que les souris Tg+ naïves ont en moyenne 

un peu moins de GR/µL de sang que les Tg- naïves (9,72 x 106 ± 0,54 x 106 (médiane 9,72 x 106) chez les Tg+ vs 

10,67 x 106 ± 0,59 x 106 (médiane 10,51 x 106) chez les Tg-). La différence est significative (test Mann-Whitney, 

*p = 0,0152) (tableau en annexe 2 et Figure 49 [A], temps « 0 »). En accord avec ces données, l’hématocrite des 

souris Tg+ est plus faible que celui des souris Tg- (45,15% vs 47,27%, respectivement) (annexe 2 et Figure 49 [B], 

temps « 0 »). Il est apparu aussi que le volume globulaire moyen (VGM) des GR chez les souris Tg+ est un peu 

plus élevé que chez les souris Tg- (environ 5% de supplément de volume ; *p = 0,0103, test Mann-Whitney) 

(annexe 2). 

L’évolution de l’hématocrite au cours de l’infection chez les deux types de souris est globalement 

comparable. Jusqu’à la phase patente de l’infection (J7 p.i.), la quantité de GR par volume de sang et 

l’hématocrite restent stables (Figure 49 [A]). Les hautes parasitémies, mesurées à J12-13 p.i., s’accompagnent 

d’une chute de l’hématocrite, qui diminue jusqu’aux alentours de 20% (Figure 49 [B]). En accord avec les données 

sur l’hémoglobine, l’hématocrite mesuré à J15 p.i. reste bas, bien que la parasitémie ait fortement baissé (Figure 

49 [B]). 

Chez les deux types de souris Tg+ et Tg-, on constate une augmentation progressive du VGM entre J7 et 

J12-13 p.i., et jusqu’à J15 p.i., avec une augmentation totale moyenne de 78% chez les souris Tg+, et de 63% chez 

les souris Tg- (annexe 2). Ce déplacement vers des formes plus volumineuses peut sans doute s’expliquer par la 

présence du parasite à l’intérieur des GR, mais aussi par l’augmentation du nombre de réticulocytes, de plus 

grand diamètre que le normocyte (≈ 8-9 µm vs ≈ 6-7 µm). La relative stabilisation de l’hématocrite entre J12-13 

et J15 p.i., alors que le nombre de GR/µL de sang continue à baisser (Figure 49 [A]), résulte sans doute de ce 

phénomène. 
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FIGURE 49 : VARIATION DU NOMBRE DE GLOBULES ROUGES ET DE L’HEMATOCRITE AU COURS DE L’INFECTION. 

Une expérience totalisant 21 souris Tg- et 19 souris Tg+ a été réalisée (respectivement, J0 : 6 Tg-/ 6 Tg+ ; J7 p.i. : 5 Tg-/ 5 Tg+ ; 
J12 p.i. : 4 Tg+ ; J13 p.i. : 5 Tg- ; J15 p.i. : 5 Tg-/ 3 Tg+). Au premier jour de l’infection, les souris ont été inoculées avec 1 x 106 
GR parasités par P. c. chabaudi 864VD par voie IP. A chaque temps, 150 µL environ de sang ont été prélevés à la veine 
maxillaire. Les mesures du nombre de GR/µL de sang et de l’hématocrite ont été réalisées à l’aide de l’analyseur Sysmex XT-
2000iV paramétré pour le sang de souris. (A) Concentration en GR/µL de sang au cours de l’infection chez les souris Tg- (en 
noir) et les souris Tg+ (en rouge). (B) Hématocrite (%) au cours de l’infection chez les souris Tg- (●) et les souris Tg+ (). Les 
valeurs présentées sont celles des moyennes ± SD.  

 

L’évolution de la concentration sanguine en réticulocytes au cours de l’infection est présentée dans le 

tableau 11.  Les réticulocytes sont les précurseurs du GR, leur présence dans le sang périphérique témoigne d’une 

activité érythropoïétique. Les réticulocytes issus de la moelle osseuse contiennent des acides nucléiques (ARN 

des ribosomes), qui vont être progressivement éliminés jusqu’à la maturation finale en normocyte, vide d’acides 

nucléiques. L’automate utilise un marqueur fluorescent spécifique des acides nucléiques pour distinguer les 

réticulocytes des normocytes, qui sont proches en taille. On distingue 3 sous-populations de réticulocytes selon 

leur niveau de maturation, correspondant au contenu en ARN : les réticulocytes de faible fluorescence (LFR), de 

moyenne fluorescence (MFR) et de haute fluorescence (HFR), les derniers étant les plus jeunes, nouvellement 

issus de la moelle osseuse. 

 

 

TABLEAU 11 : MESURE DE LA CONCENTRATION SANGUINE EN RETICULOCYTES AU COURS DE L’INFECTION. 

 Tg- Tg+ 

J post-inoculation 0 7 13 15 0 7 12 15 

Nombre de souris  
analysées 

6 5 5 4 6 3 4 1 

Réticulocytes 
(106/µL) 

0,53 ± 0,09 
(0,51) 

0,60 ± 0,08 
(0,59) 

0,83 ± 0,53 
(0,71) 

2,25 ± 1,75 
(1,80) 

0,46 ± 0,07 
(0,45) 

0,66 ± 0,06 
(0,65) 

1,86 ± 0,45 
(1,73) 

0,44 

LFR (%) 
47,9 ± 2,4 

(48,4) 
49,6 ± 2,0 

(49,3) 
84,1 ± 7,9 

(86,7) 
30,9 ± 4,1 

(29,1) 
45,6 ± 3,1 

(45,2) 
50,9 ± 2,5 

(51,3) 
84,7 ± 2,1 

(85,6) 
63,1 

MFR (%) 
20,1 ± 1,7 

(20,7) 
19,5 ± 2,2 

(19,5) 
7,4 ± 2,0 

(7,3) 
19,0 ± 1,6 

(18,9) 
18,5 ± 1,8 

(18,6) 
19,2 ± 1,8 

(19,5) 
10,5 ± 2,6 

(9,25) 
9,7 

HFR (%) 
32,0 ± 3,4 

(31,1) 
30,9 ± 1,9 

(31,7) 
8,4 ± 6,6 

(6,0) 
50,9 ± 1,7 

(50,9) 
35,8 ± 2,8 

(36,4) 
29,9 ± 0,9 

(29,6) 
4,8 ± 0,6 

(4,6) 
27,2 

Les valeurs sont représentées en : moyenne ± SD (médiane) 
LFR : low fluorescence reticulocytes ; MFR : median fluorescence reticulocytes; HFR: high fluorescence reticulocytes. 
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Il est connu que le comptage des réticulocytes par les analyseurs automatisés est perturbé par la 

présence du parasite dans les GR. En effet, les GRi sont reconnus comme des réticulocytes, du fait que le 

fluorochrome qui se lie à l’ARN des réticulocytes va se fixer aussi à l’ADN/ARN du parasite. Dans une expérience 

contrôle, nous avons pu vérifier que les GRi par les stades anneaux de P. falciparum sont reconnus par l’automate 

comme des LFR. Les stades plus âgés, trophozoïte et schizonte, sont respectivement assimilés aux MFR et aux 

HFR. En accord avec ces données, nous avons pu observer que le nombre de LFR et la parasitémie à J12 p.i. pour 

l’ensemble des souris Tg- et Tg+ sont corrélés positivement (Pearson r = 0,8695 ; 95% CI : 0,4859 à 0,9722 ; **p = 

0,0023). 

Les images fournies par l’analyseur Sysmex sur le canal RET (réticulocytes) sont présentées en figure 50. 

 

L’observation des graphiques RET montre que la 

population des érythrocytes chez les deux souris est 

normale jusqu’à J7 p.i.. Les érythrocytes augmentent en 

nombre à J12/13 p.i., spécialement en ce qui concerne les 

LFR parmi lesquels l’automate comptabilise les GRi par les 

formes anneaux de Plasmodium. A J15 p.i., l’image chez les 

Tg- est très perturbée, les tailles des cellules sont très 

hétérogènes et des éléments à haut niveau de fluorescence 

sont détectés. En particulier, des éléments de volume 

similaire à celui des plaquettes, ou un peu plus gros, 

apparaissent très fluorescents. Chez les Tg+, l’image est 

nettement moins perturbée, les différentes populations de 

normocytes, réticulocytes et plaquettes apparaissent 

distinctement. Des éléments reconnus comme des 

plaquettes de grande taille et fortement fluorescents sont 

présents, comme chez les Tg-.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 50 : CANAL RET : ANALYSE PAR CYTOMETRIE EN 

FLUX DU SANG TOTAL DE SOURIS TG- ET TG+ INFECTEES PAR 

P. C. CHABAUDI. 

Scattergramme RET : ordonnée FSC (forward 
scatter) : indique le volume cellulaire ; abscisse SFL 
(side fluorescence) : indique la quantité 
d’ADN/ARN présente dans la cellule. Normocytes 
(bleu) ; réticulocytes LFR (rose), MFR (violet), HFR 
(rouge). Plaquettes (turquoise). 
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Au vu des résultats du tableau 11, on note que chez les souris Tg-, la concentration en réticulocytes 

augmente jusqu’à J15 p.i. (x3,5). Les pourcentages LFR/MFR/HFR ne montrent pas d’évolution entre J0 et J7. Les 

LFR sont majoritaires à J13 p.i., dû à la présence des GRi, puis à J15 p.i. les HFR augmentent et les LFR diminuent, 

ce qui peut s’expliquer par une régénération érythrocytaire parallèle à la baisse de parasitémie.  

Chez les souris Tg+, l’augmentation de la concentration en réticulocytes du sang est importante à J12 

p.i. (x3,8) et majoritairement due aux LFR, donc sans doute aux GR parasités. A J15 p.i., l’automate n’ayant donné 

de valeurs que pour 1 échantillon, il est impossible à ce stade de tirer de conclusions quant à l’évolution de la 

répartition des LFR/MFR/HFR chez les souris Tg+.  

 

Analyse sur frottis 

Les frottis réalisés au cours de l’expérience ont été analysés par le Dr. I. LAGRANGE. Le détail des 

comptages est présenté en annexe 3. 

Chez les souris Tg-, à J0 et J7 p.i. la distribution des GR sur les frottis est normale. A J13 p.i. elle est 

diminuée, c’est-à-dire que la dispersion des GR sur le frottis est plus grande, signe d’anémie ; la 

polychromatophilie, liée à la présence de réticulocytes, est plus importante à J15 p.i. que sur les prélèvements 

précédents (J0, J7, J13 p.i.), ce qui va dans la sens de l’augmentation forte des réticulocytes mesurée par 

l’automate entre J13 et J15 p.i. ; des érythroblastes, érythrocytes immature nucléés, sont décelés chez quelques 

souris à J13 et J15 p.i.. On observe des corps de Howell-Jolly (HJ) (résidus d’ADN dans les érythrocytes) en plus 

grand nombre à J15 p.i., ce qui indique que la rate, qui normalement opère leur expulsion de la cellule, est très 

sollicitée, ce qui entraîne une dysfonction légère, habituelle dans les cas de forte anémie. La polychromatophilie, 

la présence d’érythroblastes et de corps de HJ rendent compte de la régénération active de la lignée 

érythropoïétique mise en place suite à l’anémie.  

Chez les souris Tg+, à J0 et J7 p.i. la distribution des érythrocytes est normale, puis elle apparaît diminuée 

à J12 et J15 p.i, en accord avec la baisse de la concentration en GR mesurée aux mêmes temps, cependant que 

la polychromatophilie augmente clairement à J12 p.i. et est maximum à J15 p.i.. Des érythroblastes et des corps 

de HJ sont nombreux à J15 p.i. alors qu’on en observe peu lors des prélèvements de sang précédents. 

Globalement, il semble que les souris Tg+ présentent une forte régénération sanguine, particulièrement visible 

à J15 p.i., avec des érythroblastes en plus grand nombre que chez les souris Tg-. 

 

 

2.3. Leucocytes  

Le nombre de leucocytes totaux par volume de sang indique que les souris Tg+ naïves ont 1,5 fois plus de 

leucocytes que leurs homologues Tg- (10,15 ± 1,56 x 103/µL vs 6,08 ± 1,81 x 103/µL, respectivement. Test Mann-

Whitney, **p = 0,0022) (Annexe 4). Globalement, toutes les sous-populations leucocytaires sont augmentées : 

les PNN sont augmentés d’un facteur : x2,9, les lymphocytes : x1,35 (**p = 0,0043), les monocytes : x3,19 (**p = 



163 
 

0,0022), les PNE : x3,14 (**p = 0,0022) et les PNB : × 4 (Figure 33). En conséquence, la distribution (%) des sous-

populations leucocytaires se trouve modifiée chez les souris Tg+ (Figure 51).  

FIGURE 51 : CONCENTRATION SANGUINE DES LEUCOCYTES 

(SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES) CHEZ LES SOURIS 

TG- ET TG+ NAÏVES. 

6 souris Tg- et 6 souris Tg+ naïves ont été 
prélevées de 150µL environ de sang à la veine 
maxillaire, sur tube EDTA, pour comptage NFS 
sur Sysmex 2000iV. 
(●) souris Tg-, () souris Tg+. Barre horizontale 
= médiane des valeurs. Une différence 
significative entre souris Tg- et Tg+ est observée 
pour les lymphocytes **p = 0,0043 ; les 
monocytes **p = 0,0022 et pour les PNE **p = 
0,0022 (test Mann-Whitney). 
 

 

 

 

 

Bien que les souris Tg+ présentent clairement plus de PNN que les souris Tg- et que leur hyper-

neutrophilie ait été rapportée lors des premières études sur la lignée (Laine et al., 2000a; voir résultats partie 1), 

nous n’avons pas ici mis en évidence de différence statistiquement significative entre les deux types de souris. 

Ceci s’explique sans doute par la dispersion des valeurs dans les 2 effectifs. Un plus grand nombre de valeurs 

serait donc nécessaire pour affirmer une différence entre les deux génotypes. 
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2.3.1. Evolution de la concentration sanguine en leucocytes au cours de 

l’infection 

Le comptage du nombre total de leucocytes dans le sang des souris au cours de l’infection montre une 

augmentation de la quantité de leucocytes chez les souris Tg+, d’un facteur x2 à J12 p.i. et x4 à J15 p.i. par rapport 

à J0 (Figure 52 [B]). Chez les souris Tg- infectées, l’augmentation du nombre de leucocytes n’est visible qu’à J15 

p.i. et est de plus faible ampleur (x1.6) (Figure 52 [A]). Ces résultats pourraient indiquer que la présence du 

parasite stimule la production de leucocytes chez les souris Tg+ plus précocement et plus fortement que chez les 

souris Tg-. Cependant, à ce stade de l’étude, qui devra être répétée, les faibles effectifs en souris Tg+ infectées 

ne permettent pas de conclure à une différence entre souris Tg- et Tg+. 

 

FIGURE 52 : EVOLUTION DU NOMBRE DE LEUCOCYTES (103/µL DE SANG) AU COURS DE L’INFECTION. 

(A) chez les souris Tg-. (B) chez les souris Tg+. Chaque résultat a été obtenu à partir de l’analyse de 150µL de sang prélevé à 
partir de la veine maxillaire et récupéré sur EDTA, aux jours 0, 7, 12 ou 13 et 15 de l’infection. La barre horizontale correspond 
à la médiane. 

 

2.3.2. Distribution des sous-populations leucocytaires par cytométrie en flux 

La représentation graphique DIFF de la répartition des sous-populations leucocytaires, basée sur le 

graphique de référence pour la souris éditée par la société Sysmex, montre chez les souris naïves des deux types 

une répartition conforme des nuages de points (voir J0 Figure 53).  

En revanche, la comparaison des images des souris Tg- et Tg+ parasitées fait apparaître dès le début de 

la phase patente (à J7 p.i.) une anomalie chez les souris Tg+. En effet, chez 2 souris Tg+ sur 3, l’analyseur n’a pas 

pu discriminer les lymphocytes des neutrophiles (il n’identifie plus les cellules). Le phénomène s’est généralisé 

et amplifié à J12 p.i. (4/4 souris) et maintenu à J15 p.i (3/3 souris). Par comparaison, aucune des souris Tg- 

parasitées n’a présenté le même phénomène, ni à J7 p.i. (5/5 souris), ni à J13 p.i. (5/5 souris). A J15 p.i., 1 seule 

des 5 souris Tg- parasitées a présenté un nuage non-identifié au niveau des neutrophiles, qui pour autant est 

resté distinct de celui des lymphocytes. 
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Chez les souris Tg-, l’augmentation des leucocytes a pu 

être attribuée prioritairement aux lymphocytes, qui forment la 

sous-population majoritaire des leucocytes, et dont la quantité 

est augmentée d’un facteur ≈ x2 à J15 p.i.. Chez les Tg+, du fait 

de l’impossibilité à distinguer les sous-populations de 

leucocytes entre elles à partir de J12 p.i., il n’a pas été possible 

par ce moyen d’identifier la ou les sous-population(s) 

augmentée(s). Cependant, l’analyse des frottis ayant permis de 

mesurer la distribution des sous-populations au sein des 

leucocytes (Tableau 12), la quantité de cellules appartenant à 

chaque sous-population a été calculée (voir valeurs en bleu 

dans tableau 12). Ceci a permis de voir que les PNN étaient les 

plus nombreux à J15 p.i., avec une augmentation de la 

population d’un facteur x8 par rapport au jour de l’inoculation. 

On notera qu’à J15 p.i., il y a à peu près autant de PNN que de 

lymphocytes dans le sang des souris Tg+, et que les PNN sont 

15 fois plus nombreux et les lymphocytes 2 fois plus nombreux 

que chez les souris Tg- infectées.  

 

 

 

 

FIGURE 53 : CANAL DIFF : ANALYSE PAR CYTOMETRIE 

EN FLUX DU SANG TOTAL DE SOURIS TG- ET TG+ 

INFECTEES PAR P. C. CHABAUDI. 

Scattergramme DIFF : ordonnée SFL (side 
fluorescence) : indique la quantité d’ADN/ARN 
présente dans la cellule ; abscisse SSC (side 
scatter) : informe sur le contenu cellulaire 
(noyau, granules…) ; Monocytes (en vert) ; 
lymphocytes (en rose), PNN (en bleu), PNE (en 
rouge). Cellules non identifiées (en gris). 
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TABLEAU 12 : COMPTAGES DES LEUCOCYTES TOTAUX ET DES SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES. 

 
Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD (médiane).  
Les valeurs en noir sont celles obtenues à partir du comptage Sysmex.  
Les valeurs en bleu sont les médianes des valeurs calculées à partir de la distribution des sous-populations leucocytaires (en %), établie sur frottis. 
 
 
 
 
 
 

LEUCOCYTES TOTAUX (103/µL) 

 TG-  TG+ 

J post-inoculation 0 7 13 15  0 7 12 15 

Nb de souris 
analysées 

6 5 5 5  6 3 4 3 

WBC total 6,08 ± 1,81 (6,2) 4,71 ± 1,28 (4,36) 5,83 ± 2,32 (5,67) 9,94 ± 3,75 (10,15)  10,15 ± 1,56 (9,56) 11,63 ± 0,52 (11,37) 24,23 ± 14,95 (19,97) 42,09 ± 28,15 (40,05) 

SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES (103/µL) 

J post-inoculation 0 7 13 15  0 7 12 15 

Nb de souris 
analysées 

6 5 5 (5) 3 (3)  6 3 (3) 4 3 (3) 

Neutrophiles 1,24 ± 1,11 (0,74) 0,41 ± 0,12 (0,40) 
1,15 ± 0,66 (1,38)  

1,28 
1,33 ± 0,68 (1,66) 

1,39 
 2,57 ± 0,94 (2,17) 6,39 15,38 21,46 

Lymphocytes 4,50 ± 1,28 (4,93) 3,85 ± 1,21 (3,53) 
4,16 ± 1,74 (3,23)  

4,31 
8,83 ± 3,65 (10,51) 

8,15 
 6,53 ± 0,73 (6,66) 3,48 7,14 19,36 

Monocytes 0,26 ± 0,13 (0,26) 0,36 ± 0,07 (0,39) 
0,46 ± 0,21 (0,56)  

0,23 
0,71 ± 0,30 (0,71) 

0,39 
 0,82 ± 0,08 (0,83) 

1,57 ± 0,21 (1,64) 
1,28 

1,45 1,26 

Eosinophiles 0,07 ± 0,03 (0,06) 0,08 ± 0,04 (0,06) 
0,03 ± 0,01 (0,03) 

0 
0,05 ± 0,04 (0,05) 

0 
 0,22 ± 0,05 (0,23) 

0,28 ± 0,06 (0,30) 
0,46 

N=2 
0,11 ± 0,06 (0,11) 

0,24 
0,42 

Basophiles 
0,01 ± 0,01 

(0,005) 
0,01 ± 0,01 (0,01) 

0,02 ± 0,02 (0,02) 
0 

N=5 
0,07 ± 0,05 (0,05) 

0 
 0,01 ± 0,01 (0,02) 

0,04 ± 0,01 (0,04) 
0 

N=3 
0,06 ± 0,03 (0,07) 

0 

0,46 ± 0,61 (0,17) 
0 
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Les anomalies relevées lors de l’analyse de sang par le Sysmex nous ont conduits à rechercher la 

présence sur frottis de cellules atypiques, susceptibles de ne pas être reconnues par l’analyseur. En particulier, 

les leucocytes présentant des modifications morphologiques caractéristiques d’une activation cellulaire ont été 

recherchés. Les résultats sont rapportés dans le tableau 13. 

 

Chez les souris Tg+, la présence d’un pourcentage important de lymphocytes réactionnels dans la 

population de lymphocytes est notée dès J7 p.i. (médiane : 11%) (Figure 54 [A]). Leur proportion augmente à J12 

(médiane : 19,5%) et diminue à J15 p.i.. On note aussi la présence à J12 et J15 p.i. de monocytes activés (Figure 

54 [B]). Quelques PNN hyper-segmentés sont vus à J15 p.i, en revanche aucun PNN hypo-segmenté n’est jamais 

décelé.  

 
FIGURE 54 : ASPECT DES LYMPHOCYTES ET MONOCYTES NORMAUX ET ACTIVES SUR FROTTIS SANGUIN. 
(A) A gauche : lymphocyte normal circulant, caractérisé par une chromatine dense ne présentant quasiment pas de 
cytoplasme visible. A droite : lymphocyte réactionnel circulant, caractérisé par une taille augmentée, plus de cytoplasme 
(basophile) et une chromatine plus fine. (B) A gauche : la flèche noire indique un monocyte normal circulant, caractérisé par 
un noyau en forme de « haricot » et un cytoplasme homogène. A droite : la flèche noire indique un monocyte activé, 
caractérisé par un cytoplasme rempli de vacuoles. 

 
Les souris Tg- montrent aussi une augmentation de lymphocytes réactionnels, mais plus tardive à J15 

p.i. et qui reste à des niveaux faibles (médiane = 0,5%) comparé aux souris Tg+. Aucun monocyte activé n’a été 

identifié sur les frottis de sang Tg-, à aucun moment de l’infection. De même, aucun PNN hyper-segmenté ou 

hypo-segmenté n’a été décelé. 



168 
 

TABLEAU 13 : RECHERCHE DE LEUCOCYTES ATYPIQUES SUR FROTTIS. 

J post-inoculation  
TG+  
J0 

 
TG+  
J7 

 
TG+ 
J12 

 
TG+ 
J15 

 

N° souris  1.1 1.2 1.3 1.4 1.5  m 1.6 1.7 1.8 1.9 1.10 m 1.11 1.12 1.13 1.14  m 1.15 1.16 1.17   m 

Parasitémie (%)  0 0 0 0 0   0 0,71 0 0,27 0,81  39,1 31,1 40,1 24,7   9,5 11,3 8,0    

L+ (%)  0,09 0,08 0,19 0,04 0,07  
0,09 

(0,08) 
11 0,09 11 10 25 

11,4 
(11,0) 

45 26 7 13  
22,75 
(19,5) 

0,3 0 10   
3,43 
(0.3) 

M+  0 0 0 0 0   0 0 0 0 0  +++ + + +   +++ ++ ++    

Neutrophiles 
segmentation 

 N N N N N   N N N N N  N N N N   H H N    

                           

J post-inoculation  
TG- 
J0 

 
TG- 
J7 

 
TG- 
J13 

 
TG- 
J15 

 

N° souris  2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 m 2.7 2.8 2.9 2.10 2.11 m 2.12 2.13 2.14 2.15 2.16 m 2.17 2.18 2.19 2.20 2.21  

Parasitémie (%)  0 0 0 0 0 0  0,01 0,33 0,25 0,20 0,05  13,5 4,1 19,3 34,8 14,6  18,1 7,1 6,1 2,7 1,4  

L+ (%)  0 0,09 0,09 0,13 0,07 0,2 
0,09 

(0,09) 
0,01 0,01 0,06 0,09 0,03 

0,04 
(0,03) 

0 3 3 0,01 0 
1,2 

(0,01) 
0,4 0,5 0,7 0,5 0,4 

0,5 
(0,5) 

M+  0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0  0 0 0 0 0  0 0 0 0 0  

Neutrophiles 
segmentation 

 N N N N N N  N N N N N  N N N N N  N N N N N  

m = moyenne (médiane) 
L+ = lymphocytes réactionnels ou activés (signe d’une stimulation antigénique des lymphocytes). Valeurs en % de la population totale de lymphocytes. 
M+ = monocytes activés. Valeurs en gradient de densité de + à ++++. 
Neutrophiles (segmentation des neutrophiles) : H = noyau hyper-segmenté, N = noyau normal. h = noyau hypo-segmenté. Un neutrophile est considéré comme hyper-segmenté lorsque le 
nombre de segments dépasse cinq. L'hyper-segmentation est un indice de sénescence. Les fonctions de ces neutrophiles ne sont pas altérées. Un noyau hypo-segmenté est observé chez les 
neutrophiles immatures. Le passage de neutrophiles hypo-segmentés dans le sang a lieu dans les cas d’inflammation, où la moelle osseuse est fortement sollicitée. 
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Le bilan des profils d’activation leucocytaire chez les souris Tg- et Tg+ est donc le suivant : 

(1) On n’observe pas de PNN hypo-segmentés chez les souris Tg- ou Tg+ infectées, ce qui suggère que le 

contexte infectieux chez les deux types de souris n’est pas inflammatoire. Des PNN hyper-segmentés sont 

observés à J15 p.i. sur les frottis sanguins des souris Tg+ infectées, mais pas des souris Tg- infectées. 

 

(2) Une proportion importante de lymphocytes réactionnels est observée, dès J7 p.i., sur les frottis des souris 

Tg+ comparés à ceux des souris Tg-. La proportion augmente à J12 p.i. au moment des fortes parasitémies 

et baisse à J15 p.i. après le pic.  

 

(3) Chez les souris Tg+, des monocytes activés, absents des frottis J0 et J7 p.i., apparaissent à J12 p.i. et sont 

toujours visibles à J15 p.i.. En revanche, aucun monocyte activé n’est décelé sur les frottis sanguins des souris 

Tg- de J0 à J15 p.i.   

  

2.4. Numération des plaquettes 

Le sang des souris Tg- et Tg+ naïves contient un nombre statistiquement équivalent de plaquettes (1494 

103 ± 186 103/µL (Tg-) et 1694 103 ± 234 103 (Tg+), nsp = 0,1320, test Mann-Whitney) (Tableau 6). Leur volume 

moyen est identique (médiane à 7,2 fL) chez les 2 types de souris. La proportion de plaquettes de grande taille 

(P-LCR) ainsi que l’indice d’anisocytose (distribution des volumes des plaquettes, IDP) chez les souris Tg+ sont 

identiques à ceux des souris Tg-. Ces données indiquent que la population plaquettaire est normale chez les 

souris Tg+. 

Après l’inoculation des parasites, l’analyse des variables plaquettaires montre qu’elles restent stables 

jusqu’au début de la phase patente (J7 p.i.) chez les deux types de souris. Au moment du pic infectieux, à J12-13 

p.i., on observe une chute d’environ 50% du nombre de plaquettes, chez les Tg- comme chez les Tg+. Cette chute 

s’accompagne d’une augmentation très significative du volume moyen des plaquettes, de la proportion de 

plaquettes de grande taille et de l’anisocytose. L’absence de sphérocytes et de schizocytes sur les frottis laisse 

penser qu’il ne s’agit pas d’une lecture erronée de l’automate (confusion avec d’autres éléments de volume 

comparable).  

La thrombopénie pourrait résulter d’une activation artéfactuelle des plaquettes lors du prélèvement, 

conduisant à la formation d’agrégats plaquettaires non reconnus comme plaquettes par l’analyseur. Des agrégats 

plaquettaires ont été vus sur la plupart des frottis., indépendamment du temps de prélèvement ou du niveau de 

parasitémie, ce qui laisse penser que la thrombopénie mesurée spécifiquement à J12-13 p.i. résulterait bien 

d’une diminution du nombre de plaquettes, et non d’un engagement des plaquettes dans des agrégats. 

Cependant, la quantification des agrégats plaquettaires étant impossible à partir de frottis, nous ne pouvons 

éliminer l’hypothèse qu’une activation forte des plaquettes ait conduit à une formation accrue d’agrégats à J12 

p.i., entraînant une baisse apparente du nombre de plaquettes individualisées.  
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Trois jours après (à J15 p.i.), lors de la phase de décroissance parasitaire, le volume et la distribution des 

tailles des plaquettes sont sensiblement les mêmes qu’au pic infectieux chez les deux types de souris. 

L’augmentation du nombre de plaquettes de grande taille est un indice de la régénération des plaquettes. On 

constate aussi que la baisse des plaquettes se maintient chez les souris Tg-, tandis que leur nombre augmente 

chez les souris Tg+ et retrouve sa valeur initiale (Tableau 14). Bien que le faible effectif des souris Tg+ infectées 

analysées à J15 p.i. (n = 3) ne permette pas de valider statistiquement la différence de récupération entre souris 

Tg- et Tg+, il faut noter que toutes les souris du lot Tg+ (3/3) présentent un nombre de plaquettes > 1000 x 103/µL 

à J15 p.i., avec 2 souris à plus de 2000 x 103/µL, alors que chez les Tg-, seulement 2 souris sur 5 atteignaient les 

1000 x 103/µL plaquettes. La restauration plus rapide du nombre de plaquettes chez les Tg+ pourrait être 

attribuée soit à une production accrue, soit à une diminution du nombre d’agrégats potentiels. Ceci reste à 

confirmer. 

 

TABLEAU 14 : ANALYSE DES PLAQUETTES AU COURS DE L’INFECTION PAR NFS. 

 
 TG-  TG+ 

J post-
inoculation 

0 7 13 15  0 7 12 15 

Nb de souris 
analysées 

6 5 5 5  6 3 3 3 

PLT total 
(103/µL) 

1494± 186 
(1484) 

1491 ± 209 
(1543) 

700 ± 288 
(720) 

854 ± 483 
(733) 

 1694 ± 
234 (1607) 

1432 ± 232 
(1554) 

869 ± 215 
(883) 

1789 ± 671 
(2119) 

VPM (fL) 7,13 ± 0,36 
(7,2) 

7,04 ± 0,23 
(7,0) 

9,34 ± 0,61 
(9,2) 

8,98 ± 0,46 
(9,15) 

 7,27 ± 
0,46 (7,2) 

7,00 ± 0,36 
(6,9) 

9,03 ± 
0,47 (9,2) 

9,33 ± 0,21 
(9,4) 

P-LCR (%) 
 

7,00 ± 1,81 
(7,35) 

6,72 ± 0,94 
(6,80) 

22,94 ± 
3,94 (21,30) 

19,45 ± 
3,06 (20,55) 

 8,13 ± 
2,62 (7,75) 

6,57 ± 1,81 
(6,3) 

20,70 ± 
3,12 (21,7) 

21,73 ± 
2,01 (22,00) 

IDP (PDW) (%) 
 

8,12 ± 0,50 
(8,1) 

7,98 ± 0,43 
(7,9) 

12,82 ± 
1,44 (12,7) 

10,75 ± 
0,60 (10,9) 

 8,15 ± 
0,61 (8,1) 

7,90 ± 0,56 
(7,8) 

11,17 ± 
1,45 (11,9) 

11,27 ± 
0,90 (11,2) 

Les valeurs sont celles de la moyenne ± SD (médiane) 
VPM = volume plaquettaire moyen 
P-LCR (platelet large cell ratio) (en %) = pourcentage de plaquettes de volume > 12 fL et < 30 fL (soit, de volume supérieur à 
la norme) 
IDP (indice de distribution plaquettaire) ou PDW (platelet distribution width) (en %) = largeur de la courbe de distribution à 
20% de sa hauteur. 
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Points forts – Discussion 

La réalisation des hématogrammes des souris Tg+ saines (naïves J0) et infectées a permis de mettre en 

évidence que : 

Souris saines 

(1) Les souris Tg+ saines ont un hématocrite légèrement plus bas que les souris Tg- (45,15% vs 47,27%, 

respectivement), en accord avec une concentration en GR plus basse (9,72 x 106 vs 10,51 x 106, 

respectivement). Pour autant, le taux d’hémoglobine est le même chez les deux types de souris, ce qui se 

traduit par des GR légèrement plus gros (46,80 fL au lieu de 44,25 fL) et plus chargés en hémoglobine (15,2 

pg au lieu de 14,3 pg) chez les souris Tg+. 

 

(2) Le nombre de leucocytes par µL de sang est beaucoup plus élevé chez les souris Tg+ que chez les souris WT 

(Tg-) (10,15 x 103/µL vs 6,08 x 103/µL). Ceci avait déjà été relevé lors des premières études sur la lignée 

transgénique, par la numération des PNN et des lymphocytes (Laine et al., 2000a). Nous montrons ici que 

l’augmentation concerne aussi les monocytes et les PNE.  

 

(3) La numération des plaquettes indique que les souris Tg+ ont le même nombre de plaquettes que les souris 

Tg-, confirmant ce qui avait été rapporté par (Laine et al., 2000a). L’analyse des indices plaquettaires par 

l’automate Sysmex (plaquettocrite, volume plaquettaire moyen et indice de distribution de taille) montre 

de plus que la population plaquettaire est normale chez les souris Tg+. 

 

L’image globale des cellules sanguines chez les souris Tg+ est donc celle d’une production accrue de 

leucocytes, d’une production diminuée d’érythrocytes, et d’une production normale en plaquettes. Ceci permet 

de supposer que la hGIIA, sécrétée et circulant de manière constitutive chez ces souris, est un élément 

perturbateur de l’hématopoïèse. Dans la mesure où leur formule sanguine est modifiée, aussi bien en termes 

d’érythrocytes, qui sont les cellules hôtes de Plasmodium, que de leucocytes, qui sont acteurs de la réponse 

immunitaire au parasite, il paraissait probable que la réponse cellulaire au cours de l’infection parasitaire puisse 

être différente de celle des souris Tg-. 

 

 

Souris infectées par P. c. chabaudi 864VD 

(1) L’analyse des données recueillies sur l’hémoglobine, les érythrocytes et les réticulocytes, montre que la 

multiplication du parasite dans le compartiment sanguin s’accompagne d’une diminution du nombre de GR 

et d’une anémie, maximums aux plus fortes parasitémies. Les signes d’une régénération active des 
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érythrocytes due à l’anémie sont visibles sur les frottis sanguins à J15 p.i.. Le phénomène est similaire chez 

les souris Tg+ et Tg-. 

 

(2) Une chute d’environ 50% du nombre initial de plaquettes est observée chez les souris des deux types à J12-

13 p.i., au moment des fortes parasitémies. A J15 p.i., la baisse de parasitémie s’accompagne chez les souris 

Tg+ d’un retour à la concentration initiale en plaquettes, alors que la thrombocytopénie se maintient chez 

les souris Tg-. Dans les deux cas, au même moment, la proportion de plaquettes néo-formées est la même 

(indice P-LCR, pourcentage de plaquettes de grande taille), ce qui suggère que la production à partir de la 

moelle osseuse ou des organes hématopoïétiques secondaires (rate, foie) a lieu chez les deux souris, mais 

pourrait être ralentie chez les souris Tg-. Toutefois, l’absence de données sur les phénomènes d’agrégation 

plaquettaire est susceptible de fausser l’interprétation des résultats.  

 

(3) Une augmentation des leucocytes totaux est observée à J15 p.i., en accord avec les données précédentes 

sur le suivi leucocytaire de l’infection, qui a montré que le maximum est atteint peu après le pic de 

parasitémie. Le comptage absolu des sous-populations leucocytaires montre que chez les souris Tg-, les 

lymphocytes, les PNN et les monocytes augmentent globalement chacun d’un facteur x1,5 à 2, alors que 

chez les souris Tg+, les PNN augmentent d’un facteur x10, les lymphocytes d’un facteur x3, les monocytes 

d’un facteur x1,5 et les PNE d’un facteur x2. On voit donc que la sollicitation des PNN est majeure chez les 

souris Tg+ infectées. Pour autant, aucun PNN hypo-segmenté, caractéristique d’une différenciation récente, 

n’a été détecté sur les frottis des souris à J12 ou J15 p.i., ce qui semble indiquer que l’augmentation du pool 

circulant de PNN n’est pas due à une production accrue de ces cellules à partir de la moelle osseuse (ou de 

la rate). Il est peu probable aussi que cette augmentation résulte du « décollement » du pool de PNN 

marginés (collés à la paroi de l’endothélium vasculaire). En effet, le pool marginal concerne environ 50% de 

la population des PNN du compartiment sanguin chez la souris (Doyle et al., 1997), donc sa libération ne 

conduirait qu’à doubler le nombre de PNN. Ceci amène à penser que l’augmentation massive des PNN dans 

le sang pourrait provenir d’un défaut d’élimination de ces cellules, dont la ½ vie chez la souris est 

normalement de 7,4 heures (Basu et al., 2002). Cette possibilité est appuyée par le fait que des PNN hyper-

segmentés ont été vus sur les frottis à J15 p.i. des souris Tg+ infectées, mais pas sur les frottis des souris Tg- 

infectées au même temps. L’hyper-segmentation est une anomalie morphologique du PNN, qui correspond 

au vieillissement de la cellule par le prolongement de son temps de transit dans le sang. Des cas de 

neutrophilie prolongée ont été associés aux infections chroniques. Il est important de noter que les PNN 

âgés restent fonctionnels. 

Deux autres éléments importants ressortent de l’observation des frottis :  

(1) Une forte augmentation de la proportion de lymphocytes activés (réactionnels), liée à l’infection, est 

observée sur les frottis des souris Tg+. A J0, le sang des souris Tg+ contient la même proportion de 

lymphocytes activés que le sang des souris Tg-, en moyenne 0,09%. A J7 p.i., cette proportion est de 11,4% 
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et à J12 p.i., aux fortes parasitémies, elle est de 22,7%. A J15 p.i., en même temps que décroît la parasitémie, 

elle baisse à 3,4%. Chez les souris Tg-, on constate aussi une augmentation de la proportion de lymphocytes 

activés, mais plus tardive, elle n’apparaît qu’à J13 p.i., et de beaucoup plus faible ampleur, puisque la 

proportion est de 1,2% à J13 p.i. et de 0,5% à J15 p.i.. Les lymphocytes stimulés ou activés (grands 

lymphocytes hyperbasophiles) sont généralement des LT régulateurs, rarement des LT cytotoxiques, qui 

réagissent au contact de cellules infectées ou anormales. Ils sont inconstamment détectés par les 

automates : ils se localisent sur le scattergramme leucocytaire comme un nuage étalé plus ou moins proche 

de celui des lymphocytes et des monocytes (Zandecki and Ugo, 2012), et ils pourraient donc être 

responsables des anomalies du scattergramme DIFF chez les souris Tg+ infectées.  

 

(2) Des monocytes activés sont aussi repérés sur les frottis des souris Tg+ infectées, mais plus tardivement que 

les lymphocytes, puisqu’on les détecte à J12 et J15 p.i., mais pas à J7 p.i. ni à J0. Contrairement aux 

lymphocytes activés, aucun monocyte activé n’est observé sur les frottis des souris Tg- (quel que soit le 

temps considéré).   

 

 

L’ensemble de ces éléments indique que la réponse immunitaire vis-à-vis de Plasmodium est fortement 

perturbée chez la souris Tg+ pour la hGIIA. Il est intéressant de constater que les monocytes activés sont décelés 

au moment du pic de parasitémie, car dans la mesure où les monocytes sont des cellules phagocytaires, ils 

pourraient participer à la destruction des GRi et/ou des mérozoïtes.  

Le lien entre les phénomènes leucocytaires observés et la hGIIA reste à élucider. Nous avons montré que 

l’activité enzymatique du plasma sanguin augmente en même temps que la parasitémie chez les Tg+. Dans le 

même intervalle de temps, on constate une augmentation des PNN et une apparition des monocytes activés. 

C’est aussi à cette période de l’infection que la hGIIA recombinante injectée à des souris WT infectées est active 

contre le parasite. Il serait important de vérifier si l’injection de hGIIA exogène conduit aux mêmes effets sur les 

leucocytes que ceux qui ont lieu chez la souris qui exprime constitutivement l’enzyme.   
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IV. DISCUSSION GENERALE 
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1. Discussion du modèle expérimental choisi  

Le développement de l’infection chez les modèles murins du paludisme dépend à la fois de la souche 

palustre, de l’espèce murine, de la voie d’inoculation et de la quantité de parasites inoculée. Par exemple, dans 

l’infection par P. c. chabaudi AS chez la souris C57BL/6, la phase patente débute dès le 3ème jour post-inoculation 

lorsque l’inoculation est réalisée à partir d’un passage préalable dans une souris et que 1 x 105 GRi sont 

administrés par voie IP (Achtman et al., 2003; Brugat et al., 2014). Le pic de crise est atteint à J9-J10 p.i. avec une 

parasitémie maximale allant jusqu’à 30%. Un léger pic de recrudescence peut être observé entre les jours 20 et 

25 de l’infection avec une parasitémie moyenne de 1%. Dans le cas de l’infection par P. c. chabaubi 864VD chez 

la souris BALB/c lors d’une inoculation par voie IP à partir d’un stock congelé de GRi, les premiers parasites 

s’observent à partir du 5ème jour post-inoculation. Le pic de crise arrive entre le 12ème et le 13ème jour de l’infection 

avec une parasitémie pouvant aller jusqu’à 35%. Aucun pic de recrudescence n’est observé (Karadjian et al., 

2014). Enfin, lors d’une infection par P. c. chabaudi 864VD chez la souris Swiss OF1 (injection par voie IP de 1 x 

106 GRi provenant d’une souris parasitée), le pic de parasitémie est atteint vers le jour 16 p.i. avec une 

parasitémie pouvant aller jusqu’à 44%. Une recrudescence peut être observée entre les jours 24 et 48 de 

l’infection (Vuong et al., 1999). Dans cette étude, nous avons utilisé la souche 864VD et la souris C57BL/6, le 

profil de l’infection n’avait encore jamais été établi dans ce modèle. Nous avons pu observer, suite à l’inoculation 

par voie IP de 1 x 106 GRi issus d’un stock congelé, que les premiers parasites apparaissent sur frottis à partir du 

8ème jour p.i. puis le pic de crise survient vers le 14ème jour de l’infection, avec une parasitémie maximale pouvant 

aller jusqu’à 45%.  Une recrudescence, non systématique, peut s’observer vers J20 p.i..  

Les résultats histologiques obtenus à partir de la souris C57BL/6 WT (Tg-) infectée par P. c. chabaudi 

864VD ont montré quelques différences avec les modèles connus de la littérature, notamment au niveau des 

poumons et des reins. En effet, dans l’infection des souris C57BL/6 par P. c. chabaudi clone AS, des cas 

d’inflammation ont été décrits, dus à l’hémozoïne dans les cellules phagocytaires pulmonaires (Deroost et al., 

2013), ainsi que des œdèmes et une augmentation de la cellularité des parois alvéolaires (Brugat et al., 2014). 

Dans le rein, de la dilatation tubulaire est observée au cours de l’infection (Brugat et al., 2014).  Lors de l’infection 

de la souris Swiss OF1 par P. c. chabaudi 864VD, les reins présentent des lésions légères dès la phase 

exponentielle de développement des parasites et des lésions sévères tardives (entre les 23ème et 116ème jours de 

l’infection) (Karadjian et al., 2014; Vuong et al., 1999).  Dans notre modèle expérimental, les poumons des souris 

infectées ne présentent que rarement des anomalies tissulaires, seulement dans un cas sur 6 souris, 

statistiquement non représentatif. D’autre part, les lésions observées dans les reins sont minimes, consistant en 

de rares infiltrats inflammatoires au 21ème jour de l’infection. En revanche, les lésions observées dans la rate des 

animaux infectés coïncident avec celles déjà décrites (Achtman et al., 2003; Cadman et al., 2008; Del Portillo et 

al., 2012), et il en est de même pour le foie (Deroost et al., 2014; Dumont et al., 1988; Scaccabarozzi et al., 2018). 

Par ailleurs, bien que l’espèce P. chabaudi ne cause pas de paludisme cérébral chez les souris C57BL/6, il est à 

signaler que la souche 864VD peut induire des lésions dans le cerveau, ainsi que dans le cœur, chez la souris 

Swiss OF1 (Vuong et al., 1999). Le cœur et le cerveau des souris utilisées dans notre étude ont été prélevés en 
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même temps que les autres organes, et sont en attente pour analyse. Un tableau histologique plus complet de 

l’infection pourra être réalisé à partir de ces échantillons. 

Notre choix s’est porté sur la souris C57BL/6 dans la mesure où la lignée transgénique pour la hGIIA a 

été établie sur ce fond génétique. Les premières descriptions de la souris C57BL/6 Tg+, ont fait état de 

modifications au niveau de la peau, se traduisant par une alopécie et un épaississement, et de modifications de 

la formule sanguine avec une augmentation du nombre de PNN et de lymphocytes (Grass et al., 1996). Pour 

autant, la souris Tg+ ne présente pas de fond inflammatoire (pas d’infiltrats de cellules inflammatoires dans les 

tissus) et les études histologiques n’ont décelé aucune différence dans l’organisation tissulaire entre les 

génotypes sauvage et transgénique. Nos résultats ont montré que les souris Tg+ contrôlent plus efficacement le 

développement parasitaire que les souris WT. En effet, la souris Tg+ a présenté une diminution de la parasitémie 

de 27% au moment du pic de crise, par rapport à la souris Tg-. Dans la mesure où certains paramètres 

physiologiques, en particulier hématologiques, sont modifiés chez la souris Tg+, l’une des premières étapes de 

notre travail a été d’établir si la baisse parasitaire était due à ces modifications physiologiques ou si elle pouvait 

être attribuée à l’enzyme elle-même. Afin d’écarter l’hypothèse de la responsabilité du fond physiologique de la 

souris Tg+ dans la baisse de parasitémie, nous avons vérifié que l’injection de hGIIA sous forme recombinante à 

des souris WT parasitées pouvait produire le même effet. Nos résultats ont montré qu’il était possible de 

reproduire le même phénotype de baisse parasitaire, ce qui indiquait que l’enzyme circulante est, au moins en 

partie, responsable de la baisse de parasitémie chez les souris Tg+. Le résultat de cette expérience permettait de 

valider le modèle expérimental choisi.  

Dans la mesure où il ne pouvait pas être envisagé de mener l’ensemble des études prévues chez les 

souris en procédant systématiquement à des injections d’enzyme recombinante, dont la production est coûteuse 

(en temps, en bras et en argent), le travail de thèse s’est donc poursuivi avec la souris Tg+. 

Avant d’aborder la question du (des) mécanisme(s) cellulaire(s) et moléculaire(s) impliqué(s) dans l’effet 

antiparasitaire de la hGIIA, nous nous sommes attachés à mieux caractériser certains aspects de la 

biologie/physiologie de la souris Tg+ naïve, en particulier ceux concernant le compartiment sanguin, lieu du 

développement parasitaire lors d’une infection par les stades sanguins de P. c. chabaudi.  

 

2. hGIIA et hématogramme chez la souris Tg+ naïve 

A notre connaissance, seule l’étude de Laine et al., (2000) a rapporté les concentrations sanguines en 

PNN, lymphocytes et plaquettes des souris Tg+. Notre étude complète ces chiffres en y ajoutant les 

concentrations en monocytes, PNE et PNB, et en GR. Nos données ont été obtenues par deux méthodes : (1) une 

méthode manuelle (comptage en hémacytomètre) et (2) une méthode par impédance et cytométrie en flux au 

moyen de l’analyseur Sysmex 2000iV. Dans le premier cas, le sang analysé était du sang caudal, dans la méthode 

automatisée, le sang provenait de la veine faciale (sous-maxillaire). Dans la publication de Laine, le sang caudal 

a été analysé au moyen d’un automate. Comme il a été mentionné dans la partie résultats, des différences dans 
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le comptage des leucocytes peuvent apparaître selon le mode de prélèvement sanguin. Ainsi, le sang provenant 

de la queue est décrit comme contenant plus de PNN que le sang artériel (Pressac, 2006).  

Les deux approches ont permis de confirmer que la souris Tg+ présente un nombre de leucocytes plus 

important que la souris Tg-.  Cependant, des différences importantes dans les valeurs absolues du nombre de 

leucocytes/µL de sang sont apparues selon les techniques de comptage et/ou l’origine corporelle du 

prélèvement, le sang caudal apparaissant effectivement plus riche en leucocytes que le sang facial.  

Nb leucocytes/µL Hémacytomètre - Sang caudal Sysmex 2000iV - Sang facial 

Tg- 17,9 x 103 6,08 x 103 

Tg+ 26,1 x 103 10,15 x 103 

 

L’analyse de la distribution des sous-populations au sein des leucocytes a montré que, en valeurs 

absolues tirées du comptage Sysmex, sur la base d’un comptage de 5 000 à 10 000 cellules, les souris Tg+ 

comptent 1,35 fois plus de lymphocytes, 2,9 fois plus de PNN, 3,19 fois plus de monocytes, 3,14 fois plus de PNE 

et 4 fois plus de PNB que les souris Tg-, par volume de sang (valeurs médianes).  

 Par ailleurs, le comptage Sysmex montre que la souris Tg+ a un nombre total de GR/µL de sang inférieur 

à celui de la souris Tg-, à savoir 9,7 x 106 (Tg+) vs 10,5 x 106 (Tg-), soit environ 8% de moins. De plus, les GR chez 

la souris Tg+ ont un VGM plus important que celui des Tg-. Il est intéressant de noter que les résultats d’une 

expérience que nous avons faite au laboratoire, visant à mesurer la résistance à l’osmolyse des GR des souris 

Tg+, a montré qu’ils sont plus résistants que ceux des souris Tg-. Ceci indique que les érythrocytes chez les souris 

Tg+ présentent des caractéristiques morphologiques et structurales qui les distinguent des GR des souris Tg- ; 

dans la mesure où les érythrocytes sont les cellules-hôtes de Plasmodium, ces observations posent la question 

de l’invasion, du développement, et de la libération du parasite, en lien avec la baisse de parasitémie constatée 

chez les souris Tg+. 

Les plaquettes, en revanche, sont en nombre comparable chez les deux souris, ce qui confirme les 

données publiées antérieurement (Laine et al., 2000a). De plus, nous montrons que les plaquettes des souris Tg+ 

sont normales, dans la mesure où elles présentent le même volume moyen et le même indice anisotropique que 

les plaquettes des souris Tg-.   
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La présence de l’enzyme humaine semble donc modifier spécifiquement certaines caractéristiques 

hématologiques. En particulier, l’augmentation des leucocytes semble toucher plus spécifiquement la lignée 

granulocytaire que la lignée lymphoïde ou érythroïde. L’augmentation des sous-populations concernées (PNN, 

monocytes, PNE et PNB) est relativement homogène, d’un facteur x3 à x4. Cette observation est intéressante, 

dans la mesure où elle pourrait indiquer que la hGIIA accélère le processus de différenciation/multiplication de 

ces cellules, peut-être au niveau d’un progéniteur commun aux 4 sous-populations concernées (voir schéma de 

l’hématopoïèse ci-dessous).   

 

 

3. Expression de la hGIIA dans les tissus de la souris Tg+ infectée 

Lors d’une infection par P. c. chabaudi 864VD, on observe chez les souris Tg+ une augmentation 

maximum de la parasitémie 14 jours après l’inoculation des parasites, puis une diminution. La mesure de l’activité 

enzymatique sPLA2 dans le plasma des souris Tg+ infectées montre que, globalement, son profil est calqué sur 

celui de la parasitémie. L’activité augmente et atteint un maximum au pic infectieux, où l’activité est deux fois 

plus importante que celle observée à J0, puis elle décroît rapidement pour retrouver son niveau initial. Nous 

avons cherché au niveau de quelques tissus (hépatique, splénique et sanguin), si une modulation de la quantité 

de protéine, évaluée par immunomarquage et mesure de l’ARNm, pouvait expliquer ce profil d’activité.  

Nos expériences ont montré que l’expression transcriptionnelle du gène Pla2g2a humain semble 

augmenter dans le foie des souris Tg+ parasitées au moment des plus fortes parasitémies (à J14 p.i.). C’est aussi 
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le moment où l’activité enzymatique sPLA2 mesurée dans le plasma est la plus forte. L’expression 

transcriptomique s’accompagne de la visualisation de la protéine dans le tissu hépatique par immunomarquage. 

Le marquage est le plus fort à J14 p.i., avec une répartition hétérogène au sein du tissu, plus un marquage 

accentué au niveau de zones nécrotiques entourées d’infiltrats inflammatoires qui apparaissent à ce moment-

là. Bien qu’un marquage par les anticorps anti-hGIIA ait pu également être visualisé dans les zones de nécrose 

du foie chez les souris Tg-, mettant en cause la spécificité du marquage chez les Tg+, il est intéressant de noter 

que chez l’Homme, la hGIIA est retrouvée au niveau des cellules nécrotiques dans les plaques d’athérome 

(Menschikowski et al., 1995). L’enzyme pourrait être synthétisée par les cellules inflammatoires présentes sur 

les sites de nécrose. Ceci suggère aussi que le foie pourrait participer à la production de l’enzyme retrouvée dans 

le plasma sanguin. 

Plusieurs explications sont possibles concernant le marquage de zones de nécrose dans le foie des souris 

Tg- infectées à J14 p.i. : la plus probable est qu’il s’agisse d’un marquage non-spécifique du tissu nécrotique ; 

cependant, une réaction croisée des anticorps anti-hGIIA avec la protéine murine tronquée (mGIIA) ne peut pas 

être totalement exclue. En effet, il a été rapporté que le gène muté peut être exprimé et traduit (en fragments 

protéiques) chez la souris Pla2g2a -/- lorsque des mesures extrêmes sont utilisées pour l’induire (carraghénane 

+ LPS) (Kennedy et al., 1995). 

Il faut noter que l’augmentation d’activité sPLA2 chez la souris Tg+ lors d’infections bactériennes a été 

rapportée dans le cas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli ou Bacillus anthracis. L’augmentation a été 

mesurée à la fois dans le sérum des souris, en termes d’activité enzymatique, et dans le foie, au niveau de 

l’expression de l’ARNm (Laine et al., 2000a; Laine et al., 1999; Laine et al., 2000b; Piris-Gimenez et al., 2005). Nos 

résultats indiquent donc que la parasitose chez la souris Tg+ pourrait solliciter l’expression de la hGIIA de la même 

manière que les infections bactériennes. 

Contrairement à ce qui se passe dans le foie, la quantité d’ARNm de la hGIIA dans la rate et les cellules 

du sang diminue au cours de l’infection. L’augmentation de l’activité enzymatique circulante à J14 p.i. ne peut 

donc pas être attribuée à une surexpression du gène/sur-production de la protéine dans ces deux tissus. Il faut 

noter que la diminution de la quantité d’ARN dans la rate des souris Tg+ s’accompagne de l’apparition d’EMH, ce 

qui suggère qu’elle pourrait être due à un phénomène de dilution de l’ARNm plutôt qu’à sa sous-expression, les 

cellules exprimant l’ARNm étant « diluées » par des cellules nouvellement formées n’exprimant pas le gène. Dans 

le sang, à J14 p.i., l’augmentation du nombre de leucocytes pourrait peut-être de la même façon expliquer la 

baisse d’ARNm. La diminution des quantités d’ARNm des sPLA2-IIF et-V dans la rate pourrait correspondre au 

même phénomène. En tout état de cause, nos travaux ne sont pas assez avancés sur ce point pour émettre plus 

d’hypothèses. 

Cependant, le fait que la quantité d’ARNm de hGIIA dans les trois tissus, foie, rate et sang, soit la plus 

basse à J21 p.i., alors que la parasitémie a fortement diminuée et que les tissus sont en cours de réorganisation 

(retour à une concentration normale en leucocytes dans le sang, résorption de l’EMH dans le foie), suggère que 
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la synthèse d’ARNm pourrait effectivement être réprimée à ce stade. A J21 p.i., on constate aussi que l’activité 

sPLA2 du plasma a fortement diminué.     

 

4. hGIIA et anémie chez la souris Tg+ infectée 

L’anémie, caractéristique de la plupart des infections palustres murines (Lamb et al., 2006), est observée 

dans notre modèle pour les deux génotypes murins. Au pic parasitaire, on voit une chute brutale de l’hématocrite 

et de la concentration en hémoglobine. Chez la souris Tg+, cette diminution du nombre de GR dure plusieurs 

jours, bien que les parasites aient été éliminés du sang. L’anémie est en partie due à la destruction des GRi lors 

du développement des parasites. Toutefois, on sait que dans d’autres modèles murins, plusieurs facteurs  

participent à ce phénomène : la dysérythropoïèse (anomalie de la maturation des érythroblastes), 

l’érythrophagocytose des GR sains (Evans et al., 2006) et une érythropoïèse non efficace (Yap and Stevenson, 

1992). Dans l’infection par P. c. chabaudi AS, l’érythropoïèse est rendue inefficace par la diminution de la capacité 

des précurseurs érythrocytaires à répondre à l’érythropoïétine, ce qui empêche le renouvellement des GR (Chang 

et al., 2004). Par ailleurs, Lamb & Langhorne ont montré que dans l’infection de la souris BALB/c par P. c. 

chabaudi, P. c. chabaudi CB induisait une anémie plus forte que P. c. chabaudi AS indépendamment du nombre 

de parasites circulants (Lamb and Langhorne, 2008). Dans notre étude, la prolongation du niveau bas 

d’hématocrite chez les souris Tg+ pourrait s’expliquer par un défaut d’érythropoïèse. Ceci est à mettre en lien 

avec l’observation faite précédemment d’un hématocrite plus bas chez la souris Tg+ naïve, comparée à la souris 

Tg-. La difficulté des souris Tg+ à renouveler la population d’érythrocytes participe sans doute au même 

processus, lié à l’expression du transgène.  

L’érythropoïèse est régulée par le microenvironnement et par des facteurs de croissance qui contrôlent 

la survie, la prolifération et/ou la différenciation des progéniteurs érythroïdes, et par des facteurs nucléaires qui 

régulent la transcription des gènes impliqués dans l’établissement du phénotype érythroïde. La production 

d’érythrocytes (réticulocytes) est contrôlée principalement par le taux d’érythropoïétine et par la disponibilité 

du fer dans le plasma. Il existe un certain nombre de situations pathologiques dans lesquelles l’érythropoïèse est 

inhibée. Certaines cytokines pro-inflammatoires, comme le TNFα, l’IFNγ, le TGFβ, ou d’autres (Vandekerckhove 

et al., 2009), sont surproduites dans certaines maladies chroniques anémiantes. Certaines d’entre elles peuvent 

par exemple être responsables d’une diminution de la production d’érythropoïétine par le rein.  

L’hepcidine, une hormone impliquée dans la régulation du fer, et synthétisée par le foie, est elle-aussi 

régulée par différentes cytokines. Elle a été impliquée dans le développement de l’anémie au cours de maladies 

chroniques ou inflammatoires, où elle diminue la disponibilité des stocks de fer nécessaire à l’érythropoïèse 

(Nemeth et al., 2003). Dans l’infection palustre murine, cette hormone peut être régulée par l’IL-6 (Langhorne et 

al., 2002) et l’IL-10 (Huang et al., 2014), induisant une déficience en fer, ce qui participe à l’anémie. Par ailleurs, 

une forte concentration d’IL-12 pourrait également participer à la dysérythropoièse (Crutcher et al., 1995; Luty 
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et al., 2000). La hGIIA pourrait participer au prolongement de l’anémie par sa capacité à induire la sécrétion d’IL-

6 et d’IL-12 par les monocytes (Triggiani et al., 2002). 

Par son activité d’hydrolyse des phospholipides, la hGIIA peut libérer des lysoPL, médiateurs lipidiques 

impliqués dans la régulation des cytokines. Elle pourrait de cette façon induire des dérèglements de la production 

d’érythropoïétine et/ou d’hepcidine. Dans cette hypothèse, la présence de la hGIIA dans le rein des souris Tg+ 

va dans le sens d’une possible interférence avec la production d’érythropoïétine, de même que sa présence dans 

le foie soutient l’idée qu’elle pourrait interférer avec la production d’hepcidine. Au niveau tissulaire, la réponse 

à l’anémie se traduit dans la rate et le foie des souris Tg+ par l’apparition d’EMH. Chez la souris Tg-, c’est une 

hyperplasie des deux pulpes qui est observée, avec majoritairement une expansion des LB. Une désorganisation 

tissulaire est visible plus tardivement, chez la moitié des souris. Nos observations chez la souris Tg- sont en accord 

avec celles décrites dans la littérature chez la souris WT parasitée. Une hyperplasie de la pulpe rouge se met en 

place et la rate devient un site d’hématopoïèse (Achtman et al., 2003; Alves et al., 1996; Freeman and Parish, 

1978). Il apparaît une perte transitoire des zones marginales (Beattie et al., 2006) et les zones lymphocytaires T 

et B peuvent devenir non distinguables avec le développement extrafolliculaire de plasmocytes (Achtman et al., 

2003). Ces changements participent à la génération d’une réponse immunitaire robuste, et notamment à la 

formation d’un centre germinatif important (Achtman et al., 2003) ainsi que la génération d’une réponse B- et T 

CD4-mémoire, de plasmocytes et d’anticorps protecteurs de longue durée de vie (Ndungu et al., 2009; Stephens 

and Langhorne, 2010). Or, chez la souris Tg+, la réponse à l’infection est différente. Tout d’abord, une 

désorganisation de l’architecture splénique se met en place précocement et les immunomarquages ne 

permettent pas d’identifier de LT ou de LB dans les zones d’hyperplasie, ce qui indique que l’hyperplasie est 

majoritairement causée par de l’EMH et non par une prolifération de cellules différenciées comme chez les Tg-. 

Le fait que l’anémie ne soit pas compensée chez les Tg+, pourrait indiquer que la fabrication de précurseurs 

hématopoïétiques est dévolue préférentiellement à une différenciation en leucocytes (granulocytes ?) plutôt 

qu’en érythrocytes. Cependant, nous avons vu plus haut que la situation peut être plus complexe et la 

différenciation éventuelle en érythrocytes pourrait elle-même être perturbée par la dérégulation des hormones 

nécessaires à cette différenciation/prolifération. 

 

5. hGIIA et réponse leucocytaire chez la souris Tg+ infectée 

Nous avons vu que l’infection par P. c. chabaudi induit chez la souris Tg+ comme chez la souris Tg- une 

augmentation du nombre de leucocytes circulants au moment des fortes parasitémies. L’augmentation est moins 

marquée chez les Tg-. Chez les Tg+, le nombre de PNN est multiplié par 10, c’est la sous-population leucocytaire 

qui augmente le plus. Il se pourrait, au vu de figures de PNN sénescents sur les frottis, que l’élimination 

(apoptose) des PNN soit compromise. L’infection chez les souris Tg+ induit également une activation spécifique 

des monocytes (on voit des monocytes activés exclusivement sur les frottis Tg+), et une augmentation du nombre 

de lymphocytes activés par rapport aux souris Tg-. On voit donc que la réponse leucocytaire à l’infection chez les 

Tg+ est beaucoup plus marquée que chez les Tg-, et qu’elle est différente. 
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On sait que l’activité de la hGIIA entraîne une augmentation de la synthèse de prostaglandines par le biais 

de la production de précurseurs lipidiques (AA, DHA). D’une manière générale, les eicosanoïdes interviennent 

dans la régulation de la réponse immunitaire. Par exemple, in vivo, les PNN peuvent être mobilisés par l’ajout 

dans la circulation d’analogues de prostaglandines (Ulich et al., 1986) ; dans le modèle de l’asthme, les 

prostaglandines D2 sont capables d’activer et de recruter les PNE (Monneret et al., 2001). Il est donc possible 

que la présence de hGIIA chez la souris Tg+ entraîne une augmentation de la production de prostaglandines et 

par conséquent, mobilise une quantité plus importante de leucocytes dans la circulation sanguine. Par ailleurs, 

l’apparition des lymphocytes réactionnels dès le 7ème jour de l’infection est en accord avec le fait que, en 

condition inflammatoire, la hGIIA est capable d’activer les LT afin de propager la réponse immunitaire cellulaire 

(Asaoka et al., 1993). De même, dans d’autres modèles pathologiques, la hGIIA a été décrite comme un 

stimulateur de l’activation des monocytes, contribuant à l’augmentation de la production des cytokines TNFα et 

IL-6 (Triggiani et al., 2002).  

La réponse leucocytaire globale chez les souris Tg+ semble donc créer un contexte favorable à 

l’élimination du parasite. La mise en place de cette réponse par la hGIIA pourrait faire partie des mécanismes 

antiparasitaires de l’enzyme.  

 

6. Hypothèses mécanistiques sur l’activité antiparasitaire in vivo de la hGIIA 

Deux hypothèses mécanistiques ont été proposées au cours de cette thèse : (1) la hGIIA aurait une 

action anti-Plasmodium via un mécanisme indirect impliquant l’hydrolyse de lipoprotéines oxydées, libérant des 

PUFA toxiques pour le parasite et (2) la hGIIA aurait une action anti-Plasmodium via le recrutement et/ou 

l’activation des cellules immunitaires par l’intermédiaire de médiateurs lipidiques. 

Les deux hypothèses sous-entendent que l’activité catalytique de l’enzyme serait impliquée dans son 

mécanisme d’action. Afin de vérifier ce prérequis, il est prévu d’injecter à des souris WT parasitées la protéine 

sous une forme mutée, catalytiquement inactive. Chez la protéine mutée, le site catalytique a été inactivé par 

remplacement de l’histidine de la dyade catalytique par une glutamine (mutant H48Q). L’activité enzymatique 

résiduelle de la hGIIA H48Q est d’environ 0,5% de celle de l‘enzyme WT (Edwards et al., 2002). Si l’activité sPLA2 

est impliquée dans le contrôle de la parasitémie, le résultat attendu de l’injection de H48Q aux souris infectées 

est une absence d’effet sur la parasitémie.  

L’injection de hGIIA recombinante au début de la phase patente n’a pas d’effet sur la parasitémie, alors 

que la parasitémie baisse lorsque l’enzyme est injectée plus tardivement. Nous avons donc formulé l’hypothèse 

qu’un élément/ évènement intermédiaire, nécessaire à l’activité antiparasitaire de l’enzyme, n’est pas présent 

au début de la phase patente et apparaît plus tardivement au cours de l’infection. Dans le cadre de cette 

hypothèse, nous avons voulu vérifier si le niveau d’oxydation des lipoprotéines plasmatiques augmentait au 

cours de l’infection. En effet, l’oxydation des lipoprotéines et l’augmentation concomitante de l’activité sPLA2 

créeraient les conditions nécessaires à hydrolyse des lipoprotéines, entraînant la libération de lipides toxiques 
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pour Plasmodium, et/ou de médiateurs lipidiques susceptibles d’activer la réponse immunitaire. Cependant, le 

dosage des TBARS dans le plasma des souris infectées n’a pas mis en évidence d’oxydation significative des 

lipoprotéines. De même, l’injection de liposomes anioniques riches en AA aux souris Tg+ infectées n’a pas 

entraîné de baisse accrue de la parasitémie. Ces résultats ne vont donc pas dans le sens d’une implication des 

lipoprotéines oxydées en tant que médiateurs de l’effet anti-Plasmodium de la hGIIA. Cependant, nous 

prévoyons de reprendre l’expérience avec des lipoprotéines issues de souris parasitées plutôt que des liposomes, 

afin d’évaluer plus directement la validité de l’hypothèse.  

Le substrat à l’origine de la production d’acides gras toxiques et/ou de médiateurs lipidiques pourrait 

être les lipoprotéines oxydées, mais aussi les vésicules extracellulaires émises par les cellules endothéliales, les 

plaquettes et/ou les GRi. Ces types de vésicules, endosomes ou microparticules, ont des surfaces riches en PE, 

qui les rendent attractives pour l’enzyme. Dans le paludisme humain et murin, le nombre de microparticules 

circulantes augmente avec la parasitémie, et elles ont été impliquées dans le niveau de gravité de la maladie 

(Pankoui Mfonkeu et al., 2010). Elles pourraient être substrats de la hGIIA chez l’homme et avoir, par son 

intermédiaire, un rôle encore insoupçonné dans la défense de l’hôte contre le parasite du paludisme. 

 

Concernant l’hypothèse 2, les résultats de l’analyse des populations leucocytaires vont dans le sens d’une 

implication possible de la réponse cellulaire dans l’effet antiparasitaire de la hGIIA chez la souris Tg+. En effet, 

nous avons vu que le profil leucocytaire des souris Tg+ naïves est différent de celui des souris Tg-, et que la 

réponse cellulaire à l’infection en termes d’activation des lymphocytes et des monocytes est beaucoup plus 

marquée chez les souris Tg+. L’activation des lymphocytes est visible dès la phase patente, ce qui indique que le 

processus d’activation a été enclenché rapidement après l’inoculation des parasites chez les souris Tg+, 

contrairement aux souris Tg-, chez lesquelles l’activation est plus tardive et moins forte. L’activation des 

monocytes ne s’observe que chez les Tg+ et apparaît plus tard dans l’infection (J12 p.i.). L’efficacité de l’injection 

tardive de hGIIA recombinante pourrait s’expliquer par la capacité de l’enzyme à induire l’activation des 

monocytes, cellules phagocytaires susceptibles de participer à la diminution de la population parasitaire. Il est 

important de noter que la hGIIA peut induire la prolifération des monocytes par liaison aux intégrines αVβ3,  α4β1 

et αVβ1 à la surface des cellules (Saegusa et al., 2008). Cet effet est indépendant de l’activité catalytique de 

l’enzyme. 

 

7. Quel rôle pourrait jouer la hGIIA dans le neuropaludisme ? 

Nous ne discuterons pas ici en détail du rôle possible de la hGIIA dans le neuropaludisme. Nous rappelerons 

seulement que des travaux récents ont mis en évidence que chez des patients atteints de neuropaludisme et 

présentant un œdème cérébral, la quantité de métabolites lipidiques, produits d’une activité sPLA2, est 

significativement augmentée dans le plasma (Pappa et al., 2015). Ceci suggère que la hGIIA, dont le taux circulant 

est largement augmenté chez les mêmes patients, pourrait être responsable de la production des métabolites. 

Ces métabolites lipidiques sont potentiellement impliqués dans la fragilisation de la barrière hémato-

encéphalique et l’apparition de zones d’hémorragies cérébrales. 
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Ce travail de thèse ouvre sur des perspectives à court et à long terme. 

 

Perspectives de court terme 

Elles visent à finaliser le tableau d’ensemble de l’infection à P. c. chabaudi 864VD chez la souris 

transgénique C57BL/6 par la validation des résultats acquis.  En effet, comme on a pu le voir, certains résultats 

restent préliminaires, dans la mesure où ils ont été insuffisamment répétés pour permettre une analyse 

statistique robuste. En particulier, les expériences d’analyse quantitative de l’ARNm de la hGIIA au cours de 

l’infection par RT-qPCR sur les extraits de foie, de rate et de cellules du sang devront être répétées. Du matériel 

biologique issu de deux expériences d’infection indépendantes, et stocké à -80°C, est disponible pour ces 

analyses.  

Les analyses par histologie, immunohistologie et RT-qPCR pourront potentiellement être élargies à tous 

les organes prélevés lors des expériences réalisées en cours de thèse (cerveau, cœur, foie, poumons, rate et 

reins), ce qui permettrait d’avoir une vision comparative plus large de l’infection à P.c. chabaudi 864VD chez les 

souris Tg- et Tg+.  

Nous envisageons aussi de faire rapidement une deuxième analyse du sang des souris parasitées sur 

automate et frottis, en collaboration avec l’ENVA, afin de disposer d’un jeu de données plus large sur les variables 

d’intérêt. Ceci permettra en particulier d’appuyer les observations concernant l’activation des lymphocytes et 

des monocytes. D’autre part, le dosage d’un ensemble de cytokines d’intérêt (IFNγ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, KC-GRO, 

IL-10, IL-12p70, TNFα, IL-13) dans le plasma des souris Tg- et Tg+ parasitées, a été programmé à l’IPMC de Nice-

Sophia Antipolis (collaboration Dr. G. LAMBEAU). Ce dosage fait appel à la méthodologie multiplex : Kit U-Plex 

Th1/Th2 Combo (ms) de Mesoscale (Ref : K1507K-1). Il permettra de connaître le profil d’expression cytokinique 

mis en jeu dans la réponse au parasite chez la souris Tg+ et de mettre en avant d’éventuelles différences avec la 

réponse chez la souris Tg-. 

 

Perspectives de long terme 

Ces perspectives touchent principalement à l’élucidation des mécanismes cellulaires et moléculaires mis 

en jeu dans l’activité anti-Plasmodium de la hGIIA. Pour pouvoir orienter de futures recherches, il faut d’abord 

savoir si l’activité catalytique de l’enzyme est engagée dans le processus anti-parasitaire. L’injection de la forme 

mutée catalytiquement inactive de la hGIIA (hGIIA H48Q) à des souris WT infectées, devrait permettre de 

répondre à cette question. Si l’enzyme mutée n’induit pas de baisse de parasitémie, l’hypothèse d’un mécanisme 

faisant intervenir l’hydrolyse d’un substrat phospholipidique sera privilégiée. Au contraire, si l’enzyme mutée 

induit une baisse de parasitémie, c’est l’hypothèse impliquant le couplage de la hGIIA à un récepteur cellulaire 

qui sera étudiée. 
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Mécanisme impliquant l’hydrolyse d’un substrat phospholipidique : 

Dans le cas où l’activité catalytique serait impliquée, plusieurs volets de recherche pourront être 

envisagés, tels que 1) l’identification du (ou des) substrat(s) potentiel(s) de l’enzyme ; 2) l’identification du (ou 

des) produit(s) d’hydrolyse actif(s) dans le contrôle du développement parasitaire ; 3) l’identification des cellules-

cibles des produits d’hydrolyse, cellules effectrices de l’effet anti-Plasmodium (cellule phagocytaire ou 

cytotoxique), ou, plus directement, GR parasité.  

Nous avons montré que l’effet antiparasitaire de la hGIIA exogène ne se manifeste que tardivement, aux 

alentours du pic de crise. Par analogie avec l’effet anti-Plasmodium de la hGIIA observé in vitro en présence de 

lipoprotéines oxydées (Annexe 1), nous avons supposé que les lipoprotéines oxydées pouvaient être substrat de 

la hGIIA in vivo et médier l’effet anti-parasitaire. Nous avons donc, d’une part, cherché chez les souris infectées 

si le niveau d’oxydation lipidique du plasma augmentait au cours de l’infection, et d’autre part testé la capacité 

de liposomes anioniques chargés en AA à amplifier la baisse de parasitémie chez les souris Tg+ infectées. Aucune 

de ces expériences n’ayant été concluante, nous prévoyons de les modifier/améliorer de la façon suivante : 1) la 

mesure des TBARS sera faite à partir de lipoprotéines purifiées plutôt qu’à partir de plasma, de façon à optimiser 

les capacités du test ; 2) l’expérience d’injection de substrat sera reprise en utilisant des lipoprotéines purifiées 

à partir de plasma de souris plutôt que des liposomes. Ajouté à la pertinence biologique de ce type de substrat, 

cela permettra de comparer les effets sur la parasitémie de lipoprotéines purifiées à partir de plasma prélevé à 

J0 (non oxydées), J8 p.i (potentiellement non oxydées) et à J14 p.i. (potentiellement oxydées), lorsqu‘elles sont 

injectées à des souris Tg+ infectées. 

La recherche des substrats potentiels de l’enzyme pourrait être élargie aux micro-vésicules 

extracellulaires (EV) circulantes, dont la production est amplifiée au cours de l’infection chez l’Homme et la 

souris. Plasmodium, comme d’autres parasites et comme les cellules de l’hôte, a la capacité de sécréter des EV, 

qui peuvent jouer un rôle dans la multiplication et la transmission du parasite, et moduler la réponse immunitaire 

de l’hôte (Mantel and Marti, 2014). Certaines EV, riches en phospholipides anioniques, pourraient être des 

subtrats de la hGIIA, et à ce titre intervenir dans le développement du parasite chez la souris Tg+. 

Afin d’identifier les molécules actives dans le mécanisme de contrôle parasitaire, une analyse lipidomique 

du plasma par spectrométrie de masse (Quehenberger et al., 2010) pourrait permettre de vérifier si la quantité 

d’acides gras et de lysoPL circulants augmente au cours de l’infection chez les souris Tg+. Par cette technique, les 

lipides pourraient, de plus, être identifiés, ce qui permettrait dans un second temps d’utiliser les molécules 

commerciales pour tester leur effet inhibiteur vis-à-vis du développement de P. falciparum en culture in vitro. 

Les mêmes lipides pourraient être testés pour leur capacité à activer des cultures primaires de leucocytes de 

souris, en particulier les lymphocytes et les monocytes. La caractérisation des cellules et de leur niveau 

d’activation pourrait se faire par immuno-cytofluorométrie en flux. 
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Mécanisme impliquant la liaison de la hGIIA à un récepteur cellulaire : 

 Des publications récentes ont rapporté que la hGIIA ne se fixerait pas au récepteur M sur les leucocytes, 

mais aux intégrines v3, 41 et v1, La fixation entraîne l’activation des intégrines (changement 

conformationnel), qui par voie de signalisation, induit la prolifération cellulaire et l’inflammation (Takada and 

Fujita, 2017). Cet événement ne met pas en jeu l’activité catalytique de la hGIIA. Par différentes approches (in 

vitro et ex-vivo), il serait possible de vérifier si l’enzyme H48Q est capable d’activer des leucocytes humains ou 

murins, avec une attention particulière portée aux lymphocytes et monocytes. Ce travail pourrait être réalisé 

avec du sang prélevé à différents temps de l’infection chez des souris Tg-, ce qui permettrait de mettre en 

évidence une éventuelle modification des capacités de réponse des leucocytes à l’enzyme au cours du processus 

infectieux. 

 

L’injection de hGIIA à des souris WT parasitées produit-elle les mêmes effets que ceux observés chez les 

souris Tg+ parasitées ? 

Nous avons vu que l’injection de hGIIA recombinante active à des souris Tg- infectées induit une baisse 

de parasitémie lorsque l’injection est pratiquée juste avant le pic de crise, mais n’a pas d’effet lorsqu’elle est faite 

plus tôt. Ce résultat sous-entend que l’activité anti-Plasmodium de l’enzyme est indirecte et dépend de facteurs 

survenant tardivement dans l’infection. C’est dans ce cadre que nous avons cherché si le mécanisme faisait 

intervenir les lipoprotéines oxydées. Il serait important aussi de vérifier si la réponse leucocytaire est modifiée 

après injection de l’enzyme. Ceci pourrait se faire par observation des frottis et comptage des leucocytes activés, 

mais aussi par dosage de cytokines dont l’intérêt aura été mis en avant par le dosage effectué chez les souris Tg+ 

infectées. 

Par ailleurs, la caractérisation de l’infection nous a permis de mettre en évidence une différence 

histologique au niveau de la rate avec des sites d’EMH importants chez les souris Tg+. Une des interrogations 

que ces données soulèvent est de savoir si l’injection de hGIIA exogène administrée aux souris WT est susceptible 

d’instaurer rapidement une réorientation vers une EMH plutôt qu’une hyperplasie des LB dans la rate des souris 

infectées. Une nouvelle expérience d’infection/injection d’hGIIA dédiée à l’analyse histologique des organes, à 

une mesure de l’hématocrite et à un suivi de l’activation des leucocytes post-injection pourrait répondre à cette 

question.  

Il serait important aussi de recueillir des données sur le devenir de la hGIIA injectée en mesurant son taux 

d’activité dans le plasma des souris Tg- après injection. Dans ce sens, une expérience a déjà été réalisée en cours 

de thèse, qui a consisté à mesurer l’activité sPLA2 dans les plasmas de souris WT naïves (n = 3) après une injection 

de hGIIA (0,125mg/kg/injection). Après injection, 4 prélèvements sanguins ont été réalisés à t = 5 minutes, t = 15 

minutes, t = 30 minutes et t = 1 heure. Aucune activité sPLA2 n’a été décelée dans les échantillons plasmatiques, 

indiquant que l’enzyme est soit rapidement métabolisée par l’organisme, soit qu’elle est captée à la surface des 

endothéliums vasculaires ou dans les tissus et organes. Etant donné que l’injection exogène de hGIIA induit une 

baisse de parasitémie chez les souris infectées, il semble plus probable que l’enzyme soit captée mais reste 
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active. Il serait nécessaire de comparer les résultats obtenus chez les souris naïves au devenir de l’enzyme 

injectée chez des souris WT infectées. Dans l’hypothèse d’une rétention de l’enzyme, afin de déterminer sa 

localisation, il pourrait être envisagé de mesurer l’activité sPLA2 au niveau des cellules sanguines et dans des 

broyats d’organes récupérés après injection de la hGIIA aux souris. 

 

 

 

Conclusion 

Comme dans d’autres pathologies infectieuses, la hGIIA augmente dans le sérum des patients impaludés. 

Ceci a été rapporté au début des années 1990, cependant, son rôle dans le paludisme reste inconnu à ce jour. 

L’étude présentée ici a permis de dresser un tableau large de l’infection non létale à Plasmodium chabaudi chez 

un hôte murin exprimant la hGIIA de manière constitutive. 

Nos résultats font soupçonner que l’enzyme pourrait être impliquée dans des aspects importants de la 

physiopathologie chez l’hôte infecté, comme la régulation de l’érythropoïèse, la mise en place et la récupération 

des lésions aux organes, ou la réponse immunitaire. Dans d’autres pathologies, son rôle en tant que molécule 

anti-bactérienne et pro-inflammatoire est bien documenté. Nos travaux pourraient permettre d’ouvrir de 

nouvelles pistes de recherche dans le cadre des études sur le paludisme, en considérant le rôle d’acteur à part 

entière d’une molécule engagée dans les processus complexes de la réponse de l’hôte au parasite. 

 L’ensemble de nos résultats nous amène à proposer le scénario suivant : 

La hGIIA produit des médiateurs lipidiques à bas bruit chez la souris Tg+. Pas suffisamment pour induire 

une inflammation chronique, mais suffisamment pour dérégler la production de leucocytes et réprimer 

légèrement la production d’érythrocytes. Lors de l’infection, l’apparition progressive de substrats idoines pour 

la hGIIA (surfaces anioniques, telles que des lipoprotéines oxydées, des vésicules extra-cellulaires ou des corps 

apoptotiques), augmente d’autant la production de lipides directement toxiques pour le parasite, et/ou de 

médiateurs lipidiques. Ces médiateurs vont provoquer des réactions en termes de recrutement cellulaire et 

production de cytokines. Parallèlement, la capacité de la hGIIA à se lier aux intégrines à la surface des leucocytes 

peut elle aussi entraîner une réaction cellulaire. On voit augmenter le nombre de PNN, apparaître une activation 

des lymphocytes, puis (réaction en cascade ?), une activation des monocytes. Ces monocytes, comme les PNN, 

sont susceptibles de phagocyter les GRi et/ou les mérozoïtes, et l’élimination du parasite qui s’ensuit se traduit 

par une baisse du pic de parasitémie. 
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ABSTRACT 
 

The human group IIA secreted 
phospholipase A2 (hGIIA sPLA2) is increased in the 
serum of malaria patients but its role is unknown. In 
in vitro culture with normal plasma, hGIIA is inactive 
against Plasmodium falciparum, contrasting with 
hGIIF, hGV and hGX sPLA2s that readily hydrolyze 
lipoproteins, release polyunsaturated fatty acids 
and inhibit parasite growth at nM concentrations. 
Here, we revisited the anti-Plasmodium activities of 
sPLA2s in conditions closer to malaria 
physiopathology where lipoproteins are oxidized. 
hGIIA and hGIIF, but not other sPLA2s, hydrolyzed 
more efficiently oxidized than non-oxidized 
lipoproteins. In medium containing oxidized 
lipoproteins, hGIIA sPLA2 became inhibitory with an 
IC50 value of 150.0 ± 40.8 nM, whereas hGIIF, hGV 
and hGX sPLA2s were more potent by 4.6-, 2.1- and 
1.9-fold, respectively. Using sensitive 
immunoassays, we found that hGIIA sPLA2 is 
increased in the plasma from 41 patients with 
uncomplicated falciparum malaria over healthy 
donors (median (IQR): 1.55 (0.69-3.37) nM, versus 

0.00 (0.00-0.08) nM, respectively; P <0.0001). Other 
sPLA2s were not detected. Malaria plasma also 
contained oxidized lipoproteins but was not 
inhibitory to P. falciparum. However, when spiked 
with 100 nM recombinant hGIIA sPLA2, malaria but 
not normal plasma showed release of free fatty 
acids and inhibition of P. falciparum. In conclusion, 
we propose that malaria-induced oxidation of 
lipoproteins converts these latters into a 
preferential substrate of hGIIA sPLA2, promoting its 
parasite killing effect. Our findings might be 
relevant in vivo, in the inflammatory 
microenvironment of uncomplicated or severe 
malaria where hGIIA concentrations is likely very 
high. 

 
INTRODUCTION 

 
Human group IIA secreted phospholipase A2 

(hGIIA sPLA2), also known as the inflammatory-type 
sPLA2-IIA is a strong bactericidal agent present in 
inflammatory fluids (1-3) and in the plasma of 
patients with sepsis at very high concentrations 
(several nM) (4, 5). It belongs to the family of 
secreted PLA2s, structurally-conserved enzymes 
with a small molecular mass (14-19 kDa) which 
catalyze the hydrolysis of glycerophospholipids at 
the sn-2 position to release free fatty acids and 
lysophospholipids (6-8).  

As in many infectious diseases, malaria 
induces the elevation of hGIIA sPLA2 activity in the 
plasma of infected patients, an observation 
originally made by Vadas and colleagues in the early 
90s' (9, 10). The circulating activity was attributed 
to hGIIA sPLA2 based on immunological tests in 
serum and the absence of sPLA2 activity in in vitro 
culture medium of the malaria parasite. However, 
at the time those studies were published, only hGIB 
(group IB or pancreatic-type sPLA2) and hGIIA were 
known in humans. Since then, additional genes 
coding for sPLA2s have been identified in the human 
genome and up to 11 sPLA2s are now known (IB, IIA, 
IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA, XIIB and otoconin-95) (11). 
Human sPLA2s exhibit different enzymatic 
properties as well as unique tissue and cellular 
distributions (12), suggesting distinct physiological 
roles for each enzyme. Besides a possible role in the 
production of lipid mediators such as eicosanoids 
and lysophospholipids, accumulating evidence 
indicates that sPLA2s participate in innate immunity, 
especially in the first line of host defense against 
bacteria and other pathogens (13, 14). In malaria, it 
has been recently suggested that lipid products of 
the PLA2 pathway might be involved in brain 
swelling in children with cerebral malaria (15), 
supporting a role of sPLA2 in the inflammatory 
events of malaria physiopathology. Furthermore, 
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we have shown that the release of lipid products 
from lipoproteins by human sPLA2s can be 
deleterious to the in vitro development of 
Plasmodium (16), suggesting that sPLA2 activity in 
the infected host might have pleiotropic effects.  

Protozoan parasites of the genus 
Plasmodium are transmitted to vertebrates by 
mosquitoes. In mammalian hosts, Plasmodium 
spends most of its life-time in the red blood cells 
(17). In humans, the intra-erythrocytic parasite is 
responsible for the clinical symptoms associated 
with malaria. The vast majority of clinical cases 
present as non-specific febrile illnesses that are 
relatively easily terminated (uncomplicated 
malaria), but a minority of cases progress to a 
severe life-threatening disease. The major 
complications of severe malaria include cerebral 
malaria, pulmonary edema, acute renal failure and 
severe anemia. According to the WHO World 
Malaria Report 2015 
(http://www.who.int/gho/malaria/en/) there were 
214 million cases of malaria globally in 2015, and 
438,000 malaria deaths attributed to major 
complications. Interestingly, in their pioneering 
work, Vadas et al observed a positive correlation 
between the level of circulating hGIIA sPLA2 and the 
disease severity (10).  

In previous studies, we demonstrated that 
recombinant hGIIF, hGIII, hGV and hGX but not 
hGIIA sPLA2s display potent in vitro antimalarial 
activity against Plasmodium falciparum, the most 
virulent species of human parasites (16). In typical 
in vitro infection assays of red blood cells by P. 
falciparum where normal human serum is used, 
hGX sPLA2 was found to be the most active with an 
IC50 value of 3 nM, hGV the least active with an IC50 
of 95 nM whereas hGIIA was fully inactive. We 
depicted a mechanism by which human sPLA2s exert 
their killing effect against P. falciparum indirectly, 
by hydrolyzing phospholipids from human native 
lipoproteins present in the parasite culture medium 
and generating lipid products such as non-esterified 
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) which 
appeared as the key lipid components toxic to the 
parasite and responsible for sPLA2-dependent 
parasite death (16). In these in vitro conditions, 
hGIIA sPLA2, even at very high concentrations (≥ 
1.25 µM) was ineffective against P. falciparum (16).  

Interestingly, it has been shown that hGIIA 
sPLA2 hydrolyzes more efficiently oxidized 
lipoproteins than their native counterparts (18-21). 
Furthermore, oxidation of lipoproteins is observed 
in multiple pathological situations including 
atherosclerosis, inflammatory syndromes and 
infectious diseases (22, 23). In malaria, abnormally 
elevated levels of lipoprotein oxidation have been 
reported (24). Since our above experimental in vitro 

conditions using native human lipoproteins were 
likely not reflecting the in vivo malaria 
physiopathological conditions, we sought to analyze 
whether hGIIA and the other human sPLA2s would 
be more active against Plasmodium in the presence 
of oxidized lipoproteins. 

We found that in vitro oxidation of human 
lipoproteins converts these latters into a readily 
hydrolyzable substrate for hGIIA sPLA2, revealing its 
toxic effect towards the parasite. Oxidation of 
lipoproteins also enhances the inhibitory effects of 
hGIIF, hGV and hGX sPLA2s. To provide further in 
vivo relevance of these results, plasmas from 
healthy and P. falciparum-infected people were 
analyzed for sPLA2 content, lipoprotein oxidation 
and capacity to inhibit P. falciparum in vitro growth. 
hGIIA sPLA2 was increased in plasma from infected 
people, whereas the other sPLA2s were not 
detected. The level of lipoprotein oxidation was 
higher in malaria plasma as compared to normal 
plasma, and only the malaria plasma was able to 
enhance the in vitro inhibitory activity of 
exogenously added hGIIA sPLA2 against P. 
falciparum. Together, our results suggest that the 
combined presence of high levels of oxidized 
lipoproteins and hGIIA sPLA2 might synergize to help 
controlling parasite growth in human malaria.  
 

RESULTS 
 

Oxidative modification of lipoproteins 
enhances hydrolysis by hGIIA and hGIIF but not 
other sPLA2s —  We previously reported the specific 
activities of different sPLA2s on native lipoproteins 
(table 1 and (16)). To analyze the anti-Plasmodium 
activity of human sPLA2s in a context more relevant 
to malaria where lipoproteins are oxidized (24), we 
examined the capacity of various human sPLA2s to 
hydrolyze LDL and HDL particles after in vitro 
oxidation.  

Hydrolysis of lipoproteins was assessed by 
measuring the release of non-esterified fatty acids 
(NEFAs). Seven of the 9 recombinant human sPLA2s 
hydrolyzed oxidized and native LDL and HDL 
particles with the same specific activities (Table 1). 
In contrast, hGIIA, and hGIIF to a lower extent, 
exhibited significantly higher activity on oxidized 
lipoproteins. Oxidation of both LDL and HDL 
increased the activity of hGIIA sPLA2 whereas 
oxidation of LDL but not HDL increased the activity 
of hGIIF. A slight fold-change was also observed for 
hGIB on LDL and HDL, but this change did not reach 
significance. However, the specific activity of hGIIA 
on oxidized LDL and HDL remained markedly lower 
than that of hGIIF, hGIII, hGV and hGX sPLA2s, which 
are highly active on both native and oxidized 
lipoproteins.  

http://www.who.int/gho/malaria/en/
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Oxidized LDL and HDL pretreated with 

human sPLA2s including hGIIA are active in vitro 
against P. falciparum — We next compared the 
anti-Plasmodium activity of oxidized lipoproteins 
before and after hydrolysis by the full set of 
recombinant human sPLA2s. Inhibitory 
concentrations of sPLA2-hydrolyzed LDL and HDL 
against P. falciparum growth are presented in Table 
2. Without sPLA2 pretreatment, oxidized LDLs were 
barely inhibitory toward Plasmodium, whereas 
oxidized HDLs were not. Pretreatment with 20 nM 
hGIIF, hGIII, hGV and hGX sPLA2s, but not other 
sPLA2s, increased the toxicity of oxidized LDL and 
rendered them toxic to the parasite. However, 
oxidized lipoproteins were not more potent than 
their native counterparts after hydrolysis. 
Interestingly, oxidized LDLs were less potent than 
native LDL after hydrolysis by hGIII sPLA2.  

Pretreatment of oxidized lipoproteins with 
20 nM of hGIIA was ineffective against P. 
falciparum. Since the circulating levels of hGIIA 
sPLA2 can be very high in severe cases of malaria 
(10), we evaluated the anti-Plasmodium potency of 
oxidized lipoproteins when treated at higher 
concentrations of hGIIA sPLA2. Pretreatment with 
100 nM of hGIIA sPLA2 moderately increased the 
toxicity of oxidized LDL but 250 nM induced a 
marked toxicity of both oxidized LDL and HDL and 
rendered native lipoproteins slightly toxic (Table 3).  
 

The anti-Plasmodium activity of human 
sPLA2s including hGIIA is enhanced in culture 
medium containing oxidized lipoproteins — To 
further analyze the effects of human sPLA2s in 
pathophysiological conditions of Plasmodium 
infection where all classes of lipoproteins are 
present, total lipoprotein fraction (oxidized or not) 
instead of purified LDL or HDL was used in our in 
vitro assays. As expected, hGIIF, hGV and hGX 
sPLA2s were inhibitory in culture medium 
containing native lipoproteins (Table 4). hGIIF and 
hGX sPLA2s exhibited IC50 values of 19.8 and 1.5 nM, 
close to the IC50 values previously measured in 
human plasma (10.7 nM and 2.9 nM, respectively 
(16)). hGV sPLA2 was found to be more active, with 
an IC50 value of 21.9 nM versus 94.2 nM in plasma 
(16). hGIIA sPLA2 was not inhibitory in plasma (16) 
nor with native lipoproteins (Table 4) but was 
clearly inhibitory in the presence of oxidized 
lipoproteins with an IC50 value of 150 nM. 
Remarkably, all four sPLA2s had enhanced inhibitory 
activities in the presence of oxidized lipoproteins. 
hGV and hGX sPLA2s were 2-fold more active, and 
hGIIF sPLA2 was 4.6-fold more active, consistent 
with its increased capacity to hydrolyze oxidized 
lipoproteins.  

 
Lipoproteins from P. falciparum-infected 

plasma are oxidized — To add further support to 
our hypothesis that the anti-Plasmodium activity of 
hGIIA sPLA2, and may be of other sPLA2s, is 
promoted by the presence of oxidized lipoproteins 
in the plasma from infected patients, we evaluated 
the level of lipoproteins and their oxidative status in 
malaria plasma versus controls. In accordance with 
previous observations reporting a drop in HDL 
content (25, 26), the level of lipoproteins, as 
measured by total PC concentration was found to 
be lower in plasma from malaria patients as 
compared to healthy donors (median (IQR): 1.20 
(1.00-1.46) mg/mL vs 1.36 (1.19-1.68) mg/mL, P 
value = 0.0158) (Figure 1A). Oxidation of 
lipoproteins in plasma was estimated using the 
Mercodia oxidized LDL immunoassay kit (see 
methods). The ELISA was chosen instead of the 
TBARS methodology, because this latter is not 
appropriate for plasma peroxidation assays. LDL 
oxidation was clearly increased in the plasma from 
malaria patients as compared to healthy donors 
(median (IQR): 33.13 (25.65-39.79) vs 15.41 (12.13-
18.69) U/L, P < 0.001) (Figure 1B).  
 

Circulating levels of hGIIA but not hGIIF, 
hGV or hGX sPLA2s are increased in uncomplicated 
P. falciparum malaria — To provide a 
pathophysiological relevance of our in vitro results, 
plasma from 41 P. falciparum-infected Vietnamese 
adults were analyzed for the presence of hGIIA, 
hGIIF, hGV and hGX sPLA2s and compared to those 
of 28 non-parasitized, healthy donors from the 
same geographic area. None of the parasitized 
individuals presented signs of complicated malaria 
at the time of blood sampling. As shown in figure 
2A, sPLA2 enzymatic activity was dramatically 
increased in the plasma of P. falciparum-infected 
patients relative to healthy donors (median 
(interquartile range: IQR): 260.0 (148.5-367.1) vs 
16.20 (10.46-29.06) cpm/minµL respectively, P 
value < 0.0001). No correlation was found between 
the level of enzymatic activity and the parasitaemia 
(P value = 0.8079, Spearman’s r = 0.03969, not 
shown).  

Plasma samples were next analyzed for the 
presence of hGIIA, hGIIF, hGV and hGX sPLA2s by a 
sandwich ELISA-like method (Time-resolved 
fluoroimmunoassay, TR-FIA) using specific 
antibodies for each sPLA2. Protein level of hGIIA 
sPLA2 was significantly increased in the plasma from 
parasitized patients (median (IQR): 1.55 (0.69-3.37) 
nM, with a maximum value of 9.09 nM, as 
compared to the plasma from healthy donors 
(median (IQR): 0.00 (0.00-0.08) nM) (P value 
<0.0001) (figure 2B). In contrast, hGIIF, hGV and 
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hGX sPLA2s were not detected in the parasitized 
plasma (not shown), indicating that these enzymes 
do not circulate, at least at detectable levels, in 
uncomplicated malaria. In the parasitized plasma, 
sPLA2 enzymatic activity, as measured by hydrolysis 
of E. coli membranes as a substrate, and hGIIA 
concentration were highly correlated (Figure 2C; P 
value <0.0001, Spearman’s r = 0.9542), indicating 
that hGIIA sPLA2 is the predominant sPLA2 
responsible for the circulating enzymatic activity. 
No correlation was found between hGIIA 
concentration in plasma and the parasitaemia from 
infected donors (Figure 2D; P value = 0.6684, 
Spearman r = 0.0689).  

 
Endogenous levels of hGIIA sPLA2 in 

uncomplicated malaria plasma is not sufficient to 
inhibit the in vitro growth of P. falciparum — To 
test whether the endogenous levels of hGIIA sPLA2 
present in plasma from parasitized patients would 
be sufficient to inhibit P. falciparum, we performed 
cultures of the parasite in RPMI supplemented with 
8% malaria plasma from 20 patients containing 
various levels of hGIIA sPLA2 up to 9 nM. P. 
falciparum exhibited very different growth rates 
depending on the different plasma. Some plasma 
samples did not sustain parasite growth at all, 
whereas others sustained quite high growth (≈ 20-
fold multiplication rate within 96 h (not shown)). 
We evaluated the role of hGIIA sPLA2 present in the 
plasma by adding to the culture medium LY311727, 
a highly specific inhibitor of hGIIA (27). Addition of 
LY311727 did not modify the parasite growth rate in 
the plasma samples (96 h multiplication factor: 
median (IQR): 7.08 (2.87-17.5) without LY311727 vs 
6.65 (4.14-10.7) with LY311727, P = 0.1550) (Figure 
3). In line with the absence of effect of LY311727, 
no correlation was found between the parasite 
multiplication rate and the levels of hGIIA in the 
various plasma of the 20 patients tested (P <0.3565, 
Spearman’s r = 0.2177, not shown).  

  
Exogenously added hGIIA sPLA2 inhibits the 

growth of P. falciparum in plasma from malaria 
patients but not healthy donors — We next 
evaluated whether the inability of endogenous 
hGIIA sPLA2 to impair Plasmodium development 
might result from limiting amounts of oxidized 
lipoproteins as a substrate or low concentrations of 
endogenous enzyme. P. falciparum was grown for 
96 h in plasma from malaria patients versus healthy 
donors spiked with 100 nM recombinant hGIIA 
sPLA2. This concentration was chosen based on 
hGIIA plasma concentrations reported in some 
severe cases of malaria (10). As shown in Figure 4A, 
exogenous hGIIA inhibited parasite development in 
malaria but not normal plasma, demonstrating that 

the absence of inhibition resulted from the low 
concentration of enzyme and not from oxidized 
lipoproteins as a limiting substrate. 
Supplementation of malaria plasma with 10 nM 
hGIIF or 0.5 nM hGX sPLA2s was also tested for 
comparison. Both enzymes were inhibitory for P. 
falciparum in malaria plasma and more active than 
hGIIA sPLA2 (Figure 4B), as anticipated from the in 
vitro results with human native plasma. Together, 
our results demonstrate that malaria-induced 
modifications of plasma including oxidation of 
lipoproteins can promote the anti-Plasmodium 
activity of hGIIA sPLA2 and enhance the inhibitory 
capacities of hGIIF and hGX sPLA2s. 
 

The anti-Plasmodium activity of hGIIA sPLA2 
in malaria plasma requires its catalytic activity — 
To demonstrate that the anti-Plasmodium activity 
of hGIIA sPLA2 in malaria plasma requires enzymatic 
hydrolysis of oxidized lipoproteins, we first assessed 
the enzyme’s ability to hydrolyze PLs from plasma. 
Plasma samples were incubated with hGIIA sPLA2 
and also with hGX sPLA2, since this latter actively 
hydrolyzes both native and oxidized lipoproteins. 
hGIIA sPLA2 did not release NEFAs from healthy 
plasma, whereas small but significant release 
occurred from malaria plasma (P = 0.0093) (Figure 
5A). As expected, hGX sPLA2 induced a net increase 
in NEFAs from both malaria (P = 0.0020) and healthy 
donor (P = 0.0019) plasma (Figure 5A).  

Second, we tested whether the enzymatic 
activity is essential for the anti-Plasmodium effect 
of hGIIA sPLA2. Parasite growth inhibition assays 
were performed using the H48Q catalytically-
inactive mutant of hGIIA (<0.5% of WT enzymatic 
activity (28)). The parasite development was not 
affected in malaria plasma spiked with the mutated 
hGIIA enzyme, indicating that hydrolysis of plasma 
phospholipids is required for parasite inhibition 
(Figure 5B). Together, these results indicate that the 
anti-Plasmodium activity of hGIIA sPLA2 observed in 
the plasma from malaria patients is mediated by 
hydrolysis of oxidized lipoproteins. 

 
DISCUSSION 

 
Since the discovery in the early 90’s of an 

increase of hGIIA sPLA2 in the plasma from malaria 
patients (9, 10), no comprehensive study on the role 
of this enzyme has been made in the context of 
malaria physiopathology. Interestingly, one recent 
study has shown an association of plasma PLA2 
enzymatic activity and related phospholipid 
products with brain swelling in pediatric cerebral 
malaria (15), suggesting a role of hGIIA sPLA2 in the 
inflammatory events operating in cerebral malaria. 
Besides this possible involvement of hGIIA in 
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malaria inflammatory processes, we provide here 
the first evidence that hGIIA sPLA2 may contribute 
as a host defense factor to control Plasmodium 
development, through hydrolysis of lipoproteins, 
and more precisely oxidized lipoproteins that are 
present in malaria (10). This was demonstrated by 
combining a series of in vitro studies on parasite 
infection assays and analysis of plasma from malaria 
patients. 

In line with the hypothesis of human sPLA2s 
being host defense factors in malaria, we previously 
demonstrated that hGIIF, hGIII, hGV and hGX sPLA2s 
inhibit the in vitro growth of P. falciparum through 
hydrolysis of native lipoproteins present in human 
plasma (16). We now show that oxidized 
lipoproteins are also substrates of these enzymes 
and participate to the inhibition of parasite growth. 
We also show that i) hGIIA sPLA2 hydrolyzes more 
potently oxidized LDL and HDL than their native 
counterparts, a finding in line with previous results 
(18, 20, 21), and ii) hGIIA exhibits anti-Plasmodium 
activity only in the presence of oxidized 
lipoproteins. 

Importantly, addition of hGIIA sPLA2 to 
plasma from P. falciparum-infected patients 
containing oxidized LDL induced significant parasite 
inhibition, whereas addition of hGIIA to normal 
plasma was ineffective. Using the catalytically-
inactive H48Q mutant of hGIIA, we demonstrated 
that the enzymatic activity of hGIIA sPLA2 is 
essential for inhibition when spiked in plasma from 
malaria patients. 

In normal culture conditions, the anti-
Plasmodium activity of hGIIF, hGIII, hGV and hGX 
sPLA2s results from hydrolysis of lipoprotein 
phospholipids that produces toxic free fatty acids, 
mainly long chain polyunsaturated fatty acids (16). 
It is known that hGIIA sPLA2 has little activity on 
native lipoproteins but higher activity on oxidized 
counterparts (18, 20, 21 and this study). We found 
that hGIIA sPLA2 can generate NEFAs from plasma 
collected from malaria patients but not healthy 
donors, in accordance with the increase in 
lipoprotein oxidation in malaria plasma. hGIIA sPLA2 
enzymatic activity on oxidized lipoproteins 
generates oxidized lipids (18). Antimalarial 
properties of native as well as oxidized lipids, 
especially PUFAs, has been demonstrated both in 
vitro and in vivo (29, 30). Identification and 
quantification of the lysophospholipids and fatty 
acids produced upon hydrolysis of native 
lipoproteins by hGIIA sPLA2 have been reported 
elsewhere by us and others (16, 18, 19), but as far 
as we know, no attempt has been made to identify 
lipids produced upon hydrolysis of malaria plasma 
lipoproteins by hGIIA sPLA2.  

We found concentrations of hGIIA sPLA2 up 
to 9 nM in the plasma from a Vietnamese cohort of 
41 patients with uncomplicated malaria. These 
concentrations are consistent with the previous 
study by Peter Vadas et al on Canadian adults with 
uncomplicated malaria (9), where the mean level of 
hGIIA sPLA2 was 12.1 ± 4.8 nM (169.7 ± 67.3 ng/mL). 
However, in a subsequent study on Malawian 
children with severe malaria, the mean level of 
hGIIA sPLA2 was found to be around 73 nM, with the 
most severe cases exhibiting levels higher than 100 
nM (10). Furthermore, it should be considered that 
hGIIA sPLA2 has high affinity for heparan sulfate 
proteoglycans lining the vascular endothelium (31, 
32). Consequently, as shown in the study by 
Nakamura et al. (33) that measured sPLA2 activity in 
blood collected from heparinized and non-
heparinized patients, conventional collection 
without heparin pretreatment leaves behind 
numbers of hGIIA molecules, likely leading to an 
underestimation of the actual concentration of 
hGIIA in blood. With these data in mind, the 100 nM 
concentration of hGIIA sPLA2 used in our in vitro 
experiments may not be so far from the 
concentration in the vascular compartment of 
malaria patients, especially in severe cases of 
malaria. 

There is considerable evidence that hGIIA 
sPLA2 is an important effector of the innate immune 
response (34, 35). The production of lipid mediators 
by sPLA2s, as an integral component of the 
inflammatory reaction, plays a major role in 
protecting the host against invading pathogens. 
hGIIA sPLA2 also plays a direct host defense role 
against bacteria. Its mode of action depends on 
whether bacteria are Gram-positive or Gram-
negative and may be enhanced by cofactors such as 
complement or bactericidal/permeability-
increasing (BPI) protein (36, 37). Bactericidal activity 
against Gram-positive bacteria requires enzymatic 
activity to degrade bacterial membranes (3, 38, 39), 
whereas activity against Gram-negative bacteria is 
more complex, resulting from the synergistic action 
between hGIIA and BPI produced by neutrophils 
(40). Beyond its role as an antibacterial host defense 
factor, we show here that hGIIA sPLA2 might also 
exert a parasiticidal role based on an original 
mechanism involving degradation of lipoprotein 
particles in their oxidized state. 

Concerning the other human sPLA2s, we 
showed that exogenous hGIIF and hGX sPLA2s are 
active against Plasmodium in plasma from malaria 
patients as well as healthy donors, in accordance 
with their ability to hydrolyze lipoproteins under 
native or oxidized states. These sPLA2s were 
however not detected in the plasma of P. 
falciparum-infected or healthy subjects. In line with 
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their absence in serum, there is now considerable 
evidence that hGIIA sPLA2 is strongly induced in the 
circulation under pathological conditions associated 
with inflammation, tissue injury or infection, while 
there is little evidence that other sPLA2 isoforms are 
present in serum, except for hGIB (30, 41, 42, 43). 
Thus, it seems reasonable that sPLA2s other than 
hGIIA exert their effects in diverse pathologies 
locally, within the microenvironment of the disease, 
and either in an autocrine or paracrine manner, as 
supported by studies on the role of hGIII and hGX 
sPLA2s in cancer (44), or hGV and hGX sPLA2s in 
cardiovascular diseases and asthma (45, 46, 47). It 
is also interesting to note that hGX sPLA2 has been 
found in atherosclerotic plaques but not in the 
plasma of patients with coronary heart disease risk 
(48), suggesting that the enzyme is produced locally 
but not systemically. 

Considering our data, we hypothesize that in 
falciparum malaria, sPLA2s other than hGIIA might 
be expressed locally at sites of sequestration. 
Sequestration is defined by the adhesion of red 
blood cells infected by the mature stages of P. 
falciparum to the endothelium of capillary venules 
of various organs in the mammalian host. P. 
falciparum can sequester in brain, lung, liver, kidney 
and spleen. When the organ is brain, sequestration 
is thought to contribute to the neurological 
symptoms of the so-called cerebral malaria. It is 
tempting to speculate that human sPLA2s are 
recruited to these microenvironments and act 
locally where parasitized erythrocytes are retained. 
Besides a direct action on parasitized blood cells, 
sPLA2s might contribute to inflammation at these 
sites by releasing lipid mediators. This is supported 
by recent metabolomics analyses showing a positive 
association between lipid products of the PLA2 
pathway and brain swelling in pediatric cerebral 
malaria (15).  

In summary, we have shown that the 
concomitant presence of high concentrations of 
hGIIA sPLA2 and oxidation of lipoproteins, as found 
in the serum of malaria patients, might provide a 
new host defense mechanism against P. falciparum. 
The mechanism of action would be based on a 
synergistic effect between the enzyme and its 
capacity to hydrolyze oxidized lipoproteins serving 
as a preferred substrate to release toxic lipids for 
Plasmodium. Such a mechanism should now be 
demonstrated in in vivo studies using mouse models 
of malaria infection. By extrapolation, this 
mechanism might also be involved in other 
pathological conditions where both hGIIA sPLA2 and 
oxidized lipoproteins are present, including 
atherosclerosis or other infection diseases. 

 
 

MATERIALS AND METHODS 
 
Materials — The FcB1 strain of P. falciparum 
(Columbia), from the Eukaryotic Unicellular 
Collection from the National Museum of National 
History (MNHN-CEU-224-PfFcB1), was used 
throughout the work. RPMI 1640 and Albumax II® 
were from Life Technologies (Cergy Pontoise, 
France). Diff-Quick staining reagents were from 
Medion Diagnostics AG. The NEFA-C and the 
Phospholipid B kits, respectively used for 
quantitative determination of non-esterified fatty 
acids (NEFAs) and phospholipids measurement, 
were from WAKO Chemicals (Oxoid S.A., Dardilly, 
France). The oxidized LDL ELISA kit was from 
Mercodia SAS sales in France. Purified recombinant 
human sPLA2s and the hGIII sPLA2 domain were 
prepared as described (27, 49). The sPLA2 inhibitor 
LY311727 [3-[[3-(2-Amino-2-oxoethyl)-2-ethyl-1-
(phenylmethyl)-1H-indol-5-yl] oxypropyl]-
phosphonic acid] that targets hGIIA sPLA2 catalytic 
site was from Sigma. Plasma and red blood cells 
from the O– or A+ blood groups were supplied by 
the French National Agency for Blood 
(Établissement Français du Sang (EFS)), convention 
reference: C CPSL UNT 13/EFS/126. High quality 
grade biochemical reagents were from Sigma. 
 
Methods 
 

P. falciparum cultivation — In routine 
culture conditions, P. falciparum was grown in red 
blood cells from the A+ group at 2% haematocrit 
and 2-4% parasitaemia, in RPMI supplemented with 
11 mM glucose, 27.5 mM NaHCO3, 100 UI/mL 
penicillin, 100 µg/mL streptomycin, adjusted to pH 
7.4 (basic medium), supplemented with 8% heat-
inactivated human A+ plasma (complete medium), 
according to the procedure of Trager and Jensen 
(50). When specified, the serum substitute Albumax 
II® (0.5% w/v final) was used in culture medium 
instead of heat-inactivated human plasma. Culture 
flasks were gassed with 91% N2, 6% O2 and 3% CO2 
before being incubated at 37°C. In those conditions, 
the intraerythrocytic cycle of the FcB1 strain was 48-
h long. Parasitaemia (%) was established by optical 
examination of Diff-Quik-stained smears from the 
formula = [infected erythrocytes nb / total 
erythrocytes nb] 100. 
  

Purification of lipoproteins and oxidation — 
Non-fasted human plasma was split into aliquots 
and frozen at -20°C. One aliquot was thawed to 
prepare LDL and HDL by differential centrifugation, 
according to Havel et al. (51). Briefly, chylomicrons 
and VLDL were removed by a first round of 
centrifugation at 1.006 g/mL density, then LDL and 
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HDL were purified separately by successive 
centrifugations at 1.053 g/mL and 1.210 g/mL 
densities, respectively. Before use, total 
lipoproteins were purified by a single run of plasma 
at 1.210 g/mL density. Lipoproteins were dialyzed at 
4°C against NaCl 9 g/L, then against RPMI, and 
sterilized by 0.2 µm filtration. Oxidation was 
achieved by storing lipoproteins in a transparent 
flask at room temperature under sterile air 
exchange for 14 days. Native lipoproteins were 
prepared from another aliquot of the plasma just 
prior assays. Experiments were performed within 1 
week of lipoprotein storage at 4°C under N2 in the 
dark. Phosphatidylcholine (PC) content of 
lipoproteins was measured by using the 
Phospholipid B dosage kit from WAKO Chemicals, 
according to the manufacturer's instructions. 
 

Measurement of lipid oxidation in 
lipoproteins and plasma — The level of TBARs 
(thiobarbituric acid reactive substances) was 
determined as a marker of lipid peroxidation (52) in 
purified lipoproteins. Briefly, 150 µL of diluted 
sample containing 0.2% butylated hydroxytoluene 
was mixed with an equal volume of 0.25 N HCl 
containing 15% trichloroacetic acid and 0.4% 
thiobarbituric acid. The mixture was heated at 85°C 
for 15 minutes and then cooled on ice. 150 µL of 
butanol was added, the sample was vortexed, and 
then let stand on ice for phase separation to occur. 
The butanol phase was taken for TBARs 
determination at 515 nm excitation and 550 nm 
emission wavelengths on a spectrofluorometer 
(AMINCO-Bowman series 2). 1,1,3,3-
tetraethoxypropane was used as an external 
standard. Three independent measurements with 
plasma lipoproteins from different donors were 
performed. Before oxidation, TBARS ranged 
between 0.30-0.50 and 0.05-0.15 nmoles of 
malondialdehyde (MDA)/mg of protein in LDL and 
HDL, respectively. After two weeks of air-light 
oxidation, TBARS concentration had raised to 1.50-
2.50 (LDL) and 0.30-0.50 (HDL) nmoles of MDA/mg 
of protein. For comparison, TBARS in LDL and HDL 
purified from the serum of malaria cases were 
reported to be around 1.0 and 0.2 nmol/mg of 
protein, respectively (24). 

Due to the presence in plasma of other 
substances than MDA susceptible to react with 
thiobarbituric acid, the level of lipoprotein 
oxidation in human plasma was determined by 
quantifying oxidized LDL using the Ox-LDL ELISA kit 
from Mercodia, a sandwich ELISA based on the 
mouse monoclonal antibody 4E6, which is directed 
against a conformational epitope in oxidized ApoB-
100. The ELISA assay was performed according to 
the manufacturer’s instructions. 

 
Hydrolysis of lipoproteins and plasma by 

sPLA2 — Native and oxidized LDL and HDL purified 
from the same batch of human plasma were 
adjusted to 1 mg phospholipid/mL in RPMI 
supplemented with 1 mM CaCl2. They were 
incubated with and without recombinant sPLA2 for 
various times at 37°C. sPLA2s were used at different 
concentrations. hGIB was used at 100 nM (number 
of independent experiments, n = 4), hGIIA was used 
at 50, 100 and 250 nM (n = 7), hGIID was used at 100 
and 200 nM (n = 2), hGIIE was used at 200 and 250 
nM (n = 2), hGIIF was used at 30 and 40 nM (n = 6), 
hGIII was used at 50 and 100 nM (n = 4), hGV was 
used at 10, 40 and 50 nM (n = 6), hGX was used at 
5, 10 and 20 nM (n = 7), hGXIIA was used at 100 and 
200 nM (n = 2). NEFAs were measured at different 
time points using the NEFA-C kit (WAKO) following 
manufacturer's instructions. Values were 
normalized by subtracting NEFAs measured from 
lipoproteins incubated without sPLA2. Specific 
activity was deduced from the linear part of the 
curve [NEFA] = f (t). 

To assess the ability of hGIIA and hGX sPLA2s 
to hydrolyze phospholipids in plasma from P. 
falciparum-infected patients versus healthy donors, 
1 mM final CaCl2 was added to each plasma sample 
and then enzymes were added at 400 nM (hGIIA) 
and 8 nM (hGX) final concentration. Samples were 
incubated overnight at 37°C. Control for 
endogenous release of NEFAs was without added 
sPLA2. NEFA content before and after incubation 
was determined using the NEFA-C kit, according to 
manufacturer’s instructions.  
 

Anti-Plasmodium activity assays with sPLA2-
hydrolyzed lipoproteins — The ability of human 
sPLA2s to promote the toxicity of lipoproteins was 
tested in dose-response assays as described (16). 
Briefly, LDL and HDL (0.6 mg phospholipid/mL in 
RPMI) were incubated overnight at 37°C with 20 nM 
sPLA2 or alone, then tested for parasite inhibition in 
RPMI 0.5% Albumax II® for 48h in normal culture 
conditions. Albumax II® instead of human plasma 
was used throughout the test to avoid any 
contribution of lipoproteins from human plasma. 
Incubations with each sPLA2 added alone were also 
performed to check for lipoprotein-independent 
toxicity of sPLA2s in these conditions. Assays 
dedicated to the anti-Plasmodium effect of 
lipoproteins pretreated with high concentrations of 
hGIIA sPLA2 (100 nM and 250 nM) were performed 
similarly. 

 
Human plasma collection in Vietnam — 

Venous whole blood samples were collected in Acid 
Citrate Dextrose (ACD) (BD, India) vacutainers from 
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patients attending commune health centers in the 
Binh Phuoc province, Viet Nam. Malaria positivity 
was evaluated by using the rapid diagnostic test 
OptiMAL-IT (DiaMed AG, Switzerland). All infected 
patients had P. falciparum malaria. The final study 
population included 41 individuals with malaria and 
28 healthy donor controls from the same area. From 
the malaria-infected cohort, there were 33 men and 
8 women, with an average age of 27.1 years (range 
16-58 years). 

Blood samples were centrifuged at 2,400  
g for 5 min at room temperature and the plasma 
was immediately stored at -80°C. Plasma samples 
were then shipped to the Museum (Paris, France) 
where they were thawed on ice, aliquoted and 
stored at -80°C until use. 

The study was approved by the Viet Nam 
People’s Army Department of Military Medicine. 
The purpose of the study was explained to 
participants in their own language, and oral 
consent was obtained. Positive patients were 
treated with dihydroartemisinin-piperaquine 
combination in accordance with the national drug 
policy of Viet Nam. 

 
Time-resolved fluoroimmunoassays (TR-

FIA) — TR-FIA assays for hGIIA, hGIIF, hGV and hGX 
sPLA2s in plasma were performed as described 
earlier (53). The assays use rabbit polyclonal anti-
sPLA2 antibodies to set up ELISA-like sandwiches, 
which were shown to be highly specific for each 
sPLA2 isoform (54). hGIII sPLA2 could not be 
measured, due to the lack of specificity of the 
corresponding immune serum. 
 

Enzymatic assays on E. coli membranes — 
sPLA2 activity in plasma was measured by hydrolysis 
of E. coli membranes radiolabeled with [3H]-oleic 
acid and autoclaved (Singer et al., 2002)). Briefly, 40 
µL of radiolabeled E. coli membranes (100,000 dpm 
in activity buffer consisting of 0.1 M Tris-HCl pH 8.0, 
10 mM CaCl2, 0.1% BSA) were incubated with 
plasma (20 µL, diluted 1:150 in activity buffer) at 
37°C for 30 minutes. Enzymatic assays were 
stopped by adding 80 µL of 0.1 M EDTA/0.2% fatty 
acid-free BSA. Reactions were spun down for 5 min 
at 10,000  g, and the supernatant was collected 
and counted in a 1450 Microbeta counter (Wallac, 
Perkin Elmer).  
 

P. falciparum cultivation in malaria plasma 
and related assays — To analyze the anti-
Plasmodium effect of endogenous sPLA2 in plasma 
from infected people, the FcB1 strain was grown in 
red blood cells of the O- group, brought to 0.1-0.2% 
parasitaemia, washed and then transferred at 2% 
haematocrit into basic RPMI supplemented with 2.5 

µM hypoxanthine and 1 mM CaCl2 (RPMI-calcium). 
The cell suspension was distributed into wells of a 
96-well microplate (100 µL/well) and then 8 µL of 
plasma from an infected donor or control normal 
plasma was added per well. To avoid thermal 
denaturation of the endogenous sPLA2 (55), plasma 
samples were not heat-inactivated prior to parasite 
cultivation. The microplate was incubated in a 
candle jar for 96 h, then parasitaemia in each well 
was determined from Diff-Quik-stained smears.  

To assess for parasite inhibition by 
exogenously added hGIIA sPLA2, experiment was 
carried out as above, with recombinant hGIIA added 
at a concentration of 100 nM at the start of 
incubation. To evaluate the contribution of hGIIA 
catalytic activity, recombinant hGIIA sPLA2 in its 
native (WT) or catalytically inactive form (H48Q 
mutant) (28), and/or the specific hGIIA inhibitor 
LY311727, were added to the culture at 100 nM 
(hGIIA WT and H48Q) and 10 µM (LY311727) at the 
start of incubation. 
 

Statistical analysis — Data were analyzed 
using GraphPad InStat 3 software (San Diego, CA). 
Normality of groups with a n number superior to 6 
was tested using the Shapiro-Wilk test. When 
sampling distribution was normal, the parametric 
unpaired or paired t-test with a two-tailed P value 
was applied. When sampling distribution was not 
normal and/or the n number was too small (≤ 6), the 
non-parametric Mann-Whitney U test for 
independent samples or the Wilcoxon matched-pair 
test for dependent samples were used. P values of 
<0.05 (), <0.01 (), and <0.001 () were 
considered statistically significant, very significant 
and extremely significant, respectively. 
 

ACKNOWLEDGMENTS 
Funding. This work was supported by the 

ATM blanche 2016-2017 to C. Deregnaucourt from 
the National Museum of Natural History (Paris, 
France) and by grants to GL from CNRS, the National 
Research Agency (MNaims ANR-17- CE17-0012-01) 
and the Fondation de la Recherche Médicale 
(DEQ20180339193). 
 

REFERENCES 
 

1. Grönroos JO, Laine VJO, Nevalainen TJ.2002. 
Bactericidal group IIA phospholipase A2 in serum of 
patients with bacterial infections. J Infect Dis 185: 1767-
1772. 
2. Franson R, Dobrow R, Weiss J, Elsbach P, Weglicki WB. 
1978. Isolation and characterization of a phospholipase 
A2 from inflammatory exsudate. J Lipid Res 19: 18-23. 
3. Weinrauch Y, Elsbach P, Madsen LM, Foreman A, Weiss 
J. 1996. The potent anti-Staphylococcus aureus activity of 



202 
 

a sterile rabbit inflammatory fluid is due to a 14-kD 
phospholipase A2. J Clin Invest 97: 250-257. 
4. Movert E, Wu Y, Lambeau G, Kahn F, Touqui L, 
Areschoug T. 2013. Secreted group IIA phospholipase A2 
protects humans against the group B Streptococcus: 
experimental and clinical evidence. J Infect Dis 208: 2025-
2035. 
5. Tan TL, Ahmad NS, Nasuruddin DN, Ithnin A, Tajul Arifin 
AK, Zaini IZ, Wan Nqah WZ. 2016. CD64 and group II 
secretory phospholipase A2 (sPLA2-IIA) as biomarkers for 
distinguishing adult sepsis and bacterial infections in the 
emergency department. PLoS One, 
DOI:10.1371/journal.pone.0152065. 
6. Lambeau G, Gelb MH. 2008. Biochemistry and 
physiology of mammalian secreted phospholipases A2. 
Annu Rev Biochem 77: 495-520. 
7. Burke JE, Dennis EA. 2009. Phospholipase A2 
structure/function, mechanism and signalling. J Lipid Res 
50: S237-S242. 
8. Murakami M, Kudo I. 2004. Secretory phospholipases 
A2. Biol Pharm Bull 27: 1158-1164. 
9. Vadas P, Keystone J, Stefanski E, Scott K, Pruzanski W. 
1992. Induction of circulating group II phospholipase A2 
expression in adults with malaria. Infect Immun 60: 3928-
3931. 
10. Vadas P, Taylor TE, Chimsuku L, Goldring D, Stefanski 
E, Pruzanski W, Molyneux ME. 1993. Increased serum 
phospholipase A2 activity in Malawian children with 
falciparum malaria. Am J Trop Med Hyg 49: 455-459. 
11. Murakami M, Yamamoto K, Miki Y, Murase R, Sato H, 
Taketomi Y. 2016. The Roles of the Secreted 
Phospholipase A2 Gene Family in Immunology. Adv 
Immunol 132: 91-134. 
12. Masuda S, Murakami M, Ishikawa Y, Ishii T, Kudo I. 
2005. Diverse cellular localizations of secretory 
phospholipases A2 enzymes in several human tissues. 
Biochim Biophys Acta 1736: 200-210. 
13. Kim JO, Chakrabarti BK, Guha-Niyogi A, Louder MK, 
Mascola JR, Ganesh L, Nabel GJ.2007. Lysis of human 
immunodeficiency virus type 1 by a specific secreted 
human phospholipase A2. J Virol 81: 1444-1450.    
14. Piris-Gimenez A, Paya M, Lambeau G, Chignard M, 
Mock M, Touqui L, Goossens PL. 2005. In vivo protective 
role of human group IIA phospholipase A2 against 
experimental anthrax. J Immunol 175: 6786-6791. 
15. Pappa V, Seydel K, Gupta S, Feintuch CM, Potchen MJ, 
Kampondeni S, Goldman-Yassen A, Veenstra M, Lopez L, 
Kim RS, Berman JW, Taylor T, Daily JP. 2015. Lipid 
metabolites of the phospholipase A2 pathway and 
inflammatory cytokines are associated with brain volume 
in paediatric cerebral malaria. Malar J 14:513.  
16. Guillaume C, Payré C, Jemel I, Jeammet L, Bezzine S, 
Naika GS, Bollinger J, Grellier P, Gelb MH, Schrével J, 
Lambeau G, Deregnaucourt C. 2015. In vitro anti-
Plasmodium falciparum properties of the full set of 
human secreted phospholipases A2. Infect Immun 83: 
2453-65. 
17. Cowman AF, Healer J, Marapana D, Marsh K. 2016. 
Malaria: Biology and Disease. Cell 167: 610-624. 
18. Pruzanski W, Stefanski E, de Beer FC, de Beer MC, 
Vadas P, Ravandi A, Kuksis A. 1998. Lipoproteins are 
substrates for human secretory group IIA phospholipase 

A2: preferential hydrolysis of acute phase HDL. J Lipid Res 
39: 2150-2160. 
19. Pruzanski W, Lambeau G, Lazdunski M, Cho W, Kopilov 
J, Kuksis A. 2005. Differential hydrolysis of molecular 
species of lipoprotein phosphatidylcholine by groups IIA, 
V and X secretory phospholipases A2. Biochim Biophys 
Acta 1736: 38–50.  
20. Korotaeva AA, Samoilova EV, Pirkova AA, 
Ameliushkina VA, Prokazova NV, Tkachuk VA, Chazov EI. 
2009. Opposite effects of native and oxidized lipoproteins 
on the activity of secretory phospholipase A(2) group IIA. 
Prostaglandins Other Lipid Mediat 90: 37-41.  
21. Korotaeva AA, Samoilova EV, Piksina GF, Prokazova 
NV. 2010. Oxidized phosphatidylcholine stimulates 
activity of secretory phospholipase A2 group IIA and 
abolishes sphingomyelin-induced inhibition of the 
enzyme. Prostaglandins Other Lipid Mediat 91: 38-41. 
22.  Khovidhunkit W, Kim MS, Memon RA, Shigenaga JK, 
Moser AH, Feingold KR, Grunfeld C. 2004. Effects of 
infection and inflammation on lipid and lipoprotein 
metabolism: mechanisms and consequences to the host. 
J Lipid Res 45: 1169-1196. 
23. Jairam V, Uchida K, Narayanaswami V. 2012. 
Pathophysiology of Lipoprotein Oxidation. In 
Biochemistry, Genetics and Molecular 
Biology, "Lipoproteins - Role in Health and Diseases", 
book edited by Sasa Frank and Gerhard Kostner, ISBN 
978-953-51-0773-6. 
24. Sibmooh N, Yamanont P, Krudsood S, Leowattana W, 
Brittenham G, Looareesuwan S, Udomsangpetch R. 2004. 
Increased fluidity and oxidation of malarial lipoproteins: 
relation with severity and induction of endothelial 
expression of adhesion molecules. Lipids Health Dis 3: 15. 
25. Krishna AP, Chandrika, Kumar S, Acharya M, Patil SL. 
2009. Variation in common lipid parameters in malaria 
infected patients.  Indian J Physiol Pharmacol 53: 271-274. 
26. Visser BJ, de Vries SG, Vingerling R, Gritter M, Kroon 
D, Aguilar LC, Kraan RBJ, Wieten RW, Danion F, Sjouke B, 
Adegnika AA, Agnandji ST, Kremsner PG, Hänscheid T, 
Mens PF, van Vugt M, Grobusch MP. 2017. Serum Lipids 
and Lipoproteins During Uncomplicated Malaria: A 
Cohort Study in Lambaréné, Gabon. Am J Trop Med Hyg 
96: 1205-1214.  
27. Singer AG, Ghomashchi F, Le Calvez C, Bollinger J, 
Bezzine S, Rouault M, Sadilek M, Nguyen E, Lazdunski M, 
Lambeau G, Gelb MH. 2002. Interfacial kinetic and 
binding properties of the complete set of human and 
mouse groups I, II, V, X, and XII secreted phospholipases 
A2. J Biol Chem 277: 48535-48549. 
28. Edwards SH, Thompson D, Baker SF, Wood SP, Wilton 
DC. 2002. The crystal structure of the H48Q active site 
mutant of human group IIA secreted phospholipase A2 
at 1.5 Å resolution provides an insight into the catalytic 
mechanism. Biochemistry 41: 15468-76. 
29. Krugliak M, Deharo E, Shalmiev G, Sauvain M, 
Moretti C, Ginsburg H. 1995. Antimalarial effects of C18 
fatty acids on Plasmodium falciparum in culture and on 
Plasmodium vinckei petteri and Plasmodium yoelii 
nigeriensis in vivo. 1995. Exp Parasitol 81: 97-105. 
30. Kumaratilake LM, Robinson BS, Ferrante A, Poulos A. 
1992. Antimalarial properties of n-3 and n-6 
polyunsaturated fatty acids: in vitro effects on 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1500203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1500203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26691993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26691993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26691993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26691993
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Healer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27768886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marapana%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27768886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marsh%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27768886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27768886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9799801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9799801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9799801
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19647092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19647092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20044023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20044023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20044023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20044023
https://www.intechopen.com/books/subject/biochemistry-genetics-and-molecular-biology
https://www.intechopen.com/books/subject/biochemistry-genetics-and-molecular-biology
https://www.intechopen.com/books/lipoproteins-role-in-health-and-diseases
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15219229
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15219229
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15219229
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krishna%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20329375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chandrika%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20329375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acharya%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20329375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patil%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20329375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=chandrika+krishna+malaria
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visser%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Vries%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gritter%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroon%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroon%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aguilar%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wieten%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Danion%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sjouke%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adegnika%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mens%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Vugt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grobusch%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28500816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12501175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12501175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12501175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12501175
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7628573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7628573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7628573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7628573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1541684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1541684


203 
 

Plasmodium falciparum and in vivo effects on P. berghei. 
J Clin Invest 89: 961-967. 
31. Sartipy P, Johansen B, Gasvik K, Hurt-Camejo E. 2000. 
Molecular basis for the association of group IIA 
phospholipase A2 and decorin in human atherosclerotic 
lesions. Circ Res 86: 707-714. 
32. Murakami M, Kambe T, Shimbara S, Yamamoto S, 
Kuwata H, Kudo I. 1999. Functional association of type IIA 
secretory phospholipase A2 with the 
glycosylphosphatidylinositol-anchored heparan sulfate 
proteoglycan in the cyclooxygenase-2-mediated delayed 
prostanoid-biosynthetic pathway. J Biol Chem 274: 
29927-29936. 
33. Nakamura H, Kim DK, Philbin DM, Peterson MB, 
Debros F, Koski G, Bonventre JV. 1995. Heparin-enhanced 
plasma phospholipase A2 activity and prostacyclin 
synthesis in patients undergoing cardiac surgery. J Clin 
Invest 95: 1062-1070. 
34. Ibeas E, Fuentes L, Martín R, Hernández M, Nieto ML. 
2009. Secreted phospholipase A2 type IIA as a mediator 
connecting innate and adaptive immunity: new role in 
atherosclerosis. Cardiovasc Res 81: 54-63. 
35. Menschikowski M, Hagelgans A, Siegert G. 2006. 
Secretory phospholipase A2 of group IIA: is it an offensive 
or a defensive player during atherosclerosis and other 
inflammatory diseases? Prostaglandins Other Lipid 
Mediat 79: 1-33. 
36. Weiss JP. 2015. Molecular determinants of bacterial 
sensitivity and resistance to mammalian group IIA 
phospholipase A2. Biochim Biophys Acta 1848: 3072-
3077. 
37. Suwa Y, Kudo I, Imaizumi A, Okada M, Kamimura T, 
Suzuki Y, Wook Chang H, Hara S, Inoue K. 1990. 
Proteinaceous inhibitors of phospholipase A2 purified 
from inflammatory sites in rats 
(complement/lipocortin/inflammation/glucocorticoid). 
Proc Natl Acad Sci USA 87: 2395-2399. 
38 Harwig SSL, Tan L, Qu XD, Cho Y, Eisenhauer PB, Lehrer 
RI. 1995. Bactericidal properties of murine intestinal 
phospholipase A2. J Clin Invest 95: 603-610. 
39. Foreman-Wykert AK, Weinrauch Y, Elsbach P, Weiss J. 
1999. Cell-wall determinants of the bactericidal action of 
group IIA phospholipase A2 against Gram-positive 
bacteria. J Clin Invest 103: 715-721. 
40. Weiss J, Inada M, Elsbach P, Crowl RM. 1994. 
Structural determinants of the action against Escherichia 
coli of a human inflammatory fluid phospholipase A2 in 
concert with polymorphonuclear leukocytes. J Biol Chem 
42: 26331-26337. 
41. Murakami M, Sato H, Miki Y, Yamamoto K, Taketomi 
Y. 2015. A new era of secreted phospholipase A₂.  J Lipid 
Res 56: 1248-1261. 
42. Aufenanger J, Samman M, Quintel M, Fassbender K, 
Zimmer W, Bertsch T. 2002. Pancreatic phospholipase A2 
activity in acute pancreatitis: a prognostic marker for 
early identification of patients at risk. Clin Chem Lab Med 
40: 293-297. 
43. Funakoshi A, Yamada Y, Migita Y, Wakasugi H. 1993. 
Simultaneous determinations of pancreatic 
phospholipase A2 and prophospholipase A2 in various 
pancreatic diseases. Dig Dis Sci 38: 502-506. 

44. Brglez V, Lambeau G, Petan T. 2014. Secreted 
phospholipases A2 in cancer: diverse mechanisms of 
action. Biochimie. 107: 114-123. 
45. Karabina SA, Gora S, Atout R, Ninio E. 2010. 
Extracellular phospholipases in atherosclerosis. 
Biochimie. 92: 594-600. 
46. Henderson WR Jr, Ye X, Lai Y, Ni Z, Bollinger JG, Tien 
YT, Chi EY, Gelb MH. 2013. Key role of group v secreted 
phospholipase A2 in Th2 cytokine and dendritic cell-
driven airway hyperresponsiveness and remodeling. PLoS 
One. 8: e56172. 
47. Hallstrand TS, Lai Y, Ni Z, Oslund RC, Henderson WR Jr, 
Gelb MH, Wenzel SE. 2011. Relationship between levels 
of secreted phospholipase A₂ groups IIA and X in the 
airways and asthma severity. Clin Exp Allergy 41: 801-810. 
48. Karabina SA, Brocheriou I, Le Naour G, Agrapart M, 
Durand H, Gelb M, Lambeau G, Ninio E. 2006. Atherogenic 
properties of LDL particles modified by human group X 
secreted phospholipase A2 on human endothelial cell 
function. Faseb J. 20: 2547-2549. 
49. Sin BA, Akdis M, Zumkehr J, Bezzine S, Bekpen C, 
Lambeau G, Akdis CA. 2011.  T-cell and antibody 
responses to phospholipase A(2) from different species 
show distinct cross-reactivity patterns. Allergy 66: 1513-
1521. 
50. Trager W, Jensen JB. 1976. Human malaria parasites 
in continuous culture. Science 193: 673-675. 
51. Havel RJ, Eder HA, Bragdon JH. 1955. The distribution 
and chemical composition of ultracentrifugally separated 
lipoproteins in human serum. J Clin Invest 34: 1345-1353. 
52. Asakawa T, Matushita S. 1980. Coloring condition of 
thiobarbituric acid test for detecting lipid hydroperoxide. 
Lipids 15:134-140. 
53. Nevalainen TJ, Eerola LI, Rintala E, Laine VJO, Lambeau 
G, Gelb MH. 2005. Time-resolved fluoroimmunoassays of 
the complete set of secreted phospholipases A2 in human 
serum. Biochim Biophys Acta 1733: 210-223. 
54. Degousee N, Ghomashchi F, Stefanski E, Singer A, 
Smart BP, Borregaard N, Reithmeier R, Lindsday TF, 
Lichtenberger C, Reinisch W, Lambeau G, Arm J, Tischfield 
J, Gelb MH, Rubin BB. 2002. Groups IV, V, and X 
phospholipases A2 in human neutrophils. Role in 
eicosanoid production and Gram-negative bacterial 
phospholipid hydrolysis. J Biol Chem 277: 5061–5073. 
55. Grönroos JO, Salonen JH, Viander M, Nevalainen TJ, 
Laine VJO. 2005. Roles of group IIA phospholipase A2 and 
complement in killing of bacteria by acute phase serum. 
Scand J Immunol 62:413-419. 
 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1541684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18755682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18755682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18755682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hagelgans%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16516807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siegert%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16516807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16516807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16516807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10074489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10074489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10074489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25805806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karabina%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20153800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gora%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20153800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atout%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20153800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ninio%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20153800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23451035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23451035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23451035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21255140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21255140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21255140


204 
 

TABLE 1. Specific activities of sPLA2s on lipoproteins.  
 

Specific activities (µmole NEFA / minmg sPLA2) 

sPLA2 n Oxidized Native 

Fold-change P values P values 

(oxidized/native) oxidized vs native LDL vs HDL 

  LDL HDL LDL HDL LDL HDL LDL HDL native oxidized 

hGIB 4 
0.06 ± 
0.03 

0.45 ± 
0.39 

0.05 ± 
0.02 

0.25 ± 
0.22 

1.2 1.8 0.1133 0.1250 0.0625 0.0625 

hGIIA 7 
0.16 ± 
0.09 

0.10 ± 
0.06 

0.02 ± 
0.02 

0.03 ± 
0.03 

8.0 3.3 
0.0156 

* 
0.0313 

* 
0.5982 

0.0156 
* 

hGIID 2 0.04 0.03 0.03 0.04 - - - - - - 

hGIIE 2 0.03 0.02 0.02 0.02 - - - - - - 

hGIIF 6 
1,04 ± 
0.28 

1.56 ± 
0.64 

0.74 ± 
0.21 

1.58 ± 
0.59 

1.4 1.0 0.0313* 0.8438 
0.0139 

* 
0.1563 

hGIII 4 
4.29 ± 
3.84 

0.82 ± 
0.51 

6.29 ± 
5.37 

1.06 ± 
0.70 

0.7 0.7 0.2297 0.0961 
0.0447 

* 
0.0931 

hGV 6 
0.99 ± 
0.37 

3.27 ± 
2.57 

1.05 ± 
0.44 

3.88 ± 
2.20 

0.9 0.8 0.8438 0.1563 
0.0313 

* 
0.0625 

hGX 7 
2.66 ± 
1.27 

5.31 ± 
2.12 

2.58 ± 
1.60 

7.92 ± 
5.08 

1.0 0.6 0.6875 0.1094 0.2188 
0.0313 

* 

hGXIIA 2 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 - - - - - - 

Values are mean ± SD (µmole NEFA / minmg sPLA2). For statistical analysis, the nonparametric Wilcoxon 
matched-pair test was used. *P <0.05. n, number of independent experiments. (-): not determined. 
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TABLE 2. Anti-P. falciparum activities of sPLA2-hydrolyzed lipoproteins  
 

 
Oxidized lipoproteins Native lipoproteins 

IC50 (µg PC/mL) P value IC50 (µg PC/mL) P value 

Pre-treatment 
with 

20 nM sPLA2 

LDL HDL 
Oxidized LDL vs 

oxidized HDL 
LDL HDL 

LDL 

(oxidized vs 
native) 

HDL 

(oxidized vs 
native) 

none 
220.1 ± 

61.7 
> 250.0 - > 250.0 > 250.0 - - 

hGIB 
207.5 ± 

59.5 
185.2 ± 

56.6 
- > 250.0 > 250.0 - - 

hGIIA 
220.7 ± 

59.3 
> 250.0 - > 250.0 > 250.0 - - 

hGIID 
222.3 ± 

60.6 
> 250.0 - 

226.6 ± 
40.7 

> 250.0 - - 

hGIIE 
224.7 ± 

54.8 
> 250.0 - > 250.0 

238.7 ± 
43.3 

- - 

hGIIF 
151.4 ± 

49.7 
147.6 ± 

49.7 
0.8447 

190.0 ± 
89.5 

157.4 ± 
68.9 

0.3970 0.4375 

hGIII 
166.4 ± 

63.1 
196.8 ± 

77.5 
0.0209 * 

115.0 ± 
43.9 

210.2 ± 
99.9 

0.0498 * 0.6747 

hGV 
195.6 ± 

67.9 
141.6 ± 

45.5 
0.0089 ** 

241.6 ± 
133.8 

181.2 ± 
84.5 

0.2604 0.1198 

hGX 
101.8 ± 

16.5 
75.6 ± 
11.2 

0.0355 * 
111.6 ± 

37.3 
81.8 ± 
13.3 

0.5155 0.4294 

hGXIIA 
228.2 ± 

54.1 
≥ 250.0 - > 250.0 ≥ 250.0 - - 

Values are mean ± SD of 5 independent experiments. For statistical analysis, the nonparametric Wilcoxon 
matched pairs test was applied, with: P < 0.05 and P < 0.01. (-): not determined. 

 
 

TABLE 3. Anti-Plasmodium activities of LDL and HDL pretreated with hGIIA sPLA2 

 

Anti-Plasmodium activities of LDL and HDL 
IC50 values (µg PC/mL) 

Pretreatment 
hGIIA sPLA2 (nM) 

Native LDL Oxidized LDL Native HDL Oxidized HDL 

None > 250 220.1 ± 61.7 > 250 > 250 

100  ± 250 162.3 ± 22.4 > 250 > 250 

250 215.3 ± 26.4 87.0 ± 39.2 216.6 ± 23.5 87.3 ± 9.2 

 Values are mean ± SD of 3 independent experiments 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



206 
 

Table 4. Anti-P. falciparum activities of sPLA2s in the presence of native or oxidized total 

lipoprotein fraction 

 
Anti-P. falciparum activities of sPLA2s  

IC50 values (nM) 

Total lipoproteins  hGIIA hGIIF hGV hGX 

w/o > 250.0 > 50.0 > 80.0 > 3.0 

native > 250.0 19.8 ± 13.3 21.9 ± 3.3 1.52 ± 0.74 

oxidized 150.0 ± 40.8 4.3 ± 4.0 10.2 ± 2.7 0.78 ± 0.26 

Values are mean ± SD of 4 independent parasite growth inhibition assays. The 
lipoprotein fraction was 0.2 mg PC /mL in culture medium. 

 
 
 

Figure 1. Phospholipid content and LDL oxidation in malaria plasma. Malaria (n = 41) and healthy (n = 28 for 
phospholipid analysis, n = 19 for oxidation analysis) plasma samples were analyzed for (A) phospholipid content 
using the phospholipid B-kit from WAKO Chemicals, and (B) lipoprotein oxidation using the Ox-LDL kit (Mercodia), 
following manufacturers’ instructions. Median with IQR is shown. The Mann-Whitney test was applied; P < 0.05 
and P < 0.001.  
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Figure 2. Secreted PLA2 activity and hGIIA sPLA2 concentration are increased in malaria plasma. Plasma from 
41 P. falciparum-parasitized patients (parasitized plasma) and 28 non-parasitized healthy donors (normal 
plasma) were analyzed for (A) sPLA2 activity using the 3H-oleate E. coli membrane assay; (B) hGIIA sPLA2 
content by quantitative TR-FIA using hGIIA-specific antibodies. Median with interquartile range (IQR) is shown. 
The non-parametric Mann-Whitney U test for independent samples was applied, ***P < 0.0001. (C): correlation 
between plasma hGIIA sPLA2 concentration and plasma sPLA2 enzymatic activity (Spearman r = 0.9542; ***P < 
0.0001). (D): correlation between plasma hGIIA sPLA2 concentration and parasitaemia from donors (Spearman r 
= 0.06894; ns). 

 
 
Figure 3. Inhibition of endogenous hGIIA sPLA2 does not impact P. falciparum development in malaria plasma. 
Parasite was grown in RPMI supplemented with 8% plasma from infected patients, in the absence (w/o LY) or 
presence (+ LY) of 10 µM LY311727, a specific inhibitor of hGIIA sPLA2. Parasitaemia was determined from Diff-
Quik-stained smears before and after 96 h (i.e. two intraerythrocytic cycles) of incubation in culture conditions. 
Multiplication factor was established according to parasitaemia at time zero of incubation. Plasma samples from 
20 malaria patients were tested. Values are median with IQR. Statistical significance was assessed by using the 
Wilcoxon signed rank test.; ns = non-significant, P = 0.1550. 
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Figure 4. A) Exogenous hGIIA inhibits P. falciparum in malaria but not normal plasma. P. falciparum was grown 
for two intraerythrocytic cycles (96 h) in RPMI containing 8% malaria (M) or normal plasma (N) in the presence 
(+IIA) or absence of 100 nM recombinant hGIIA sPLA2. Parasitaemia at time zero and 96 h was established from 
Giemsa-stained smears. Multiplication factor was expressed as Parasitaemia t96h / Parasitaemia t0h. Experiment 
was performed with 8 normal uninfected and 10 malaria plasma samples. Paired t test was applied, with P < 
0.05. B) hGIIF and hGX sPLA2s are inhibitory to P. falciparum in malaria plasma. Parasites were grown for 96 h 
in RPMI containing 8% malaria plasma supplemented with either 100 nM hGIIA (IIA), 10 nM hGIIF (IIF), 0.5 nM 
hGX (X), or without sPLA2 (w/o). Experiment was performed with 14 (w/o, hGIIA) and 11 (hGIIF, hGX) malaria 
plasma samples. The nonparametric Wilcoxon signed rank test was applied for statistical analysis. P <0.05, P 
<0.01, P <0.001.  

 

 
 
Figure 5. A) Exogenous hGIIA sPLA2 hydrolyzes phospholipids from malaria but not normal plasma. Plasma 
from parasitized (n = 11, Malaria) and non-parasitized, non-ill subjects (n = 10, Normal) were incubated at 37°C 
for 18 h with 400 nM hGIIA sPLA2 (hGIIA) or 8 nM hGX sPLA2 (hGX), or without sPLA2 (w/o). NEFA content (µg/µL 
of plasma) before and after incubation was measured by using the NEFA-C kit. NEFA release was established by 
subtracting NEFAs at time zero of incubation from NEFAs after 18 h incubation. For statistical analysis, the non-
parametric Wilcoxon signed rank test was applied. P <0.01. B) Parasite inhibition by hGIIA sPLA2 depends on 
its catalytic activity. P. falciparum was tested for growth in 7 malaria plasma samples supplemented with 100 
nM hGIIA sPLA2, either WT (WT) or catalytically-inactive (H48Q mutant). Growth control was without sPLA2 
(w/o). Multiplication factor after 96 h of incubation in culture conditions was established from parasitaemia at 
time zero and 96 h of incubation. For statistical analysis, paired t test was applied.P < 0.05, ns = P > 0.05.  
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ANNEXE 2 : NUMERATION DES GR/µL DE SANG, HEMATORITE ET VOLUME GLOBULAIRE MOYEN AU COURS DE 

L’INFECTION (HEMATOGRAMME) 

 

 TG-  TG+ 

J post-
inoculation 

0 7 13 15 0 7 12 15 

Nb de souris 
analysées 

6 5 5 5 6 3 4 3 

GR (106/µL) 
10,67 ± 0,59 

(10,51) 
10,39 ± 0,71 

(10,71) 
4,76 ± 0,51 

(4,5) 
2,64 ± 1,02 

(2,59) 
9,72 ± 0,54 

(9,72) 
9,57 ± 0,35 

(9,49) 
6,35 ± 0,77 

(6,25) 
2,36 ± 0,96 

(2,25) 

HCT (%) 
47,27 ± 2,33 

(47,4) 
45,5 ± 2,23 

(46,3) 
17,40 ± 2,12 

(17,7) 
25,30 ± 7,92 

(26,6) 
45,15 ± 1,86 

(45,4) 
44,07 ± 1,42 

(43,8) 
22,63 ± 2,80 

(22,6) 
17,67 ± 3,06 

(17,0) 

VGM (ou 
MCV) (fL)) 

44,30 ± 0,78 
(44,25) 

43,82 ± 1,34 
(43,6) 

50,84 ± 2,20 
(49,7) 

72,50 ± 3,81 
(72,00) 

46,47 ± 0,85 
(46,8) 

46,07 ± 0,23 
(46,2) 

53,25 ± 2,12 
(53,2) 

82,83 ± 8,50 
(81,30) 

RDW-CV (%) 
21,45 ± 0,96 

(21,65) 
21,24 ± 0,76 

(21,3) 
19,78 ± 1,90 

(19,8) 
- 

20,97 ± 0,40 
(20,85) 

21,80 ± 0,95 
(22,3) 

21,95 ± 3,05 
(22,8) 

- 

HGB 
15,33 ± 0,70 

15,55 
14,96 ± 0,75 

(15,1) 
4,76 ± 0,51 

(4,45) 
6,10 ± 1,44 

(5,90) 
14,68 ± 0,86 

14,85 
14,50 ± 0,56 

(14,4) 
6,35 ± 0,77 

(6,25) 
4,23 ± 0,84 

(3,80) 
Les valeurs sont présentées sous la forme : moyenne ± SD (médiane).  Le tiret « - » indique une valeur non déterminée par la machine. 
GR = globules rouges 
HCT= hématocrite 
VGM (ou MCV) = volume globulaire moyen (en fL) 
RDW-CV (en %) = pourcentage de globules rouges de taille anormal 
HGB = hémoglobine
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ANNEXE 3 : CARACTERISATION DES ERYTHROCYTES ET RETICULOCYTES 

Analyse sur frottis sanguin coloré au Diff-QuikTM 

 
TG+ 
J0 

TG+ 
J7 

TG+ 
J12 

TG+ 
J15 

N° souris 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5  1.6 1.7 1.8 1.9 1.10 1.11 1.12 1.13 1.14  1.15 1.16 1.17   

Distribution norm norm norm augm augm  norm norm norm norm norm dim dim dim dim  dim dim dim   

PKP + + + ++ ++  ++++ + + +++ + ++++ +++ ++++ ?  ++++ ++++ ++++   

EA (érythroblastes) 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0 0 0 0  ++++ + +++   

SCH (schizocytes) 0 0 0 0 0  + rares 0 0 0 0 0 0 0  + 0 0   

CHJ (corps de 
Howell-Jolly) 

rares rares 0 ++ rares  ++ ++ ++ + + + 0 0 0  +++ +++ +++   

Sphérocytes        - - -  - - - -  - - ?   

 
TG- 
J0 

TG- 
J7 

TG- 
J13 

TG- 
J15 

N° souris 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 2.10 2.11 2.12 2.13 2.14 2.15 2.16 2.17 2.18 2.19 2.20 2.21 

Distribution norm norm augm augm augm augm norm norm norm norm norm dim dim dim dim dim dim dim dim dim dim 

PKP + ++ + ++ +++ +++ ++ ++++ ++ + + ? ++++ ++ ++ ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

EA (érythroblastes) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ++++ + 0 0 0 + 0 0 + 

SCH (schizocytes) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CHJ (corps d’Howell-
Jolly) 

rares rares rares rares + rares rares +++ + 0 rares 0 0 0 0 0 +++ ++ +++ 0 +++ 

Sphérocytes            - - -   - ? ? ? ? 

Distribution = densité des globules rouges sur le frottis. La distribution des érythrocytes est évaluée dans la couche mince du frottis sanguin. Dans cette zone, les érythrocytes sont le plus souvent disposés isolément 
et il est plus facile d’estimer leur densité. Chez un animal qui présente une anémie modérée ou sévère, comparé à un animal sain, la densité des érythrocytes de la couche mince apparaît en général nettement diminuée 
(plus d’espace entre les cellules). Norm : normale ; augm : augmentée ;dim : diminuée. 
PKP : polychromatophilie = indice de la richesse en réticulocytes, plus bleus. Des macrocytes (érythrocytes de taille augmentée) s’observent typiquement lors d’anémie régénérative en raison de la présence de 
polychromatophiles dont le volume cellulaire est supérieur à celui des érythrocytes matures. Les polychromatophiles sont reconnaissables à leur couleur légèrement basophile qui s’explique par la présence de 
ribosomes qui se colorent en bleu.  
Schizocyte = critère de forme des érythrocytes. Les schizocytes sont des érythrocytes de morphologie fortement altérée ; ils apparaissent comme des fragments d’érythrocytes aux extrémités pointues. La présence de 
schizocytes sur un frottis sanguin évoque tout d’abord une hémolyse mécanique qui peut être l’expression d’une microangiopathie thrombotique. 
Sphérocytes = Les sphérocytes sont des érythrocytes de petit diamètre qui apparaissent plus foncés et sans pâleur centrale, comparés aux érythrocytes matures. 
Corps d’Howell-Jolly = ce sont des fragments de noyau qui n’ont pas été éliminés des érythrocytes. Ils sont rencontrés lors d’anémie régénérative ou de splénectomie. Ils sont aussi observés à l’état normal, en faible 
pourcentage. 
Erythroblastes = Les érythroblastes sont des GR nucléés qui représentent des stades immatures d’érythrocytes. En général, ils sont libérés par la moelle osseuse lors d’un important effort de régénération chez un 
animal anémique. Toutefois, Ils peuvent également indiquer un trouble de la moelle osseuse ou un désordre splénique. 
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ANNEXE 4 : DISTRIBUTION DES SOUS-POPULATIONS LEUCOCYTAIRES AU COURS DE L’INFECTION

J post-inoculation 
TG+ 
J0 

TG+ 
J7 

TG+ 
J12 

TG+ 
J15 

N° souris 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5  1.6 1.7 1.8 1.9 1.10 1.11 1.12 1.13 1.14  1.15 1.16 1.17   

Neutrophiles (%) 60 31 57 41 49  50 57 60 53 45 63 62 64 64  41 51 53   

Lymphocytes (%) 32 57 37 50 43  35 27 29 31 31 22 35 28 31  55 46 39   

Monocytes (%) 4 6 4 6 4  11 12 9 11 16 13 2 8 4  3 3 6   

Eosinophiles (%) 4 6 2 3 4  4 4 2 5 8 2 1 0 1  1 0 2   

Basophiles (%) 0 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0   

J post-inoculation 
TG- 
J0 

TG- 
J7 

TG- 
J13 

TG- 
J15 

N° souris 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 2.10 2.11 2.12 2.13 2.14 2.15 2.16 2.17 2.18 2.19 2.20 2.21 

Neutrophiles (%) 9 9 21 22 8 15 23 33 27 30 37 13 22 36 32 44 13 14 4 15 18 

Lymphocytes (%) 85 87 67 70 87 74 70 58 63 57 57 86 74 60 58 46 85 82 90 79 79 

Monocytes (%) 3 1 4 5 5 6 4 9 9 11 8 1 4 4 10 10 1 4 6 5 3 

Eosinophiles (%) 3 3 8 3 0 5 3 0 1 2 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 

Basophiles (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ANNEXE 5 : VALORISATION DES RESULTATS, MISSIONNARIAT ET FORMATIONS 

 

Publications 

Christiane Deregnaucourt, Mélanie Dacheux, Veronique Sinou, Christine Payre, Daniel Parzy, Philippe Grellier, 

Gérard Lambeau. « Concerted action of human secreted group IIA phospholipase A2 and oxidized lipoproteins 

inhibits the in vitro growth of the malaria parasite Plasmodium falciparum ». Soumis le 14 juillet 2018 à Infection 

and Immunity. 

 

Mélanie Dacheux, Soraya Chaouch, Amandine Labat, Philippe Grellier, Lhousseine Touqui, Christine Payré, 

Gérard Lambeau, Christiane Deregnaucourt. « In vivo antimalarial activity of human group IIA phospholipase A2 

in a transgenic mouse model of malaria ». Manuscrit en preparation. 

 

 

Congrès 

Présentations orales : 

Mélanie Dacheux, Soraya Chaouch, Grégory Jouvion, Christine Payré, Amandine Labat, David Hardy, Lhousseine 

Touqui, Philippe Grellier, Gérard Lambeau et Christiane Deregnaucourt. « Anti-Plasmodium activity of human 

group IIA phospholipase A2 in a transgenic mouse model of malaria ». 29/03 au 31/03/2018. Bioactive lipids 

conference, Athènes, Grèce. 

Mélanie Dacheux, Soraya Chaouch, Amandine Labat, Lhousseine Touqui, Philippe Grellier, Gérard Lambeau, 

Christiane Deregnaucourt. « Potential involvement of human secreted group IIA phospholipase A2 in malaria ». 

06/03 au 10/03/2018. 5th Young Natural History Scientists’ Meeting, Paris, France. 

Mélanie Dacheux, Soraya Chaouch, Amandine Labat, Lhousseine Touqui, Philippe Grellier, Gérard Lambeau, 

Christiane Deregnaucourt. « Interactions hôte/parasite : rôle des phospholipases A2 sécrétées dans le paludisme 

». 30/11/2017. Journée départementale MCAM, MNHN. Paris, France. 

Mélanie Dacheux, Gérard Lambeau, Christine Payré, Philippe Grellier, Lhousseine Touqui, Christiane 

Deregnaucourt. « On the role of human group IIA phospholipase A2 in malaria: from in vitro to in vivo mouse 

studies ».  23/10 au 26/10/2016. 12th GERLI international Lipidomics meeting « Microbe and host lipids », 

Toulouse, France. 

 

 Posters : 

Mélanie Dacheux, Gérard Lambeau, Christine Payré, Philippe Grellier, Lhousseine Touqui, Christiane 

Deregnaucourt. « On the role of human group IIA phospholipase A2 in malaria: from in vitro to in vivo mouse 

studies ».  23/10 au 26/10/2016. 12th GERLI international Lipidomics meeting « Microbe and host lipids », 

Toulouse, France. 

Mélanie Dacheux, Gérard Lambeau, Christine Payré, Philippe Grellier, Lhousseine Touqui, Christiane 

Deregnaucourt. « On the role of human group IIA phospholipase A2 in malaria: from in vitro to in vivo mouse 

studies ». 09/06 au 10/06/2016. 2nd Microorganism Conference, UPMC/MNHN. Paris, France. 
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Missionnariat 

 Enseignement : 

« TP ARN d’interférence », niveau Master 2. Responsables : Linda KOHL (MNHN) & Serge BONNEFOY (Institut 

Pasteur Paris). 96 heures. 

Rendez-vous de la science : « La science en cuisine », niveau 6ème, 5ème, 3ème et 2nde. 36 heures. 

Rendez-vous de la science « Quelle roche pour ta maison ? », niveau 5ème. 28 heures. 

 

 Diffusion scientifique : 

Administratrice du forum « Biologie Cellulaire et Moléculaire » du MNHN. 20 heures. 

Rédaction des articles de vulgarisation scientifique (à destination des enseignants du secondaire) : (60 heures) 

- La transgénèse Bt 

- Les microorganismes dans l’alimentation 

- Faire produire des médicaments par les bactéries 

 

 

Formation 
 

« Career Development for Doctors of Natural Science ». 12/06 au 22/06/2017. MNHN. Responsable : Jill 

BARGIEL.  

« Formation niveau I : Expérimentation animale, éthique et bien-traitance ». 06/03 au 17/03/2017. Université 

Pierre et Marie Curie, Paris. Responsable : Brigitte RAULT. 

« Imagerie numérique – Initiation au logiciel ImageJ/FIJI ». 01/02/2017. MNHN. Responsable : Patricia WILS. 

« Module R ». 14/03 au 16/03/2016. MNHN. Responsables : Jérôme SUEUR et Loic PONGER. 

« Rédiger un article scientifique en sciences de la vie ». 08/02 au 12/02/2016. MNHN. Responsable : Vincent 

DEBAT. 

« Toulouse School of Lipid 2016 ». 27/01 au 29/01/2016. Faculté de Médecine de Rangueil, Toulouse. 

Responsables : Justine BERTRAND-MICHEL et Bernard PAYRASTRE. 

« Mythes et réalités : les grands singes ». 17/12 au 18/12/2015. MNHN. Responsable : Florence GOUDENECHE. 

« Les expéditions scientifiques : un support pour articuler la démarche d’investigation et les compétences du 

socle ». 25/11 au 27/11/2015. MNHN. Responsables : Alexandra MOREIRA et Natacha OUVRIE. 
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