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Résumé	
	
Trypanosoma	 brucei	 brucei	 est	 un	 parasite	 unicellulaire	 sanguicole	 de	 l’ordre	 des	
Kinétoplastidés	responsable	d’une	maladie	que	l’on	nomme	trypanosomiase	africaine	ou	
maladie	 du	 sommeil	 chez	 les	 humains.	 Ce	 parasite	 peut	 également	 contaminer	 des	
animaux,	 ils	 seront	alors	atteints	de	 la	Nagana.	La	particularité	de	ce	parasite	est	qu’il	
met	 en	 jeu	 un	 vecteur	 de	 transmission,	 la	 glossine.	 Ce	 vecteur	 transmet	 le	 parasite	 à	
l’hôte	 par	 piqûre	 contaminante,	 lors	 de	 la	 prise	 d’un	 repas	 de	 sang.	 Ce	 trypanosome	
possède	 donc	 un	 cycle	 évolutif	 très	 particulier	 qui	 malgré	 sa	 complexité,	 menace	 de	
contamination	des	millions	d’individus	en	Afrique.		
Dans	les	travaux	que	nous	avons	effectués,	nous	nous	intéressons	plus	particulièrement	
aux	phospholipases	présentes	dans	ce	parasite.		
En	effet,	 les	 lipides	sont	des	constituants	essentiels	des	membranes	des	cellules	et	des	
ressources	 importantes	 pour	 le	 métabolisme	 du	 parasite.	 D’anciennes	 études	 ont	
montré	 que	 les	 parasites	 les	 plus	 virulents,	 qui	 entrainent	 une	 symptomatologie	 plus	
bruyante	sur	les	hôtes,	possèdent	une	activité	Phospholipase	A1(PLA1)	très	importante.	
D’autant	plus	 les	parasites	qui	peuvent	 se	 retrouver	dans	d’autres	compartiments	que	
les	vaisseaux	sanguins	commeTrypanosoma	brucei.	
Une	 analyse	 in	 silico	 nous	 a	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 différents	 gènes	 pouvant	
coder	pour	des	enzymes	à	activité	lipase	et	de	les	étudier	de	manière	plus	approfondie.	
Nous	 nous	 sommes	 plus	 particulièrement	 intéressés	 aux	 protéines	 pouvant	 avoir	 une	
activité	 PLA1.	 Nous	 avons	 nommé	 ces	 gènes	 d’intérêt	 TbPLA1b,	 TbPLA1c	 et	 TbbLa.	
Plusieurs	études	de	 localisations	ont	été	menées	afin	de	déterminer	où	se	trouvent	 les	
protéines	dans	les	cellules.	Nous	avons	trouvé	que	pour	le	premier	candidat	TbPLA1b,	la	
localisation	était	double,	à	la	fois	dans	le	cytosol	et	dans	des	organites	particuliers	:	 les	
glycosomes.	 Les	 localisations	 des	 deux	 autres	 candidats	 PLA1	 n’ont	 pas	 pu	 être	
déterminées	avec	exactitude.		
Concernant	la	fonction	de	ces	protéines,	il	semblerait	que	l’activité	de	TbPLA1b,	soit	à	la	
fois	 une	 activité	 PLA1	 et	 une	 activité	 lysophospholipase.	 TbPLA1c	 pourrait	 avoir	 une	
activité	PLA2	ce	qui	 ferait	d’elle	 la	première	 jamais	décrite	chez	ces	parasites.	Quant	à	
TbbLa	nous	n’avons	pas	encore	pu	déterminer	son	activité.		
L’une	des	questions	centrales	de	ce	travail	était	d’étudier	la	redondance	des	différentes	
lipases	dans	 le	parasite	afin	de	comprendre	comment	elles	s’organisent	dans	 la	cellule	
pour	effectuer	 leur	rôle	d’hydrolyse.	En	effet,	aucune	d’entre	elle	n’est	essentielle	dans	
les	 conditions	 de	 culture	 et	 il	 semblerait	 donc	 que	 les	 activités	 se	 chevauchent,	
permettant	 au	 parasite	 de	 palier	 à	 ses	 besoins	 énergétiques	 malgré	 les	 gènes	
manquants.		
De	manière	intéressante,	 il	semble	y	avoir	un	lien	entre	l’expression	de	TbPLA1c	et	de	
TbPLA1b,	 ce	 qui	 pourrait	 se	 comprendre	 par	 l’activité	 PLA2	 de	 la	 première	 et	
lysophospholipase	 de	 la	 seconde.	 Leur	 action	 combinée	 permet	 de	 libérer	 les	 deux	
acides	gras	des	glycérophospholipides.		
Nous	sommes	encore	au	début	de	nos	travaux	sur	ces	lipases,	étant	donné	leur	diversité	
et	 leur	 nombre,	 et	 il	 sera	 important	 de	 continuer	 les	 investigations	 pour	 savoir	 dans	
quelle	mesure	elles	prennent	part	à	la	fois	au	métabolisme	et	à	la	virulence	du	parasite.		
	
Mots	clefs	:	Trypanosoma	brucei,	phospholipase,	formes	sanguines,	lipides,	PLA1	
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Abstract	
	
Trypanosoma	brucei	brucei	 is	a	single-cell	parasite,	part	of	the	Kinetoplastidae	order.	It	
causes	a	disease	known	as	African	trypanosomiasis	or	sleeping	sickness	in	humans.	This	
parasite	 can	 also	 infect	 animals,	 they	 will	 then	 be	 affected	 by	 Nagana.	 This	 parasite	
involves	a	 transmission	vector,	glossina.	This	vector	 transmits	 the	parasite	 to	 the	host	
through	 a	 contaminating	 bite	 during	 a	 blood	 meal.	 The	 trypanosome	 has	 a	 very	
particular	evolutionary	cycle	which,	despite	its	complexity,	threatens	the	contamination	
of	millions	of	individuals	in	Africa.	
	
In	our	work,	we	are	more	particularly	interested	in	the	phospholipases	of	this	parasite.	
Indeed,	lipids	are	essential	constituents	of	cell	membranes	and	important	resources	for	
the	 metabolism	 of	 the	 parasite.	 Previous	 studies	 have	 shown	 that	 the	 more	 virulent	
parasites,	 which	 cause	 severe	 symptoms	 in	 hosts,	 have	 very	 high	 Phospholipase	 A1	
(PLA1)	activity.	This	is	especially	true	for	parasites	which	can	be	found	in	compartments	
other	than	blood	vessels	such	as	Trypanosoma	brucei.	
An	 in	 silico	 analysis	 allowed	us	 to	highlight	different	genes	 that	 can	 code	 for	enzymes	
with	 lipase	activity.	We	are	more	particularly	 interested	 in	proteins	which	 can	have	a	
PLA1	activity.	We	named	these	genes	of	interest	TbPLA1b,	TbPLA1c	and	TbbLa.	Several	
localization	 studies	 have	 been	 carried	 out	 to	 determine	 where	 proteins	 are	 found	 in	
cells.	We	found	that	for	the	first	candidate	TbPLA1b,	there	was	a	dual	location,	both	in	
the	cytosol	and	in	a	particular	organelle,	the	glycosomes.	The	locations	of	the	other	two	
PLA1	candidates	could	not	be	determined	with	accuracy.	
	
Regarding	the	function	of	these	proteins,	it	appears	that	TbPLA1b	has	both	PLA1	activity	
and	lysophospholipase	activity.	TbPLA1c	may	have	PLA2	activity	making	it	first	protein	
of	this	type	ever	described	in	these	parasites.	For	TbbLa,	we	have	not	yet	been	able	to	
determine	its	activity.	
	
One	 of	 the	 central	 questions	 of	 this	 work	 was	 to	 study	 the	 redundancy	 of	 different	
lipases	in	the	parasite	in	order	to	understand	how	they	organize	themselves	in	the	cell	
to	 perform	 their	 hydrolytic	 role.	 Indeed,	 none	 of	 them	 are	 essential	 under	 normal	 in	
vitro	growing	conditions	and	it	seems	that	the	activities	overlap,	allowing	the	parasite	to	
meet	its	energy	needs	despite	the	missing	genes.	
	
Interestingly,	there	seems	to	be	a	link	between	the	expression	of	TbPLA1c	and	TbPLA1b,	
which	 could	 make	 sense	 at	 the	 light	 of	 the	 PLA2	 activity	 of	 the	 first	 and	
lysophospholipase	 of	 the	 second.	 They	 can	 generate	 two	 fatty	 acids	 from	
glycerophospholipids.	
	
We	 are	 still	 at	 the	beginning	of	 our	work	on	 these	 lipases	 and	 it	will	 be	 important	 to	
continue	the	investigations	to	know	their	place	in	both	the	metabolism	and	the	virulence	
of	the	parasite.	
	
Keywords:	Trypanosoma	brucei,	phospholipase,	bloodstream	forms,	lipids,	PLA1,	PLA2	
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1 Introduction	au	projet	de	thèse	
La	 trypanosomiase	 africaine	 est	 une	pathologie	 du	 continent	 africain	 qui	 affecte	 aussi	

bien	 les	 animaux	 que	 les	 humains.	 La	maladie	 du	 sommeil,	 proprement	 humaine,	 est	

causée	par	un	parasite	microscopique	du	nom	de	trypanosome.	Ce	parasite	est	inoculé	

lors	 de	 la	 piqûre	 d’une	 glossine	 qui	 se	 nourrit	 et	 décharge	 par	 la	 même	 occasion	 le	

parasite	dans	son	hôte.		

	

Connue	 depuis	 plusieurs	 millénaires,	 la	 trypanosomiase	 africaine	 reste	 cependant	 un	

problème	majeur	et	sous-diagnostiqué	de	la	santé	des	peuples	d’Afrique.	Cette	maladie	

peut	se	représenter	comme	une	guerre	basée	sur	fond	de	«	théorie	de	l’évolution	»	dans	

laquelle	les	protagonistes	animaux,	Hommes,	vecteurs	et	parasites	se	livrent	depuis	des	

siècles	une	lutte	sans	merci.	

	

Dans	 la	première	partie	de	ce	 travail	 seront	abordés	 tous	 les	acteurs	de	 la	pathologie.	

Nous	y	découvrirons	en	détail	 le	parasite	et	 le	vecteur,	ainsi	que	 les	mesures	de	 luttes	

passées	et	actuelles.	Nous	y	introduirons	aussi	l’étroite	relation	entre	les	espèces	et	leur	

évolution	concomitante,	qui	 fascine	en	termes	de	questionnement	de	 la	Nature.	Seront	

présentés	ensuite	des	généralités	sur	les	lipides	et	les	lipases	et	leurs	rôles	concernant	la	

physiologie	du	parasite.	Nous	parlerons	enfin	plus	particulièrement	des	phospholipases	

qui	sont	au	centre	de	ce	sujet	d’étude.	

	

A	ce	 jour,	peu	de	recherches	ont	porté	sur	 les	phospholipases	bien	que	leurs	fonctions	

pourraient	être	au	cœur	du	métabolisme	et	de	 la	virulence	du	parasite.	Mon	travail	de	

thèse	a	consisté	en	l’étude	de	nouveaux	gènes	du	trypanosome	africain,	pouvant	coder	

pour	 des	 protéines	 à	 activité	 phospholipase	 (PL),	 par	 des	 approches	 de	 génomique	

fonctionnelle	et	de	lipidomique.	
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2 Généralités	sur	la	trypanosomiase	africaine	
 

2.1.1 Description	clinique	de	la	maladie	du	sommeil	

La	 trypanosomiase	 africaine,	 maladie	 vectorielle	 engendrée	 par	 les	 parasites	

Trypanosoma	 brucei,	 de	 l’ordre	 des	 Kinétoplastidés,	 se	 décline	 sous	 deux	 formes.	 Elle	

peut	être	humaine	et	prendra	le	nom	de	«	Maladie	du	sommeil	»,	elle	sera	alors	causée	

par	 deux	 parasites,	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense	 (Tbg)	 et	 Trypanosoma	 brucei	

rhodesiense	 (Tbr)	ou	 animale.	 Lorsque	 le	 parasite	 se	 développe	 chez	 l’animal,	 on	 dira	

qu’il	est	atteint	de	«	Nagana	»,	ce	qui	signifie	«	être	déprimé	»	en	zoulou.	On	comprendra	

donc	que	cette	affection	puisse	être	nommée	différemment	selon	les	lieux	de	description	

de	 la	 maladie.	 Ces	 maladies	 sont	 connues	 du	 continent	 Africain	 depuis	 des	 milliers	

d’années.	La	pathologie	se	traduit	par	l’inoculation	du	parasite	par	l’insecte	vecteur	ou	

glossine,	suivie	de	deux	phases	distinctes	:	

• La	piqure	de	la	mouche	tsé-tsé	est	très	douloureuse.	Les	parasites	sont	inoculés	

en	 même	 temps	 que	 la	 glossine	 prend	 son	 repas	 de	 sang	 et	 un	 chancre	

d’inoculation	 (Figure	 1)	 apparaît	 très	 rapidement.	 C’est	 la	 première	 action	 du	

système	immunitaire,	qui	consiste	à	confiner	le	parasite	à	la	zone	de	piqure.	Lors	

de	 l’apparition	 de	 ce	 chancre,	 un	 érythème	 local	 et	 un	 œdème	 se	 forment.	 La	

lésion	 est	 sensible	 et	 chaude,	 caractéristique	 du	 processus	 inflammatoire.	 Elle	

disparait	 en	 approximativement	 deux	 semaines.	 Les	 parasites	 sont	 retrouvés	

dans	le	sang	du	patient	en	5	jours.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	1	:	Double	chancre	d'inoculation	du	trypanosome	africain	ou	trypanome		
Photographie	d’après	(Hope-Rapp	et	al.	2009)	
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• La	première	phase,	lymphatico-sanguine	:	le	parasite	a	diffusé	depuis	le	point	de	

piqure	 et	 se	 retrouve	dans	 le	 sang	 et	 la	 lymphe	pour	 se	multiplier.	Des	 vagues	

successives	 de	 parasitémie	 induisent	 des	 fièvres	 intermittentes,	 des	

adénopathies	 (ganglions	 mobiles	 et	 douloureux)	 et	 une	 splénomégalie.	

L’hypertrophie	 des	 ganglions	 lymphatiques	 de	 la	 partie	 postérieure	 du	 cou	 ou	

signe	 de	 Winterbottom	 (Figure	 2)	 est	 pathognomonique	 de	 l’infection	 à	

Trypanosoma	brucei	gambiense	(incidence	56	à	95%)	(Trypanosomiase	Humaine	

Africaine	Lutte	Et	Surveillance.	2015).		

	

	

Figure	2	:	Ganglion	de	Winterbottom,	pathognomonique	d'une	contamination	par	le	trypanosome	
africain	

Photographie	du	CIRDES	

	

Cette	 physiopathologie	 s’accompagne	 de	 malaises	 et	 de	 maux	 de	 tête,	 d’un	

épuisement	extrême,	de	douleurs	musculaires	et	articulaires,	d’un	prurit	et	d’une	

anémie.	 Des	 modifications	 de	 l’électrocardiogramme	 s’observent	 chez	 plus	 de	

50%	des	patients	en	première	phase	de	la	maladie	(allongement	de	l’intervalle	Q-

Tc).	Cette	étape	est	marquée	par	un	profil	 inflammatoire	très	important	(Figure	

3)	durant	lequel	de	nombreuses	cellules	du	système	immunitaire	entrent	en	jeu,	

sont	recrutées	et	détruisent	le	parasite	(Vincendeau	et	Bouteille	2006).	

Concernant	Trypanosoma	brucei,	une	part	de	 la	physiopathologie	s’explique	par	

l’activation	 de	 plasminogène	 et	 l’apparition	 d’anticorps	 nombreux	 et	 successifs	

qui	 entrent	 dans	 la	 formation	 de	 complexes	 immuns	 antigène-anticorps	 qui	 se	
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déposent	dans	 les	petits	vaisseaux,	entrainant	 leur	obstruction,	comme	dans	 les	

reins	 par	 exemple.	 Le	 système	 immunitaire	 s’épuise	 en	 luttant	 de	 manière	

permanente	contre	le	parasite	qui,	ayant	la	capacité	de	variation	antigénique	(cf	

Le	VSG),	 induit	 une	 succession	de	 vagues	parasitologiques	occupant	 le	 système	

immunitaire	 de	 l’hôte,	 qui	 se	 retrouve	 démuni	 lors	 de	 l’affection	 concomitante	

avec	d’autres	microorganismes	(Goodwin	2008).		

Certains	cas	de	guérison	totale	ont	été	décrits	et	peuvent	survenir	si	 la	réponse	

immune	 est	 efficace	 (Jamonneau	 et	 al.	 2012).	 On	 pourrait	 alors	 supposer	 que	

certains	 humains	 sont	 devenus	 trypanotolérants,	 c’est-à-dire	 qu’ils	 supportent	

une	 charge	parasitaire	 tout	 au	 long	de	 leur	 vie	 sans	 développer	 de	 symptômes	

physiques.	Cependant,	le	plus	souvent,	il	y	a	une	balance	entre	le	contrôle	par	le	

système	immunitaire	et	la	parasitémie,	qui	amène	à	une	régulation	chronique	de	

cette	dernière.	 	

	

	
Figure	3	:	Patients	atteints	de	trypanosomiase	aux	deux	stades	de	la	maladie	

	
Photographies	 du	 Pr.	 Pierre	 Aubry	 et	 I.M.T.S.S.A	 Le	 Pharo	 (Marseille)	:	 Aspect	 bouffi	 de	
l’enfant	au	stade	précoce	de	la	maladie	à	gauche.	Troubles	nerveux	du	patient	adulte,	amaigri,	en	
stade	terminal	de	la	maladie	à	droite.	

	

Chaque	 bouleversement	 immun,	 un	 stress	 ou	 l’affection	 par	 un	 autre	

microorganisme,	peut	faire	pencher	la	balance	et	diminuer	le	contrôle	du	système	

immunitaire	 sur	 l’invasion	parasitaire.	Quand	 le	patient	ou	 l’animal	ne	 contrôle	
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plus	la	pathologie,	la	symptomatologie	ressemble	à	un	syndrome	d’Arthus	c’est	à	

dire	 que	 le	 patient	 devient	 oedémateux,	 ses	 muscles	 s’amoindrissent.	 Une	

protéinurie	 croissante	 survient	 et	 les	 reins	 sont	 un	 des	 premiers	 organes	 qui	

dysfonctionnent.	 Des	 dépôts	 de	 fibrinogène	 sont	 observés	 dans	 les	 poumons	

notamment.	 Le	 taux	 de	 plasminogène	 chute	 radicalement	 dans	 les	 vaisseaux,	

entrainant	 des	 désordres	 dans	 la	 cascade	 de	 l’hémostase.	 Les	 vaisseaux	 sont	

abimés	 par	 le	 processus	 infectieux	 et	 on	 observe	 la	 présence	 de	 monocytes,	

plaquettes	 et	 de	 phagocytes	 qui	 se	 collent	 à	 l’endothélium	 et	 induisent	

l’obstruction	 des	 vaisseaux.	 Une	 lyse	 continue	 des	 parasites	mène	 à	 terme	 à	 la	

destruction	 des	 vaisseaux	 et	 il	 n’est	 pas	 rare	 de	 retrouver	 myocardite,	

encéphalite,	cellulite	et	lymphadénite.	

Certains	 désordres	 mineurs	 neurologiques	 et	 endocrinologiques	 peuvent	

apparaître	 à	 ce	 stade.	 On	 observe	 une	 irritabilité	 et	 des	 changements	 de	

comportement	des	individus.	Les	patients	perdent	l’appétit,	ont	une	sensation	de	

froid	 et	 deviennent	 impotents	 et	 infertiles.	 Pour	 nuancer	 ce	 tableau	 clinique,	

certains	 scientifiques	 attestent	 de	 la	 présence	 de	 troubles	 du	 sommeil	 et	 de	

confusion	 chez	 les	 patients	 en	 stade	 précoce	 (phase	 1)	 de	 trypanosomiase	 à	

Trypanosoma	brucei	rhodesiense.	Ces	patients	sont	cependant	très	souvent	poly-

parasités,	notamment	par	les	parasites	du	genre	Plasmodium	(Kato	et	al.	2015).	

	

• La	 deuxième	 phase,	 méningo-encéphalique	 (Figure	 3)	 est	 caractérisée	 par	 la	

présence	du	parasite	dans	le	liquide	céphalo-rachidien	(LCR).	Des	études	in	vitro	

sur	des	cellules	endothéliales	ont	montré	que	le	parasite	est	capable	à	un	certain	

stade,	sous	l’action	des	enzymes	du	système	immunitaire	de	l’hôte,	et	du	parasite,	

de	 passer	 la	 barrière	 hémato-encéphalique	 (BHE)	 en	 modifiant	 l’intégrité	 de	

l’endothélium	(P.	G.	E.	Kennedy	et	Rodgers	2019).		

Les	 signes	 neurologiques	 peuvent	 apparaître	 lors	 de	 la	 phase	 lymphatico-

sanguine	mais	le	patient	entre	officiellement,	selon	l’OMS,	dans	la	seconde	phase	

par	la	présence	d’au	moins	5	leucocytes	par	µL	de	LCR	ou	la	détection	du	parasite	

dans	 le	 LCR,	 ce	 qui	 est	 souvent	 le	 cas.	 Cette	 définition	 est	 controversée,	 car	 la	

présence	de	5	 leucocytes	/	mm3	dans	 le	LCR	peut	être	provoquée	par	un	autre	

pathogène.	Dans	 l’Afrique	de	 l’ouest,	 le	diagnostic	peut	être	posé	à	partir	de	20	

leucocytes/mm3	dans	le	LCR.		
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Cette	 seconde	 étape	 est	 insidieuse	 et	 peut	 apparaître	 progressivement,	 parfois	

des	 années	 après	 la	 contamination.	 Durant	 cette	 période	 la	 symptomatologie	

devient	celle	qui	donna	son	nom	à	la	maladie.	Les	patients	se	mettent	à	dormir	la	

journée	 et	 avoir	 des	 insomnies	 la	 nuit.	 	 La	 physiopathologie	 de	 la	 1ere	 phase	

s’accentue,	notamment	la	symptomatologie	cardiaque,	et	on	observe	en	plus	des	

désordres	 psychiques	 avec	 des	 comportements	 agressifs,	 des	 confusions,	 des	

troubles	de	l’humeur	et	des	tremblements	(Vincendeau	et	Bouteille	2006).	Il	y	a	à	

ce	stade	une	inflammation	méningée	généralisée	qui	induit	la	perte	des	gaines	de	

myélines	et	la	formation	d’auto-anticorps	réversible	après	traitement.	

L’invasion	de	 l’éminence	médiane	et	des	noyaux	 supra-chiasmatiques	ainsi	que	

du	thalamus	et	du	striatum	expliquent	la	multiplicité	des	symptômes	décrits.	Au	

niveau	 endocrinologique,	 le	 rythme	 circadien	 n’est	 pas	 le	 seul	 cycle	 à	 être	

perturbé.	 En	 effet,	 il	 n’est	 pas	 rare	 de	 rencontrer	 dans	 la	 phase	 terminale	 de	

l’infection	des	modifications	de	sécrétion	d’hormones	telles	que	le	cortisol	ou	la	

prolactine,	un	amaigrissement	pourtant	accompagné	d’une	sensation	de	 faim	et	

pour	terminer	des	troubles	proches	de	la	démence	et	des	crises	d’épilepsie.		

Le	 signe	de	 la	 clé	de	Kerandel	est	 caractérisé	par	une	douleur	vive	au	moindre	

choc	et	déterminé	par	des	troubles	sensitifs	profonds	et	très	présents	lors	de	la	

phase	 terminale	de	 la	maladie.	Des	mouvements	 anormaux	 sont	 observés	 ainsi	

que	 des	 tremblements,	 des	 difficultés	 d’élocution	 et	 des	 réflexes	 archaïques.	

L’évolution	de	cette	pathologie,	sans	traitement	est	fatale	la	plupart	du	temps	et	

le	patient	décède	de	cachexie	ou	de	désordres	physiologiques	trop	importants.		

	

Il	 existe	 une	 forme	 atypique	 de	 la	 maladie,	 présente	 chez	 les	 patients	 provenant	 de	

zones	 non-endémiques.	 La	 symptomatologie	 se	 décline	 plutôt	 sous	 forme	 gastro-

intestinale	avec	essentiellement	une	diarrhée	aiguë,	une	jaunisse	et	une	très	forte	fièvre.	

De	 même,	 alors	 que	 le	 chancre	 d’inoculation	 n’est	 que	 peu	 présent	 chez	 les	 patients	

vivants	 en	 zone	 endémique,	 on	 le	 retrouve	 dans	 84%	 des	 infections	 à	 Trypanosoma	

brucei	rhodesiense	et	dans	47%	des	infections	à	Trypanosoma	brucei	gambiense	chez	le	

voyageur.	

Cette	 symptomatologie	 atypique,	 radicalement	 différente	 des	 symptômes	

habituellement	 neurologiques	 qui	 entrainent	 le	 dépistage	 de	 la	 Maladie	 du	 Sommeil,	

appuie	 le	 besoin	 d’une	 vigilance	 accrue	 auprès	 des	 voyageurs	 revenant	 de	 zone	
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endémique	 avec	 un	 tableau	 physiopathologique	 gastro-intestinal	 (Urech,	 Neumayr,	 et	

Blum	2011).		

	

De	manière	globale,	 la	succession	des	événements	pour	 l’Homme	est	 la	même	que	l’on	

soit	 porteur	 du	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense	 ou	 rhodesiense	 mais	 la	 durée	 des	

symptômes	diverge.	Pour	Trypanosoma	brucei	gambiense	la	maladie	évolue	sur	environ	

trois	ans	alors	que	pour	les	porteurs	de	Trypanosoma	brucei	rhodesiense,	elle	peut	être	

fatale	en	moins	de	six	mois	(Franco	et	al.	2014).		

	

La	quantité	de	trypanosomes	sanguins	est	aussi	plus	cyclique	avec	une	trypanosomiase	

à	Trypanosoma	brucei	gambiense	tandis	que	la	charge	parasitaire	est	souvent	très	élevée	

pour	Trypanosoma	brucei	rhodesiense.	Ces	généralités	doivent	cependant	être	pondérées	

par	 les	 facteurs	 humains,	 parasitaires	 et	 géographiques.	 En	 cela	 on	 entend	 que	 les	

populations	autochtones	vivent	avec	 le	parasite	depuis	bien	 longtemps	et	 certaines	 se	

sont	génétiquement	adaptées	à	la	présence	du	parasite.	De	même	la	souche	de	parasite	

ne	sera	pas	exactement	la	même,	comme	on	peut	l’imaginer,	selon	l’évolution.	On	notera	

comme	 exemple	 un	 stade	 hémolymphatique	 chronique	 pour	 les	 porteurs	 de	

Trypanosoma	brucei	rhodesiense	au	Malawi	(P.	G.	Kennedy	2013).			 	

2.1.2 Évolution	et	découverte	de	la	maladie	

Bien	avant	la	description	précise	de	la	maladie	que	l’on	connaît	si	bien	aujourd’hui,	 les	

Hommes	ont	évolué	avec	cette	pathologie	mortelle	dont	ils	ignoraient	l’origine	et	ont	dû	

lutter	contre	ses	vecteurs	dont	ils	soupçonnaient	le	pouvoir	infectant.		

	

Au	 niveau	 phylogénétique,	 le	 séquençage	 des	 gènes	 de	 l’ARNr18S	 des	 différents	

trypanosomes	 a	 permis	 de	 séparer	 les	 parasites	 de	 la	 section	 Salivaria,	 dont	 ceux	

responsables	 de	 la	 trypanosomiase	 africaine,	 qui	 se	 transmettent	 par	 piqûre	 des	

insectes	vecteurs,	des	autres	trypanosomes	de	la	section	Stercoraria,	qui	se	transmettent	

par	les	déjections	des	insectes	vecteurs,	il	y	a	environ	300	millions	d’années	(Figure	4).	

Cette	valeur	n’est	pas	exacte	et	varie	si	l’on	prend	en	considération	l’évolution	des	hôtes	

et	des	vecteurs,	par	exemple	dans	cette	étude,	 l’évolution	des	oiseaux	et	 l’arrivée	de	la	

glossine	et	de	son	ancêtre	la	protoglossine	(Haag	1998)	(il	y	a	140	millions	d’années).		
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Figure	4	:	Arbre	de	l'évolution	de	l'ordre	des	Kinétoplastidés	comprenant	les	parasites	du	genre	
Trypanosoma	et	de	la	séparation	entre	les	sections	Salivaria	et	Stercoraria	

	
Schéma	d’après	(Haag	1998)	:	Le	Clade	 III	 correspond	aux	Salivaires	et	 les	Clades	 IV	et	V	aux	
non	Salivaires,	les	Salivaires	et	les	non	Salivaires	se	seraient	séparés	il	y	a	environ	335	M	d’années.	
Les	reptiles	et	les	oiseaux	sont	des	exemples	d’hôtes	potentiels	de	trypanosomes.	
	

La	paléo-parasitologie	a	permis	de	démontrer	que	nos	ancêtres	les	hominidés	ont	évolué	

dans	un	environnement	où	la	trypanosomiase	était	présente.	Il	est	en	effet	très	probable	

que	 la	 trypanosomiase	 ait	 joué	 un	 rôle	 conséquent	 dans	 la	 sélection	 naturelle,	

permettant	 à	 l’Homme,	 tout	 comme	 à	 l’Animal	 d’acquérir	 des	 résistances	 contre	 la	

parasitose	 et	 de	 survivre	 dans	 les	milieux	 infestés	 ou	 de	mourir,	mettant	 un	 terme	 à	

cette	cohabitation	délétère.	

	

De	même,	seules	les	souches	les	moins	virulentes	du	parasite,	et	par	là	même,	celles	qui	

pouvaient	être	transmises,	sont	aujourd’hui	encore	présentes.	La	trypanosomiase	est	un	

bon	 exemple	 de	 co-évolution	 entre	 deux	 espèces.	 Aujourd’hui	 on	 trouve	 encore	 de	

nombreux	 exemples	 d’animaux	 trypanotolérants	 (par	 exemple	 les	 bovins	 N'Dama,	

Muturu	 and	 Dahomey)	 qui	 vivent	 dans	 les	 lieux	 de	 résidence	 des	 tsé-tsé	 et	 on	 peut	

imaginer	 que	 les	 animaux	qui	 n’ont	 pas	 acquis	 de	 résistance	 ont	 disparu	de	 certaines	
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niches	 écologiques	 ce	 qui	 explique	 encore	 aujourd’hui	 la	 répartition	 géographique	 de	

certaines	espèces.		

Les	 chercheurs	 ont	 aussi	 démontré	 que	 la	 tsé-tsé	 était	 présente	 sur	 le	 continent	

Américain	 et	 partout	 dans	 le	monde	 il	 y	 a	 plus	 de	 35	millions	 d’années,	mais	 qu’une	

baisse	conséquente	des	températures	a	conduit	à	son	extinction	lors	des	glaciations	du	

Pleistocène	 et	 à	 sa	 préservation	 uniquement	 dans	 son	 habitat	 d’origine	 en	 Afrique	

(Lambrecht	1985).	

	

Certains	 usages	 de	 l’antiquité	 attestent	 aujourd’hui	 que	 la	 Nagana,	 pathologie	

vétérinaire,	 était	 bien	 connue	 des	 africains	 et	 en	 particuliers	 des	 égyptiens,	 qui	

perdaient	 à	 cause	 de	 cette	maladie,	 une	 grande	 partie	 de	 leurs	 troupeaux.	 Ils	 avaient	

cependant	remarqué	que	les	animaux	sauvages	n’étaient	pas	affectés	par	ce	mal.	Ils	ont	

donc	 commencé	 à	 croiser	 leurs	 troupeaux	 avec	 le	 gibier	 afin	 d’obtenir	 des	 animaux	

résistants.	 Ils	 avaient	 donc	 déjà,	 à	 l’époque,	 la	 notion	 de	 trypanotolérance.	 Une	

description	de	cette	affection	des	bestiaux	a	été	retrouvée	dans	 le	Papyrus	Vétérinaire	

de	Kahun	Papyri	datant	de	2000	ans	avant	JC.	

	

Au	XIIIème	siècle,	Abu	Abdallah	Yaqut,	un	géographe,	décrivit	un	village	où	«	les	gens	et	

les	chiens	n’avaient	que	peau	sur	les	os	et	semblaient	dormir	au	beau	milieu	du	jour	».	

Ce	tableau	pourrait	dépeindre	un	village	atteint	de	trypanosomiase	africaine.	Pendant	ce	

temps	 les	 migrations	 des	 peuples	 autochtones	 d’Egypte,	 nécessaire	 lors	 de	

l’augmentation	 de	 la	 sécheresse	 du	 Sahara,	 se	 faisaient	 jusqu’au	 Sénégal	 en	 évitant	

soigneusement	 les	 lieux	 de	 colonisation	 des	 glossines.	 Les	 Hommes	 de	 cette	 époque,	

avaient	à	l’évidence	déjà	fait	le	lien	entre	la	tsétsé	et	la	mort	de	leurs	troupeaux.	

	

Ce	 n’est	 pourtant	 qu’au	 milieu	 du	 XIVème	 siècle	 que	 le	 premier	 cas	 de	 maladie	 du	

sommeil	 fut	rapporté	par	 l’historien	Ibn	Khaldun.	Dans	son	 livre,	 il	 raconta	 la	mort	du	

Sultan	 Mari	 Jata,	 empereur	 du	 Mali	 et	 sa	 description	 des	 symptômes	 de	 la	 maladie	

correspondait	à	la	maladie	du	sommeil,	son	agonie	dura,	disait-on	2	longues	années	et	il	

mourut	 en	 1374.	 Quand	 le	 commerce	 des	 esclaves	 commença	 à	 sévir	 en	 Afrique,	 les	

pertes	 humaines	 des	 Hommes	mis	 en	 esclavage	 alertèrent	 les	 autorités	 sanitaires	 de	

l’époque.		
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En	 1734,	 le	 chirurgien	 John	 Aktins	 publia	 le	 premier	 rapport	 médical	 concernant	 la	

physiopathologie	de	la	maladie	du	sommeil	et	traitant	notamment	de	sa	phase	terminale	

neurologique.	 Bien	 plus	 tard,	 Thomas	 Winterbottom	 publia	 en	 1803	 un	 rapport	

concernant	la	forme	précoce	de	la	maladie,	un	ganglion	lymphatique	enflé	au	niveau	de	

la	 nuque.	 En	 Afrique,	 les	 Hommes	 qui	 étaient	 porteurs	 de	 ce	 ganglion	 n’étaient	 pas	

achetés	 par	 les	 revendeurs	 d’esclaves	 qui	 avaient	 associé	 sa	 présence	 avec	 leur	mort	

prochaine.	

	

En	 1894-1895,	 le	microbiologiste	 et	 pathologiste	 écossais	 David	 Bruce,	 découvrit	 que	

Trypanosoma	brucei	 était	 l’agent	en	 cause	de	 la	Nagana.	Bien	d’autres	 scientifiques	de	

l’époque	avaient	déjà	découvert	la	présence	de	trypanosomes	dans	le	sang	d’animaux	et	

l’avaient	 attribuée	 à	 d’autres	 pathologies	 comme	 par	 exemple	 Trypanosoma	 evansi,	

découvert	par	Evans	en	1880	dans	 le	 sang	de	chameaux,	de	chevaux	et	d’ânes	et	qu’il	

avait	associé	à	la	Surra	(Desquesnes,	Holzmuller,	et	al.	2013).		

	

La	première	fois	que	le	trypanosome	africain	fut	observé	dans	le	sang	d’un	humain,	ce	

fut	 en	 1901	 sous	 le	 microscope	 du	 Dr.	 Robert	 Michael	 Forde.	 Ce	 dernier	 avait	 bien	

visualisé	 le	 parasite	 mais	 était	 bien	 en	 peine	 de	 le	 nommer.	 Son	 contemporain,	 le	

physicien	 Joseph	 Everett	 Dutton,	 lui	 apprit	 que	 ce	 qu’il	 observait	 dans	 le	 sang	 du	

capitaine	 de	 marine	 Kelly,	 n’était	 pas	 un	 ver	 mais	 un	 trypanosome.	 Le	 bateau	 du	

capitaine	 infecté	 s’appelait	 «	le	 Gambia	»	 et	 il	 fut	 donc	 proposé	 en	 1902	 d’appeler	 ce	

trypanosome	Trypanosoma	gambiense.	

Le	parasite	fut	retrouvé	une	nouvelle	fois	le	12	Novembre	1902	par	le	Dr.	Aldo	Castellani	

dans	le	liquide	céphalo-rachidien	d’un	patient	africain	atteint	de	maladie	du	sommeil.	Il	

n’attribua	pas	de	suite	 la	pathologie	à	 la	présence	du	parasite	mais	 fit	 le	 lien	quelques	

mois	 plus	 tard	 entre	 la	 Maladie	 du	 Sommeil	 (Seeliger	 et	 Seefried	 1989)	 et	 le	

trypanosome	africain.		

	

Une	année	plus	tard	le	Dr	David	Bruce	démontra,	avec	raison,	que	la	mouche	tsétsé	ou	

glossine,	 était	 le	 vecteur	 qui	 transmettait	 le	 trypanosome	 aux	 humains.	 Il	 fit	 des	

expériences	exposant	des	animaux	sains	au	milieu	de	champs	infestés	de	glossine	et	eut	

la	 joie	 quelque	 peu	 sordide	 de	 confirmer	 sa	 théorie	 de	 transmission	 quand	 quelques	

semaines	plus	tard,	les	animaux	étaient	porteurs	de	trypanosomes.		
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D’abord	 convaincu	 de	 la	 transmission	mécanique	 du	 parasite	 par	 piqûre	 de	 Glossine,	

Bruce	se	rangea	à	la	théorie	du	Dr.	Friedrich	Karl	Kleine	qui	expliquait	avec	une	grande	

ingéniosité	 qu’il	 existait	 un	 cycle	 dans	 la	 tsétsé.	 Ainsi	 Bruce	 décrivit	 le	 cycle	 dans	

l’insecte	dans	son	intégralité	(Steverding	2008).	

2.1.3 Description	des	acteurs	de	la	trypanosomiase	africaine	
2.1.3.1 La	glossine	

La	mouche	tsé-tsé,	ou	glossine	(Figure	5)	est	un	diptère	vecteur	africain	hématophage	

capable	de	transmettre	à	ses	hôtes	différentes	espèces	de	trypanosomes.	On	répertorie	

aujourd’hui	 31	 espèces	 et	 sous	 espèces	 de	 tsé-tsé	 capables	 d’effectuer	 le	 cycle	

parasitaire.	 Les	 glossines	 sont	 infectées	par	 les	 trypanosomes	 lors	 d’un	 repas	 sanguin	

qui	 dure	 environ	 20	 à	 30	 secondes	 (Franco	 et	 al.	 2014)	 sur	 un	 hôte	 contaminé.	 Les	

glossines	 ténérales,	 c’est-à-dire	 qui	 effectuent	 leur	 premier	 repas	 sanguin,	 sont	 plus	 à	

même	 d’être	 contaminées	 par	 les	 parasites	 que	 les	 glossines	 ayant	 déjà	 effectué	

plusieurs	repas	de	sang.	Cependant,	 la	contamination	peut	s’effectuer	à	n’importe	quel	

moment	de	leur	vie	(Welburn	et	Maudlin	1992).		

Figure	5	:	Schéma	d'une	Glossine																																						Figure	6	:	Glossina	mortisans	
		Schéma	issu	de	(Laveissière	et	al.,	s.	d.)														D’après	une	image	du	Dr	Brice	Rotureau		

	

Les	glossines	peuplent	en	général	 les	forêts,	 les	mangroves	et	 les	savanes	mais	se	sont	

aussi	adaptées	aux	villages,	aux	Niayes	et	aux	caféières	par	exemple.	Elles	vivent	dans	

des	 environnements	 où	 la	 température	 est	 comprise	 entre	 16°C	 et	 38°C	 et	 l’humidité	

entre	 50%	 et	 80%.	 Leur	 répartition	 est	 différente	 selon	 les	 espèces	 de	 glossine	

(Laveissière	et	al.,	s.	d.).	

Elles	ont	une	taille	de	6	à	16	mm	sans	compter	le	proboscis.	Leur	couleur	varie	du	gris	

foncé	au	brun	clair	et	elles	peuvent	porter	de	petites	taches	sur	leur	abdomen.	L’appareil	
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piqueur	 est	dirigé	vers	 l’avant	 et	 leur	vol	 est	 très	 rapide.	 Il	 n’y	 a	pas	de	dimorphisme	

sexuel.	Sur	 la	 tête	de	 l’insecte,	une	suture	ptilinale	permet	de	 le	 reconnaître	parmi	 les	

autres	mouches.	Sa	survie	dépend	de	la	saison	mais	peut	atteindre	9	mois	en	saison	des	

pluies.	Les	mâles	survivent	en	général	moins	longtemps	que	les	femelles.	Trypanosoma	

brucei	rhodesiense	est	 transmis	par	des	glossines	du	groupe	Glossina	mortisans	(Figure	

6),	tandis	que	Trypanosoma	brucei	gambiense	groupe	1	est	transmis	par	les	glossines	du	

groupe	Glossina	palpalis	(Cox	2004)	et	celles	du	groupe	2	par	Glossina	mortisans.		

2.1.3.2 Le	parasite		
2.1.3.2.1 Généralités	

Trypanosoma	brucei	est	un	parasite	unicellulaire	flagellé,	sanguicole	exo-érythrocytaire	

de	l’ordre	des	kinétoplastidés.	Sa	forme	particulière	lui	a	donné	son	nom,	dérivé	du	grec	

Trupanon	qui	veut	dire	trépan	(Figure	7).	

	

Figure	7	:	Schéma	d'un	trypanosome	forme	sanguine	
	
Adapté	 d’après	 (Teixeira	 et	 al.	 2012)	:	 Schéma	 du	 trypanosome	 africain	 forme	 sanguine,	
comprenant	 notamment	 le	 kinétoplaste,	 les	 glycosomes	 et	 la	 poche	 flagellaire,	 organites	 qui	 le	

distingue	tout	particulièrement	des	autres	microorganismes.	
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Il	 existe	 aujourd’hui	 deux	 sous-espèces	 en	 cause	 dans	 la	 trypanosomiase	 africaine	

humaine	:	 Trypanosoma	 brucei	 rhodesiense	et	Trypanosoma	 brucei	 gambiense	qui	 peut	

être	subdivisé	en	deux	sous-groupes,	T.b.gambiense	1	et	T.b.gambiense	2.	La	présence	du	

deuxième	 étant	 de	 moindre	 importance	 mais	 possédant	 un	 réservoir	 animal.	

(Jamonneau	et	al.	2019)	

Le	 trypanosome	 africain	 est	 une	 cellule	 diploïde	 qui	 possède	 environ	 10	 000	 gènes	

répartis	sur	11	paires	de	chromosomes.	Il	possède	aussi	des	mini-chromosomes	et	des	

chromosomes	 intermédiaires	 haploïdes	 généralement,	 ainsi	 qu’un	 large	 répertoire	 de	

gènes	 codants	 pour	 les	 protéines	 de	 l’antigène	 majeur	 de	 surface	 ou	 VSG	 (Variable	

Surface	Glycoprotein).	Les	gènes	du	 trypanosome	semblent	 tous	 transcrits	de	manière	

constitutive	en	de	longs	transcrits	polycistroniques.	Les	ARN	sont	stabilisés	au	niveau	de	

la	région	3’	non	traduite.		

2.1.3.2.2 Le	VSG	

Le	 VSG	 est	 une	 protéine	 parasitaire	 composant	 un	 manteau	 membranaire	 protéique	

d’environ	15	nm	qui	recouvre	le	parasite.	Il	est	exprimé	de	manière	mono-allélique,	c’est	

à	dire	qu’un	seul	 type	de	protéine	VSG	est	exprimé	en	grande	quantité	à	 la	surface	de	

chaque	 trypanosome,	 ceci	 est	 sous	 la	 dépendance	 du	 gène	 VEX-1	 (VSG-exclusion-

1)(Aresta-Branco,	 Erben,	 et	 al.	 2019).	 Dans	 une	 population	 de	 parasites,	 il	 existe,	 à	

chaque	 instant,	 un	 VSG	 que	 l’on	 appelle	 «	majoritaire	»	 et	 des	 variants	 dits	

«	minoritaires	».	 Ces	 variants	 sont	 présents	 en	 grand	 nombre,	 et	 exprimés	 avec	 le	

variant	majoritaire.	 Ce	mécanisme	 de	 variation	 antigénique	 permet	 au	 parasite	 de	 se	

cacher	du	système	 immunitaire.	En	effet,	quand	 le	système	 immunitaire	de	 l’hôte	s’est	

doté	d’une	solide	réponse	dirigée	contre	ce	variant	majoritaire	du	VSG,	un	autre	variant	

déjà	présent,	prend	le	relais,	devient	majoritaire	et	le	cycle	de	l’infection	peut	continuer	

(Mugnier,	 Cross,	 et	 Papavasiliou	 2015).	 En	 effet,	 il	 a	 été	 décrit	 que	 le	 pool	 de	 VSG	 de	

surface	est	renouvelé	toutes	les	12	min	(Engstler	et	al.	2004).	Dans	une	étude	in	vivo,	les	

chercheurs	ont	mis	en	évidence	la	présence	d’environ	28	variants	à	chaque	moment	de	

l’infection.		

Le	 VSG	 peut	 être	 codé	 par	 environ	 2000	 gènes	 ou	 pseudogènes	 ce	 qui	 constitue	 un	

répertoire	quasiment	infini	de	combinaisons	(Cooper	et	al.	2016).	Ces	gènes,	pour	80%	

incomplets,	se	retrouvent	dans	plusieurs	parties	du	génome	et	notamment	sur	des	mini-

chromosomes,	abondants	chez	Trypanosoma	brucei.	Les	nombreux	emplacements	et	 la	

quantité	 de	 gènes	 différents	 permettent	 une	 grande	 variabilité	 du	 VSG	 (Taylor	 et	
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Rudenko	2006).	Le	VSG	est	 transcrit	par	 l’ARN	Polymerase	 I.	Pour	se	 faire,	 il	doit	être	

situé	dans	un	des	15	sites	d’expression	et	 il	doit	être	présent	dans	une	région	que	l’on	

appelle	 ESB	 (expression	 site	 body).	 Il	 existe	 quatre	 mécanismes	 pouvant	 amener	 au	

changement	de	l’expression	d’un	VSG	(Figure	8)	:	

• la	conversion	de	gènes	(qui	est	le	mécanisme	le	plus	important),		
• la	conversion	segmentaire	de	gènes	
• les	échanges	de	télomères		
• le	switch	in	situ	(Taylor	et	Rudenko	2006).		

	

Figure	8	:	Mécanismes	de	modification	du	VSG	permettant	la	variation	antigénique	
	
D’après	 (Vink,	 Rudenko,	 et	 Seifert	 2012)	:	 Mécanismes	 de	 commutation	 VSG	 chez	
Trypanosoma	 brucei.	 Le	 gène	 VSG	 actif	 est	 transcrit	 à	 partir	 d'un	 seul	 site	 actif	 d'expression	
télomérique	de	VSG	 (ES),	 avec	 le	promoteur	ES	 indiqué	par	un	drapeau,	 et	 la	 transcription	avec	
une	flèche.	(a)	Le	changement	de	VSG	médié	par	conversion	génique	duplicative	implique	la	copie	
d'un	VSG	silencieux	dans	l'ES	actif,	remplaçant	ainsi	l'ancien	VSG.	(b)	La	commutation	VSG	médiée	
par	la	conversion	de	gène	segmentaire	implique	la	recombinaison	de	segments	de	plusieurs	gènes	
et	pseudogènes	VSG,	résultant	en	la	génération	d'un	nouveau	VSG	mosaïque.	(c)	La	commutation	
VSG	médiée	 par	 l'échange	 de	 télomères	 implique	 un	 croisement	 d'ADN	 sur	 deux	 télomères.	 Un	
télomère	 auparavant	 silencieux	 est	 échangé	 dans	 l'ES	 actif,	 et	 le	 VSG	 précédemment	 actif	 est	
déplacé	 vers	 un	 télomère	 silencieux.	 (d)	 La	 commutation	 VSG	 peut	 être	médiée	 par	 le	 contrôle	
transcriptionnel	par	lequel	un	ES	auparavant	silencieux	est	activé	et	l'ES	actif	est	réduit	au	silence.	
	

En	plus	de	permuter	son	VSG	avec	 les	techniques	décrites,	certains	auteurs	expliquent	

que	 des	 mutations	 post-traductionnelles	 de	 type	 O-glycosylation	 par	 exemple,	

permettent	 une	 modification	 des	 domaines	 NTD	 (N-terminal	 domain)	 ce	 qui	 modifie	

l’antigénicité	des	VSG.	Il	a	aussi	été	montré	qu’un	échange	entre	les	différents	domaines	

C-ter	(C-terminal	domain)	du	VSG,	rendent	les	lymphocytes	B	moins	fonctionnels	même	

s’ils	ont	déjà	reconnu	la	partie	N-ter	précédemment.	De	même	il	apparaît	possible	que	
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les	 parties	 N-terminale	 et	 C-terminale	 du	 VSG	 s’inversent,	 apportant	 à	 la	 variation	

antigénique	de	nouvelles	combinaisons	(Aresta-Branco,	Erben,	et	al.	2019)	(Figure	9).	

Le	parallèle	entre	la	création	des	différents	isotopes	de	Lymphocytes	B	(hypermutation	

somatique)	et	la	formation	du	VSG	a	été	établi	(Figure	9).	On	aurait	donc	pu	penser	que	

comme	 la	 région	 constante	 des	 anticorps,	 la	 partie	 C-terminale	 du	 VSG,	 par	 analogie,	

aurait	pu	être	relativement	fixe,	non	variable.	

En	effet,	il	avait	été	décrit	récemment	que	bien	que	le	VSG	ne	soit	pas,	en	soit,	une	cible	

idéale	 pour	 la	 vaccination	 à	 cause	 de	 l’hypervariabilité	 des	 régions	 N-terminales,	 sa	

partie	 C-terminale	 serait	 une	 partie	 constante	 que	 l’on	 pourrait	 cibler	 à	 l’aide	

d’anticorps.	

	
Figure	9	:	Comparaison	entre	l'hypermutation	des	Lymphocytes	B	et	la	complexité	du	VSG	

parasitaire	
	
D’après	 (Aresta-Branco,	 Erben,	 et	 al.	 2019)	:	La	 diversification	 des	 cellules	 B,	 présentée	 ici	
comme	le	résultat	du	processus	combiné	de	recombinaison	V	(D)	J	et	d'hypermutation	somatique	
(SHM),	se	produit	en	parallèle	avec	la	variation	antigénique	de	Trypanosoma	brucei.	Alors	que	les	
catalyseurs	de	diversification	des	cellules	B	(sous	la	forme	de	recombinaison	V	(D)	J	et	SHM)	sont	
enzymatiques	 (via	 RAG	 et	 cytidine	 désaminase	 induite	 par	 activation,	 AID),	 le	 processus	 qui	
catalyse	la	commutation	VSG	reste	incertain.		
	
Cependant,	 elle	 est	 très	 difficilement	 atteignable	 par	 le	 système	 immunitaire	 comme	

l’autre	 famille	 de	 candidats	 prometteurs	 à	 la	 vaccination,	 les	 ISG	 (Invariant	 Surface	
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Glycoprotein)	et	malgré	une	preuve	de	concept	sur	des	souris,	 la	partie	C-terminale	ne	

peut	pas	être	utilisée	non	plus	dans	la	vaccination	(Black	et	Mansfield	2016).	Il	existe	un	

gène	 le	 tdp1	 qui	 permet	 de	 garder	 la	 chromatine	 codant	 le	 VSG	 accessible	 à	 la	

transcription	et	donc	au	parasite	de	coder	pour	plusieurs	VSG	en	même	temps.	Il	a	été	

montré	 que	 des	 souris	 préalablement	 infectées	 par	 ces	 parasites	 aux	 VSG	 multiples	

contrôlent	la	parasitémie,	voire	guérissent	lorsqu’elles	sont	mises	une	deuxième	fois	en	

contact	avec	le	parasite	(Aresta-Branco,	Sanches-Vaz,	et	al.	2019).		

Au	 niveau	 protéique,	 le	 VSG	 est	 constitué	 d’environ	 400	 à	 500	 résidus	 sous	 forme	de	

dimères	ou	d’oligomères.	Il	est	relié	à	la	membrane	plasmique	du	parasite	par	une	ancre	

glycosylphosphatidylinositol	 (GPI)	 et	 plus	 particulièrement	 via	 un	 dimyristoyl	

glycosylphosphatidylinositol	au	niveau	de	la	partie	C-terminale	du	VSG.	Certaines	études	

in	 silico	 tendraient	 à	 expliquer	 que	 les	métalloprotéinases	 pourraient	 être	 impliquées	

dans	le	relargage	du	VSG	(Moreno,	Torres,	et	Silva	2019).	En	effet,	certains	antibiotiques	

de	 la	 famille	des	 tétracyclines	qui	possèdent	en	plus	de	 leur	activité	anti-microbienne,	

une	 activité	 d’inhibiteurs	 de	 métalloprotéinases,	 montrent	 une	 diminution	 de	 la	

virulence	 du	 parasite	 chez	 la	 souris.	 De	 plus,	 si	 l’on	 supprime	 l’activité	 de	 la	

Phospholipase	 C	 (PLC)	 et	 de	 la	 TbMSP-B	 (Major	 Surface	 Protease),	 le	 remodellage	 du	

VSG	ne	 peut	 pas	 se	 faire	 et	 la	 différentiation	 de	 la	 forme	 sanguine	 en	 procyclique	 est	

impossible	(Moreno,	Torres,	et	Silva	2019).		

Plus	on	l’étudie,	plus	la	compréhension	des	mécanismes	qui	entourent	le	remodelage	du	

VSG	tend	paradoxalement	à	amoindrir	les	chances	d’en	faire	une	cible	vaccinale.	Cela	a	

cependant	pour	effet	d’accroitre	 l’émerveillement	pour	une	capacité	de	survie	presque	

illimitée	de	ce	parasite	ancestral.		

2.1.3.2.3 Les	glycosomes	

Les	 glycosomes	 sont	 des	 peroxysomes	 spécialisés	 présents	 dans	 les	 trypanosomes	 et	

plus	 généralement	 dans	 l’ordre	 des	 kinétoplastidés.	 Il	 manque	 cependant	 à	 ces	

glycosomes	 une	 enzyme-clé	 au	métabolisme	 classique	 du	 peroxysome,	 la	 catalase.	 Ils	

possèdent	néanmoins	un	 intérêt	notable	puisque	 ce	 compartiment	 cellulaire	 renferme	

bon	nombre	d’enzymes	de	la	voie	de	la	glycolyse	(Achcar,	Kerkhoven,	et	Barrett	2014),	

de	la	fermentation	succinique	et	de	la	voie	des	pentoses	phosphates	par	exemple.	

	

Un	glycosome	est	composé	d’une	membrane	unique	par	 laquelle	s’effectue	 le	 transfert	

passif	de	petites	molécules	et	un	certain	nombre	de	pores	permettant	les	échanges	avec	
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le	 cytoplasme	 de	 la	 cellule.	 Le	 regroupement	 des	 enzymes	 permettant	 au	 parasite	 de	

créer	de	l’énergie	serait	une	stratégie	pour	faciliter	la	production	d’énergie	et	favoriser	

le	 parasitisme	 (Allmann	 et	 Bringaud	 2017).	 Le	 parasite	 peut	 ainsi	 s’adapter	 aux	

différentes	sources	de	carbone	disponibles.	

De	manière	 générale,	 les	 formes	 sanguines	 du	 parasite	 possèdent	 plus	 de	 glycosomes	

(environ	 65)	 que	 les	 formes	 procycliques	 (environ	 20).	 Certaines	 protéines	 qui	 le	

constituent	sont	déjà	bien	connues.	La	division	du	glycosome	 implique	par	exemple	 la	

présence	de	la	protéine	PEX11	alors	que	la	protéine	PEX14	est	une	protéine	associée	à	la	

membrane	 de	 ce	 compartiment	 (Bauer	 et	 Morris	 2017).	 La	 majorité	 des	 lipides	 d’un	

glycosome	 sont	 d’abord	 synthétisés	 dans	 le	 réticulum	 endoplasmique.	 Un	 phénomène	

particulier,	la	pexophagie,	entrainerait	la	dégradation	du	peroxysome	dans	le	lysosome	

et	permettrait	ainsi	 l’adaptation	des	enzymes	présentes	dans	 le	parasite	à	ses	besoins,	

phénomène	 aussi	 observé	 chez	 les	 plantes	 (Borek	 et	 al.	 2019).	 En	 effet,	 quand	 les	

besoins	métaboliques	du	parasite	changent,	la	reprogrammation	inclut	le	remplacement	

des	glycosomes	existants,	qui	ne	comprennent	pas	les	enzymes	nécessaires	aux	besoins	

actuels	du	parasite.	Cependant	le	contenu	des	glycosomes	est	relativement	stable	ce	qui	

implique	 que	 l’on	 observerait	 cette	 pexophagie	 plus	 facilement	 lors	 des	 changements	

d’état	du	parasite,	quand	il	passe	de	la	forme	allongée	à	la	forme	trapue	ou	de	la	forme	

sanguine	à	la	forme	procyclique.	La	machinerie	d’import	de	protéines	à	l’intérieur	d’un	

glycosome	 se	 fait,	 à	 l’image	 du	 peroxysome,	 par	 les	 Peroxines	 ou	 PEX-protéines	

notamment	PEX5	ou	PEX7.		

	

Il	y	a	environ	250	protéines	du	parasite	dont	la	localisation	serait	glycosomale	(Haanstra	

et	al.	2016).	Lorsqu’une	protéine	vient	d’être	synthétisée	et	possède	à	son	extrémité	C-

terminale	 un	 signal	 d’adressage	 au	 glycosome,	 appelé	 PTS1	 (Peroxysome	 Targetting	

Signal	1),	 elle	entre	dans	 le	glycosome	à	 l’aide	de	 la	protéine	PEX5.	Quand	 la	protéine	

possède	un	motif	 spécifique	appelé	PTS2	au	niveau	de	son	extrémité	N-terminale,	elle	

est	 prise	 en	 charge	 par	 la	 protéine	 PEX7.	Des	 enzymes	 comme	 la	 TPI	 ou	 la	 PGK-A	ne	

possèdent	 pas	 de	 signal	 d’adressage	 au	 glycosome	 et	 sont	 transportées	 par	 leur	

association	 à	 une	 protéine	 qui	 possède	 un	 système	 fonctionnel	 d’import	 pour	 entrer	

dans	le	glycosome.	Cela	se	nomme	le	«	piggy-backing	»	(Haanstra	et	al.	2016).		

	

Au-delà	 de	 ces	 signaux	 spécifiques	 d’adressage,	 une	 protéine	 particulière,	 la	 protéine	

TbPEX3,	 serait	 impliquée	 dans	 la	 biogenèse	 des	 glycosomes	 et	 dans	 l’adressage	 des	
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protéines.	En	effet,	même	en	présence	d’un	signal	d’adressage	au	glycosome,	en	absence	

de	TbPEX3,	les	protéines	ont	une	localisation	cytoplasmique.	Il	paraît	donc	évident	que	

nous	ne	connaissons	pas	encore	 toutes	 les	subtilités	de	ce	compartiment	si	particulier	

(Banerjee,	Knoblach,	et	Rachubinski	2019).	

2.1.3.2.4 Le	kinétoplaste		

Le	kinétoplaste	est	un	compartiment	singulier	permettant	de	classer	 les	trypanosomes	

africains	 dans	 l’ordre	 des	 Kinétoplastidés	 (Figure	 10).	 Il	 est	 composé	 d’ADN	

mitochondrial	 circulaire	 intracaténé	 avec	 des	 maximolécules	 et	 des	 minimolécules	

circulaires	et	se	situe	à	la	base	du	flagelle.	Ces	dernières	contiennent	des	ARN	guide.	Ces	

ARN	 guide	 permettent	 l’édition	 de	 l’ARN	 c’est-à-dire	 qu’ils	modifient	 par	 insertion	 ou	

délétion	 de	 résidus	 U,	 l’ADN	 des	 maximolécules.	 Ce	 processus	 a	 une	 place	 plus	

importante	 chez	 les	kinétoplastidés	que	chez	 les	autres	êtres	vivants.	 Il	 est	 cependant	

intéressant	 de	 noter	 que	 certains	 trypanosomes	 phylogénétiquement	 proches	 de	

T.brucei	comme	l’espèce	evansi	ont	perdu	tout	ou	une	partie	de	leur	kinétoplaste.		

		

	

	

	
Figure	10	:	Classification	phylogénétique	des	trypanosomes	africains	

	
D’après	(Truc,	s.	d.)	
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2.1.3.2.5 Le	cytosquelette	:	le	flagelle	et	les	microtubules	

Au	cours	du	cycle	cellulaire,	le	cytosquelette	est	en	perpétuelle	évolution.	Cette	structure	

dynamique	permet	 le	 remodelage	de	 l’architecture	 cellulaire	 et	 le	 positionnement	des	

différents	autres	organites.	Il	est	la	structure	de	base	du	trypanosome,	constitué	par	un	

réseau	 dense	 de	 microtubules	 (essentiellement	 de	 tubuline)	 qui	 entourent	 la	 cellule	

sous	 la	membrane	 plasmique.	 Au	 niveau	 de	 l’insertion	 du	 flagelle,	 se	 trouve	 la	 poche	

flagellaire,	lieu	privilégié	d’échange	du	trypanosome	avec	le	milieu	extérieur.	

	

Dans	 la	 forme	sanguine	du	trypanosome,	 la	poche	 flagellaire	permet	 le	remodelage	du	

VSG	qui	est	internalisé	pour	recyclage	et	peut-être	lié	aux	anticorps	de	l’hôte	(Webster	

et	Russell	1993).	Le	flagelle	s’étale	sur	l’entière	longueur	du	parasite	et	lui	permet	une	

mobilité	extraordinaire.	Une	membrane	ondulante	relie	ce	dernier	au	corps	du	parasite,	

lui	donnant	l’aspect	d’un	petit	dragon.		

2.1.3.2.6 Le	sécrétome	

Les	protéines,	les	lipides	et	les	hydrates	de	carbone	excrétés	et	sécrétés	par	le	parasite,	

forment	 ce	 que	 l’on	 appelle	 le	 sécrétome.	 Cette	 sécrétion	 a	 lieu	 à	 travers	 la	 poche	

flagellaire	 ou	 par	 l’exocytose	 de	 vésicules.	 Tandis	 que	 certains	 facteurs	 peuvent	 être	

relargués	par	 le	parasite	 car	 ils	ont	un	potentiel	 toxique	dans	 le	milieu	 intracellulaire,	

d’autres	 serviraient	 à	 la	 protection	 du	 parasite,	 à	moduler	 le	 système	 immunitaire	 de	

l’hôte,	 à	 récupérer	 des	 éléments	 nutritifs	 ou	 à	 déstabiliser	 les	 constituants	 cellulaires		

pour	favoriser	la	dissémination	(Bossard,	Cuny,	et	Geiger	2013)	(Figure	11).		
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Figure	11	:	Exemple	de	protéines	sécrétées	par	le	trypanosome	et	leur	rôle	dans	sa	survie	et	dans	la	
physiopathologie	

	
D’après	(Bossard,	Cuny,	et	Geiger	2013)	

Il	existe	un	motif	en	N-terminal	qui	prédit	la	sécrétion	d’une	protéine.	Dans	le	protéome	

de	Trypanosoma	brucei,	 les	 chercheurs	ont	 identifié	1445	protéines	qui	devraient	être	

sécrétées/excrétées.	Les	expériences	révèlent	pourtant	que	moins	de	20%	des	protéines	

retrouvées	dans	le	sécrétome	ont	ce	peptide	signal	de	sécrétion	et	5	%	ont	un	domaine	

transmembranaire.	 Les	 auteurs	 pensent	 donc	 que	 le	 trypanosome	 utilise	 des	

microvésicules	pour	sécréter	des	protéines	qui	n’ont	pas	le	signal	cellulaire	d’adressage	

(Geiger	et	al.	2010).		

Dans	une	autre	 étude	portant	 sur	 le	 sécrétome	de	 la	 forme	 sanguine	de	Trypanosoma	

congolense,	il	est	montré	que	87%	des	protéines	sécrétées	sont	des	enzymes.	Ce	qui	est	

très	intéressant	dans	cette	étude	est	que	certaines	protéines	sont	glycosomales,	comme	

la	glycéraldéhyde	phosphate	déshydrogénase,	et	sont	pourtant	retrouvées	dans	le	milieu	

extérieur,	posant	la	question	de	la	voie	d’excrétion	de	ces	protéines	et	du	recyclage	des	

glycosomes	(Grébaut	et	al.	2009).		

Pourquoi	s’intéresser	aux	protéines	sécrétées	dans	le	milieu	?	

	

Pour	prendre	un	exemple	concret	concernant	les	études	menées	dans	le	laboratoire	ou	

j’effectue	 ma	 thèse,	 nous	 présenterons	 succinctement	 quelques	 données	 concernant	

l’anémie,	 symptôme	 premier	 de	 la	 Nagana.	 Certains	 facteurs	 de	 virulence	 seraient	
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relargués	dans	des	vésicules	extracellulaires	et	fusionneraient	avec	les	globules	rouges,	

entrainant	 la	 formation	d’un	globule	rouge	remanié,	plus	rigide	et	plus	 facilement	pris	

en	 charge	 par	 le	 système	 érythro-phagocytaire,	 se	 traduisant	 par	 une	 anémie	

périphérique.	 La	 quantité	 de	 vésicules	 dans	 le	 sang	 de	 l’hôte	 est	 proportionnelle	 au	

nombre	de	parasites	et	au	degré	de	sévérité	de	l’anémie.	On	peut	donc	en	conclure	que	

certains	 facteurs	 sécrétés	 sont	 en	 partie	 responsables	 de	 la	 symptomatologie	 de	 la	

pathologie	 (Szempruch	 et	 al.	 2016).	 La	 compréhension	 des	 mécanismes	 de	 l’anémie	

(Stijlemans	et	al.	2015),	pousse	les	chercheurs	à	trouver	dans	les	facteurs	sécrétés	ceux	

qui	 pourraient	 avoir	 un	 rôle	 prépondérant	 dans	 la	 physiopathologie	 de	 la	

trypanosomiase	africaine.	

	

Une	revue	(Stijlemans	et	al.	2018)	répertorie	les	différents	facteurs	déjà	connus	comme	

prenant	 part	 à	 la	 symptomatologie	 de	 l’anémie.	 C’est	 par	 exemple	 le	 cas	 du	 VSG	 qui	

entraine	le	recrutement	excessif	de	macrophages	et	donc	la	surproduction	de	TNF,	IL6,	

IL8	 IFNy	 et	 NO	 induisant	 une	 anémie	 inflammatoire	 et	 une	 cachexie.	 Une	 anémie	

centrale	trouverait	un	début	d’explication	dans	la	surproduction	de	I’FNy,	induisant	une	

down	régulation	des	récepteurs	de	l’Epo	dans	la	moelle	osseuse	et	donc	la	formation	des	

précurseurs	 myéloïdes.	 Les	 sialidases	 entraineraient	 quant	 à	 elles	 une	 réduction	 de	

l’érythropoïèse,	une	augmentation	de	l’érythrophagocytose	et	une	altération	directe	des	

globules	 rouges	 (Guegan	 et	 al.	 2013).	 Cela	 explique,	 comme	 vu	 dans	 le	 paragraphe	

traitant	de	ce	sujet,	pourquoi	certains	animaux	qui	possèdent	une	plus	grande	quantité	

de	 résidus	 d’acide	 sialique	 O-acétylé	 sur	 leurs	 globules	 rouges	 sont	 trypanotolérants	

(Antoine-Moussiaux,	Büscher,	et	Desmecht	2009).		

Concernant	mon	 sujet	 de	 thèse,	 certaines	 protéines	 telles	 les	 phospholipases,	 ont	 été	

retrouvées	dans	le	sécrétome	des	trypanosome	africains	(Geiger	et	al.	2010).	De	par	leur	

mode	d’action	particulier	sur	le	catabolisme	des	lipides	et	donc	sur	les	membranes	qui	

en	sont	majoritairement	constituées,	elles	pourraient	 jouer	un	rôle	prépondérant	dans	

l’anémie,	symptôme	majeur	de	la	Nagana.	Elles	pourraient	aussi	potentiellement	agir	sur	

les	endothéliums	par	exemple,	permettant	le	passage	du	parasite	à	travers	les	tissus.	Si	

nous	 pouvions	 comparer	 les	 sécrétomes	 de	 parasites	 tel	 que	 le	 Trypanosoma	 brucei,	

capable	 de	 traverser	 la	 BHE,	 à	 celui	 de	 trypanosomes	 uniquement	 présents	 dans	 les	

vaisseaux	 sanguins	 comme	 le	 Trypanosoma	 congolense,	 serions-nous	 capables	 de	

déterminer	 les	 facteurs	 parasitaires	 nécessaires	 au	 passage	 en	 phase	 terminale	 de	 la	

trypanosomiase	africaine,	ces	facteurs	spéciaux,	sont-ils	sécrétés	?	
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2.1.3.3 Le	cycle	du	parasite	

Dans	 les	 années	 1960-1970,	 certains	 scientifiques	 pensaient	 qu’à	 l’image	 de	

Trypanosoma	 cruzi	 et	 des	 Leishmanies,	 qui	 font	 aussi	 partie	 de	 l’ordre	 des	

kinétoplastidés,	 les	trypanosomes	africains	possédaient	un	stade	amastigote	(Ormerod	

et	Venkatesan	1971),	c’est	à	dire	une	forme	intracellulaire	dépourvue	de	flagelle.	Depuis	

ces	années-là,	aucune	 forme	de	cette	sorte	n’a	été	observée	chez	 les	hôtes.	Cependant,	

plus	récemment,	d’autres	chercheurs	ont	montré	que	 le	trypanosome	africain	aurait	 la	

faculté	d’entrer	dans	les	cellules	endothéliales	composant	la	barrière	méningée	et	sont	

tentés	 de	 dire	 que	 c’est	 grâce	 à	 cette	 invasion	 intracellulaire,	 que	 le	 parasite	 entre	

ensuite	dans	le	cerveau	à	proprement	parlé.	Ils	n’excluent	cependant	pas	que	le	parasite	

puisse	se	retrouver	dans	les	lysosomes	en	stade	terminal	de	vie	(Nikolskaia	et	al.	2006).		

	

La	reproduction	du	trypanosome	africain	a	longtemps	été	décrite	comme	se	produisant	

exclusivement	par	scissiparité.	Une	équipe	de	chercheurs	s’est	pourtant	intéressée	à	la	

transmission	 de	 certains	 caractères	 permettant,	 par	 exemple,	 la	 résistance	 aux	 anti-

infectieux,	 à	 travers	 les	 différentes	 souches	 prélevées	 sur	 le	 terrain.	 En	 effet,	 d’autres	

microorganismes	 comme	 les	 bactéries,	 sont	 capables	 de	 transmettre	 de	 manière	

horizontale	 leurs	 résistances	 acquises	 ou	 innées	 à	 certains	 antibiotiques,	 à	 d’autres	

bactéries	 receveuses.	 Etant	 donné	 la	 difficulté	 de	 traitement	 de	 la	 trypanosomiase	

africaine,	 comprendre	 ces	 mécanismes	 semblait	 essentiel.	 Ces	 chercheurs	 ont	 donc	

étudié,	 d’après	 des	 observations	 basées	 sur	 d’autres	 Kinétoplastidés,	 la	 possibilité	 de	

méiose	des	parasites,	permettant	une	transmission	Mendélienne.	

	

En	étudiant	certains	gènes	connus	pour	intervenir	particulièrement	dans	les	processus	

de	 méiose	 chez	 les	 plantes	 supérieures,	 les	 levures	 et	 les	 animaux,	 cette	 équipe	 a	

déterminé	l’expression	de	ces	gènes	(Spo11,	Mnd1,	Dmc1	et	Hop1)	dans	le	trypanosome	

africain.	Ainsi	ils	en	ont	conclu	que	ces	processus	de	méiose	sont	très	peu	fréquents	et	

ont	lieu	uniquement	lorsque	le	parasite	se	trouve	dans	les	glandes	salivaires	de	l’insecte	

vecteur	 sous	 sa	 forme	 épimastigote.	 Le	 vecteur	 doit	 être	 infecté	 par	 deux	 souches	 de	

trypanosomes	différentes	 (Peacock	et	 al.	 2011)	et	 la	méiose	a	 lieu	entre	 le	14ème	 et	 le	

38ème	 jour	 post-infection	 (Gibson	 2015).	 Cela	 pose	 beaucoup	 de	 conditions	 pour	 la	

survenue	 de	 ce	 phénomène	 et	 d’autant	 plus	 pour	 les	 parasites	 comme	 Trypanosoma	

evansi,	 qui,	 bien	 qu’il	 puisse	 se	 retrouver	 dans	 les	 glandes	 salivaires	 du	 vecteur,	 ne	
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possède	pas	de	cycle	à	proprement	parlé.	Cependant,	de	manière	consensuelle,	nous	ne	

parlerons	ni	de	forme	intracellulaire,	ni	de	forme	asexuée.	Le	cycle	du	parasite	peut	se	

décrire	comme	suit	(Figure	12)	:		

	

Figure	12	:	Cycle	de	vie	du	trypanosome	africain	
	

D’après	le	CDC,	détaillé	dans	le	paragraphe	2.1.3.3-Cycle	du	parasite-	de	ce	document.	
	
Un	 hôte	 mammifère	 contaminé	 par	 un	 trypanosome	 sous	 sa	 forme	 sanguine,	 se	 fait	

piquer	 par	 une	 glossine.	 Cette	 glossine	 prend	 alors	 un	 repas	 de	 sang	 contaminant	 et	

ingère	des	formes	allongées	du	parasite	«	slender	»	d’environ	23	à	30	um	et	des	formes	

trapues,	en	phase	G0	de	quiescence	«	stumpy	»	de	12	à	26	um.	Les	formes	stumpy	sont	

des	 formes	 pré-adaptées	 à	 la	 vie	 dans	 l’insecte,	 c’est-à-dire	 que	 le	 métabolisme	 du	

trypanosome	 est	 modifié	 à	 ce	 stade	 pour	 s’adapter	 aux	 conditions	 et	 aux	 sources	

nutritives	présentes	dans	la	tsé-tsé.	Par	exemple,	 les	formes	stumpy	down-régulent	les	

protéines	impliquées	dans	la	glycolyse	ou	le	transport	du	glucose	mais	augmentent	les	

procyclines	et	les	PAD,	de	même	que	les	enzymes	associées	au	clivage	du	VSG.		

	

On	 observe	 aussi	 une	modification	d’expression	des	 protéines	 du	 cytosquelette	,	 de	 la	

membrane	et	surtout	de	la	biogenèse	des	lipides	(Rico	et	al.	2013).	Cette	préadaptation	

et	 l’apparition	 de	 formes	 stumpy	 a	 lieu	 à	 la	 suite	 de	 l’émission	 d’une	molécule	 signal	
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soluble,	 sécrétée	 par	 les	 trypanosomes	 sanguins	 que	 l’on	 appelle	 le	 SIF	 (Stumpy	

induction	factor)	(Figure	13).	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	13	:	Sécrétion	du	SIF	entrainant	l'apparition	de	formes	stumpy	
	
D’après	(Sollelis	et	Marti	2019)	:	Les	parasites	sanguins	sécrètent	des	protéases	qui	entrainent	
la	 formation	 d’oligopeptides	 particuliers	 qui	 seraient	 reconnus	 par	 les	 parasites	 eux-mêmes.	
Lorsque	 la	 densité	 de	parasites	 est	 élevée,	 ces	 oligopeptides	 appelés	 SIF	 entrainent	 une	 voie	de	
signalisation	 qui	 arrête	 le	 cycle	 cellulaire,	 faisant	 passer	 les	 parasites	 de	 la	 forme	 allongée,	
slender,	à	la	forme	trapue	ou	stumpy.	
	

Les	 formes	sanguines	auraient	 la	capacité	de	sentir	 leur	densité	par	un	phénomène	de	

quorum	sensing	correspondant	à	l’abondance	de	SIF.	Plus	les	parasites	sont	nombreux,	

plus	 la	 quantité	 de	 SIF	 est	 importante,	 et	 plus	 cela	 induira	 la	 formation	 de	 stumpy	

(Sollelis	et	Marti	2019).	Pour	rentrer	dans	les	détails	de	la	découverte	du	SIF,	à	ce	jour,	il	

est	admis	que	les	formes	sanguines	sécrètent	des	peptidases	dans	le	milieu	extérieur	ce	

qui	 permet	 la	 formation	 d’oligopeptides	 spécifiques,	 internalisés	 par	 le	 transporteur	

TbGRP89	 induisant	 la	 formation	 de	 formes	 stumpy	 (Rojas	 et	 al.	 2019).	 Lors	 de	

l’absorption	 des	 parasites	 par	 la	 glossine,	 les	 formes	 allongées	 non	 adaptées	

disparaitraient	et	les	stumpy	permettraient	la	continuation	du	cycle.	Le	taux	d’infection	

des	 tsé-tsé	 est	 très	 bas	mais	 si	 une	 glossine	 est	 vectrice	 de	 la	 trypanosomiase,	 elle	 le	

restera	toute	sa	vie.		

	

Dans	l’insecte,	le	parasite	change	d’environnement	de	vie	et	passe	par	plusieurs	stades	

de	 différentiation.	 Les	 formes	 stumpy	 se	 retrouvent	 privées	 de	 glucose	 et	 en	 contact	

avec	les	protéases	de	l’intestin.	Les	parasites	vont	alors	se	modifier	en	quelques	heures	

en	formes	procycliques	non	infectantes	pour	le	mammifère,	dans	l’intestin	de	la	mouche.		
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Cette	nouvelle	 forme	a	 la	particularité	d’être	 recouverte	d’un	manteau	de	procyclines,	

dont	 les	 deux	 formes	 majeures	 sont	 les	 EP	 et	 les	 GPEET,	 correspondant	 aux	 acides	

aminés	répétés	en	C-term.	Les	procyclines	sont	fixées	à	la	membrane	du	parasite	par	des	

ancres	 GPI	 particulières	 (Acosta-Serrano	 et	 al.	 2001)	 et	 permettent	 au	 parasite	 de	

survivre	à	l’environnement	agressif	de	l’estomac	de	la	mouche.		

	

Les	 formes	 procycliques	 vont	 se	 multiplier	 dans	 l’intestin	 moyen	 de	 la	 glossine	 puis	

migrer	vers	les	glandes	salivaires	ou	les	pièces	buccales	où	elles	se	changent	en	formes	

épimastigotes	adhérentes	aux	tissus	épithéliaux	de	l’insecte.	C’est	à	ce	moment	que	les	

épimastigotes	 se	 changent	 en	 formes	 non	 réplicatives,	 non	 adhérentes,	métacycliques	

infectantes,	 pouvant	 être	 transmises	 à	 chaque	 repas	 de	 sang	 par	 la	 glossine	 vectrice.	

Lors	 de	 la	 transmission	 du	 parasite,	 la	 forme	 métacyclique,	 pourvue	 d’un	 manteau	

glycoprotéique	 simple,	 se	 modifie	 pour	 revêtir	 un	 manteau	 glycoprotéique	 bien	 plus	

complexe	et	caractéristique	de	la	forme	sanguine	trypomastigote.		

Les	parasites	se	retrouvent	en	1	à	2	jours	dans	la	lymphe	malgré	la	formation	du	chancre	

et	 l’afflux	de	cellules	du	système	immunitaire	et	en	environ	5	 jours	dans	le	sang.	 Ils	se	

multiplient	alors	par	scissiparité	dans	le	sang	sous	forme	allongée.	Quand	la	parasitémie	

est	 trop	 élevée,	 le	 parasite	 se	 change	 en	 forme	 trapue	 non	 réplicative	 destinée	 à	 être	

ingérée	par	un	insecte	qui	continuera	ainsi	le	cycle	(Figure	14).	

Figure	14	:	Stade	parasitaire	selon	le	cycle	évolutif	du	trypanosome	africain	
	
D’après	 (Smith	 et	 al.	 2017)	:	 Etat	 du	 parasite	 dans	 les	 différents	 tissus	 et	 détail	 de	 la	
consommation	 des	 ressources	 énergétiques	 selon	 son	 stade	 de	 développement	 dans	 l’insecte	
vecteur	ou	dans	l’hôte	mammifère.	On	observera	par	exemple	que	la	forme	procyclique	préfèrera	
consommer	de	la	proline	alors	que	la	forme	sanguine	se	contentera	de	glucose.	
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2.1.4 Quelques	Trypanosomes	chez	les	animaux		
2.1.4.1 Trypanosoma	vivax	

Trypanosoma	 vivax	 est	 le	 pathogène	 majeur	 des	 animaux	 domestiques	 en	 Afrique	 de	

l’ouest	 (Figure	15).	 Il	 a	 la	particularité	de	 se	 transmettre	de	deux	manières	:	De	 façon	

cyclique	en	Afrique	avec	des	vecteurs	spécifiques,	en	faisant	intervenir	des	glossines	:	G.	

morsitans	 spp,	 G.	 longipalpis,	 G.	 palpalis,	 G.	 tachinoides,	 et	 G.	 pallidipes	 et	 de	 manière	

mécanique,	dans	d’autres	pays	comme	en	Amérique	 latine	en	utilisant	des	 insectes	du	

genre	Atylotus,	des	 	 tabanides	ou	des	 Stomoxys	(Ooi	et	al.	2016).	Des	observations	sur	

cette	 transmission	 mécanique	 ont	 été	 rapportées	 dans	 une	 étude	 de	 terrain,	 en	

conditions	presque	sauvages	de	transmission	et	75%	des	animaux	auparavant	sains	sont	

contaminés	 en	20	 jours.	 L’incidence	 est	 donc	 très	 importante,	 dépendante	du	nombre	

extrêmement	élevé	de	morsures	par	jour	(>50)	et	du	pourcentage	de	repas	interrompus	

(>50%)	favorisant	les	contacts	entre	le	sang	des	individus	sains	et	le	sang	des	individus	

contaminés	 (Desquesnes	 et	 Dia	 2004).	 Il	 est	 intéressant	 de	 comprendre	 que	 ce	

trypanosome	ne	possède	pas	de	 stade	procyclique	et	donc	aucun	gène	 codant	pour	 la	

procycline	qui	recouvre	les	formes	procycliques	des	autres	espèces.	Trypanosoma	vivax	

passe	 de	 la	 forme	 sanguine	 à	 la	 forme	 épimastigote	 directement	 dans	 le	 proboscis	 de	

l’insecte	sans	passer	par	l’intestin	moyen.	Par	contre	une	famille	de	gène	de	surface	très	

spéciale	Fam27-45	les	distingue	des	autres	trypanosomes	(Jackson	et	al.	2015).		

	

Figure	15	:	Bovins	atteints	de	trypanosomiase	animale	
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Pour	 Trypanosoma	 vivax,	 il	 semblerait	 au	 niveau	 physiopathologie	 que	 les	 animaux	

succombent	à	un	pic	de	parasitémie,	 survenant	 lors	de	 thromboses	de	gros	vaisseaux.	

Dans	 chacun	 des	 cas	 de	 transmission,	 il	 existe	 une	 implication	 plutôt	 peu	 connue	 du	

système	 immunitaire	 et	 même	 des	 auto-réactions	 immunes	 qui	 sont	 cependant	

réversibles	 après	 traitements.	 La	mort	 peut	 survenir	 d'un	 collapsus	 cardio-vasculaire,	

d'une	 anémie,	 d'une	 insuffisance	 rénale	 ou	 myocardique,	 d'une	 thrombose	 aiguë,	 ou	

encore	 d'une	 septicémie	 bactérienne	 secondaire,	 dépendant	 de	 la	 vulnérabilité	 de	

chaque	individu	(Goodwin	2008).	Dans	la	nature,	il	est	difficile	d’imputer	l’état	de	santé	

d’un	animal	à	son	infection	par	un	parasite	en	particulier	car	on	estime	à	9,5%	les	cas	de	

co-contamination	 par	 trypanosomes	 sur	 les	 échantillons	 prélevés	 sur	 les	 animaux	

porteurs	de	parasites	(Gibson	2015).	

2.1.4.2 Trypanosoma	congolense	

Trypanosoma	congolense	est	responsable	de	80%	des	infections	des	animaux	d’élevage	

au	 sud	 de	 l’Ethiopie	 (Desta,	 Beyene,	 et	 Haile,	 s.	d.).	 Il	 semblerait	 que	 cette	 espèce	 de	

trypanosome	 ait	 une	 incapacité	 à	 pénétrer	 dans	 les	 tissus	 et	 reste	 donc	 relativement	

cloisonné	 au	 compartiment	 sanguin.	 Sa	 symptomatologie	 se	 résume	 donc	 plus	

particulièrement	à	une	anémie,	une	émaciation	et	une	polio-encéphalomalacie.	Le	déclin	

des	animaux	d’élevage	est	essentiellement	lié	à	l’anémie	mais	aussi	à	l’hypo-protéinémie	

et	 la	 dilution	du	 sérum	dû	 au	processus	 anaphylactique.	Des	 conditions	 de	 culture	 de	

chacune	de	ses	formes	ont	été	mis	au	point	en	2010	(Coustou	et	al.	2010)	et	revisitées	

récemment	(Kay,	Peacock,	et	Gibson	2019).	

Il	existe	trois	sous	espèces	de	ce	parasite,	le	type	«	savanne	»,	le	type	«	forêt,	rivière	»	et	

le	 type	 «	kilifi	».	 Le	 sous-type	 des	 savannes	 semble	 le	 plus	 pathogène	 et	 induit	

systématiquement	la	mort	des	animaux	infectés	alors	que	la	guérison	survient	pour	les	

deux	autres	sous-types	(Bengaly	et	al.	2002).		

Certaines	études	de	laboratoire	et	de	terrain,	ont	montré	que	lors	d’une	parasitémie	très	

élevée,	notamment	lors	d’une	infection	à	Trypanosoma	congolense,	si	le	repas	de	sang	de	

l’insecte	vecteur	est	interrompu,	la	glossine	est	capable	de	transmettre	mécaniquement	

le	 parasite	 à	 un	 autre	 hôte	 et	 cela	 pendant	 au	 moins	 160	 minutes	 après	 le	 repas	

contaminant	(L.	W.	Roberts	et	al.	1989).	
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2.1.4.3 Trypanosoma	equiperdum	

Trypanosoma	equiperdum	est	une	évolution	des	Trypanosoma	brucei	de	l’Afrique	de	l’est	

(Cuypers	et	al.	2017).	Ce	trypanosome	équin	provoque	une	maladie	appelée	la	Dourine	

qui	évolue	de	manière	chronique	sur	1	à	2	ans.	Ce	trypanosome	est	un	parasite	tissulaire	

qui	se	transmet	par	voie	sexuelle	(Brun,	Hecker,	et	Lun	1998).	Les	premiers	signes	sont	

une	 inflammation	 et	 un	 oedème	 de	 la	 vulve	 ou	 du	 pénis	 se	 propageant	 jusqu’à	

l’abdomen.	Un	signe	particulier	est	aussi	une	conjonctivite	et	une	kératite.	La	deuxième	

phase	est	pathognomonique	de	la	dourine	avec	apparition	durant	3	à	7	jours	de	plaques	

se	 répartissant	 possiblement	 sur	 tout	 le	 corps.	Durant	 la	 phase	 terminale	 une	 anémie	

sévère	apparaît	avec	des	signes	neurologiques	conduisant	à	une	paralysie	et	à	 la	mort	

(Love	et	Mair	2012).		

2.1.4.4 Trypanosoma	evansi	

Trypanosoma	evansi	est	le	parasite	qui	possède	le	plus	grand	nombre	d’hôtes	et	la	plus	

grande	 répartition	 mondiale.	 Il	 existe	 deux	 hypothèses	 quant	 à	 son	 évolution.	 Il	

dériverait	 de	 Trypanosoma	 brucei	 de	 l’Afrique	 de	 l’ouest	 (Cuypers	 et	 al.	 2017)	 ou	 de	

Trypanosoma	equiperdum	(Brun,	Hecker,	et	Lun	1998).	Aujourd’hui,	les	scientifiques	ont	

plutôt	 tendance	 à	 admettre	 qu’il	 a	 évolué	 à	 partir	 de	 Trypanosoma	 brucei.	 Sa	

particularité	tient	en	son	incapacité	à	établir	un	cycle	chez	le	vecteur.	En	effet,	il	a	perdu	

une	partie	de	 l’ADN	mitochondrial	 (Desquesnes,	Holzmuller,	et	al.	2013)	(maxicercles)	

ou	sa	totalité,	nécessaire	au	parasite	pour	évoluer	en	forme	adaptée	au	vecteur.	Afin	de	

palier	à	ce	manque,	Trypanosoma	evansi	est	capable	de	se	transmettre	mécaniquement,	

directement	de	l’animal-repas	1	à	l’animal-repas	2.		

	

Un	 grand	 nombre	 d’insectes	 piqueurs	 et	 suceurs	 font	 partie	 des	 vecteurs,	 mais	 les	

Tabanides	sont	 les	mouches	qui	 transmettent	 le	plus	 le	parasite.	Ces	 trypanosomes	ne	

restent	 cependant	 pas	 longtemps	 vivants	 dans	 les	 vecteurs	 ce	 qui	 implique	 que	 les	

transmissions	 se	 font	 souvent	dans	des	 répartitions	géographiques	proches.	Lors	d’un	

repas	interrompu,	les	mouches	suceuses	peuvent	profiter	de	la	plaie,	se	nourrir	de	sang	

et	 permettre	 une	 transmission	 horizontale,	 ce	 mécanisme	 particulier	 s’appelle	 la	

transfection.	Ce	qui	inquiète	les	épidémiologistes	aujourd’hui,	est	le	fait	que	ce	parasite	

se	 transmet	aussi	 lors	de	 l’ingestion	de	sang	contaminé.	Ainsi	 tous	 les	carnivores	vont	

être	susceptibles	de	se	contaminer	en	mangeant	un	herbivore	parasité.	Il	a	été	décrit	que	



	 43	

le	parasite	pouvait	contaminer	des	humains	s’ils	sont	porteurs	de	mutations	génétiques	

particulières	 et	 qu’il	 possède	 chez	 les	 carnivores	 une	 phase	 amastigote,	 c’est-à-dire	

dépourvue	 de	 flagelle,	 dans	 les	 tissus	 comme	 le	 foie	 ou	 les	 yeux	 (Misra,	 Roy,	 et	

Choudhury	2016).		

L’autre	 particularité	 de	 ce	 parasite	 est	 d’avoir	 pour	 réservoir	 et	 vecteur	 potentiel	 les	

chauves-souris.	 Ces	 dernières	 sont	 connues	 pour	 transmettre	 bon	 nombre	 de	 germes	

mais	 dans	 le	 cas	 du	 Trypanosoma	 evansi,	 si	 elles	 ne	 succombent	 pas	 à	 l’invasion	

parasitaire,	elles	vont	être	capable,	à	chaque	morsure	de	 transmettre	 le	parasite.	Elles	

deviennent	 alors	 des	 réservoirs	 permanents	même	 en	 absence	 d’animaux	 contaminés	

(Desquesnes,	Dargantes,	et	al.	2013).		

Ce	parasite	cause	une	maladie	communément	appelée	la	Surra,	dont	la	physiopathologie	

varie	 selon	 l’hôte	 (dromadaires,	 chevaux,	 chiens,	 porcs,	 buffles).	 La	 virulence	 est	 très	

importante	 chez	 les	 camélidés	 et	 les	 chevaux	 et	 sa	 forme	 clinique	 se	 traduit	 par	 une	

forme	 aiguë	 et	 fatale.	 De	 nombreux	 épisodes	 de	 fièvres	 précèdent	 une	 fatigue,	 une	

conjonctivite,	une	anémie,	des	oedèmes	et	des	troubles	nerveux	conduisant	au	décès	de	

l’animal	allant	de	la	somnolence	à	la	paralysie	généralisée	puis	la	mort	(Kocher	2013)		

2.1.4.5 Les	animaux	trypanotolérants	

La	 trypanotolérance	 n’est	 pas	 la	 capacité	 d’un	 hôte	 à	 se	 débarrasser	 du	 parasite	 qui	

l’infeste	et	d’obtenir	une	clairance,	mais	plutôt	sa	capacité	à	vivre	en	étant	infesté	sans	

en	 subir	 de	 dommages	 trop	 importants,	 sans	 que	 la	maladie	 n’évolue	 et	 n’entraine	 la	

mort	 (Naessens	 2006).	 Cette	 tolérance	 connue	 de	 certains	 animaux	 envers	 le	

trypanosome	est	un	mystère	dont	on	découvre	à	 travers	 le	 temps	chacun	des	aspects.	

Certaines	 espèces	 ont	 été	 classées,	 par	 l’observation,	 dans	 le	 groupe	 des	

trypanotolérants.	 C’est	 le	 cas	 des	 N’Dama,	 des	 Sheko,	 des	 Muturu,	 des	 Baoule,	 des	

Djallonke,	des	Lagunaires	et	des	chèvres	Dwarf.	Le	buffle	du	Cap	est	la	seule	espèce	de	

ruminant	capable	de	résister	complètement	à	toutes	les	espèces	de	trypanosome.	Il	faut	

noter	 que	 les	 co-infections	 avec	 d’autres	 parasites	 (helminthes	 par	 exemple)	 sont		

délétères	aux	animaux	trypanotolérants	(Yaro	et	al.	2016).	

	

Les	 croisements	 progressifs	 des	 animaux	 trypanotolérants	 avec	 les	 animaux	

trypanosensibles	 engendrent	 une	 seconde	 génération	 d’animaux	 où	 les	 femelles	

semblent	plus	tolérantes	que	les	mâles	mais	cette	protection	a	tout	de	même	tendance	à	

se	perdre	très	rapidement	au	fil	des	croisements.		
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Comme	 nous	 l’avons	 dit	 plus	 haut,	 la	 trypanotolérance	 est	 connue	 dans	 son	 aspect	

conceptuel	 depuis	 des	 millénaires.	 Cependant,	 du	 point	 de	 vue	 génétique	 et	

phénotypique,	 de	 nombreuses	 hypothèses	 ont	 été	 avancées	 et	 il	 semble	 qu’une	

combinaison	 de	 la	 plupart	 d’entre	 elles	 ne	 soit	 que	 le	 début	 de	 l’explication	 de	 ce	

phénomène	de	l’évolution.		

Lors	de	la	Nagana,	l’anémie	est	le	symptôme	majeur,	entrainant	un	affaiblissement	et	à	

terme,	 la	mort	de	 l’hôte.	Quand	survient	 le	pic	parasitémique,	 les	parasites	produisent	

des	sialidases	capables	de	cliver	l’acide	sialique	à	la	surface	des	érythrocytes.	Le	système	

réticulo-endothélial	séquestre	alors	ces	globules	rouges	déficients,	les	élimine	et	cela	est	

une	première	explication	à	l’anémie.	Chez	certaines	espèces,	comme	les	N’dama	il	existe	

une	seconde	couche	d’acides	sialique	prenant	le	rôle	de	bouclier	sur	les	globules	rouges	

et	 protégeant	 leur	 intégrité.	 Cet	 atout	 constitue	 la	 première	 barrière	 contre	 l’anémie	

(Shugaba	et	al.	1994).	Aujourd’hui,	le	marqueur	de	trypanotolérance	reste	le	contrôle	de	

l’anémie,	évalué	par	le	PCV,	volume	des	cellules	emballées.	

	

Une	revue	répertorie	un	certain	nombre	d’indices	et	de	pistes	pour	mieux	comprendre	

ce	 phénomène.	 Les	 auteurs	 expliquent	 que	 chez	 le	 buffle	 africain,	 le	 contrôle	 de	 la	

parasitémie	 est	 dû	 à	 une	 diminution	 de	 l’activité	 catalase	 et	 une	 augmentation	 de	

l’activité	peroxidase.	De	même,	par	une	étude	de	croisement	entre	différents	animaux,	

ils	ont	pu	mettre	en	évidence	que	le	contrôle	de	l’anémie	n’était	pas	directement	lié	au	

contrôle	de	la	parasitémie	et	qu’il	y	a	au	moins	deux	mécanismes	évolutifs	indépendants	

qui	permettent	une	trypanotolérance	(Naessens	2006).		

	

Récemment	 une	 étude	 sur	 les	 Sheko	 (Mekonnen	 et	 al.	 2019),	 identifie	 les	 variations	

géniques	entre	les	espèces	trypanotolérantes	et	trypanosensibles	et	les	scientifiques	ont	

mis	en	évidence	certains	gènes	impliqués	dans	le	développement	et	la	prolifération	des	

lymphocytes	T	et	B,	dans	les	anémies	par	déficit	en	fer	(import)	et	dans	les	médiateurs	

de	 l’érythropoièse	 (hsp70),	 tous	 pouvant	 jouer	 un	 rôle	 dans	 l’anémie.	 Les	 espèces	

trypanotolérantes	auraient	aussi	la	capacité	de	switcher	de	la	réponse	innée	à	la	réponse	

adaptative	plus	rapidement	par	l’induction	de	macrophage	de	type	M2.	

	

Nous	savons	en	résumé	peu	de	choses	sur	ces	espèces	trypanotolérantes,	mis	à	part	le	

fait	qu’elles	ont	été	 introduites	 il	y	a	plus	de	3000	ans	sur	 le	 territoire	africain,	 ce	qui	

leur	 a	 permis	 de	 subir	 au	 fil	 des	 années	 une	 pression	 de	 sélection	 les	 rendant	
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aujourd’hui	 précieuses,	 à	 la	 fois	 pour	 comprendre	 les	 mécanismes	 génétiques	 et	

cellulaires	 sous-jacents	 mais	 aussi	 d’un	 point	 de	 vue	 économique	 car	 garder	 des	

troupeaux	de	pure	race	assure	l’éleveur	de	la	non	souffrance	et	de	la	productivité	de	ses	

bêtes	(Berthier	et	al.	2016).		

 
2.2.1 Les	facteurs	de	résistance	génétiques	contre	les	parasites	
2.2.1.1 Généralités	sur	le	facteur	trypanolytique	:	TLF	

Trypanosoma	 brucei	 brucei	 infecte	 un	 grand	 nombre	 de	 mammifères	 dont	 un	 certain	

nombre	 sont	 résistants	 au	 parasite.	 C’est	 le	 cas	 de	 certains	 primates	 et	 des	 humains.	

Très	tôt	 les	chercheurs	se	sont	rendus	compte	que	le	sérum	humain	pouvait	avoir	une	

activité	 trypanolytique.	Après	quelques	 études	de	purification	des	protéines	 et	 lipides	

du	 sérum,	 ils	 ont	 mis	 en	 évidence	 que	 les	 HDL	 (High	 Density	 Lipoproteins)	 étaient	

responsables	de	la	lyse	de	certaines	sous-espèces	de	parasites.	Un	sérum	exempt	de	HDL	

est	un	sérum	inactif	contre	les	trypanosomes.	Le	facteur	trypanolytique	est	donc	lié	aux	

HDL	(Rifkin	1978).	

	

La	compréhension	structurale	de	ce	facteur	trypanolytique	appelé	TLF,	a	suscité	un	bon	

nombre	d’études	de	grande	envergure	et	ce	n’est	que	bien	plus	tard	que	les	scientifiques	

ont	découvert	la	composition	exacte	de	ce	facteur.	Le	mécanisme	d’action	est	cependant	

encore	en	étude	à	ce	jour.	Ce	que	nous	pouvons	cependant	avancer	aujourd’hui	est	que	

ce	facteur	trypanolytique	est	constitué	de	deux	apolipoprotéines,	APOA-1	(controversé)	

et	 APOL-1	 et	 d’une	HRP	 (Haptoglobine-Related	 Protein).	 L’ensemble	 de	 ces	 protéines	

forme	 des	 complexes,	 TLF-1	 et	 TLF-2	 (contient	 un	 complexe	 d’IGM)	 contenus	 dans	 le	

sérum	de	 l’hôte	et	qui	permet	 la	résistance	de	ce	dernier	au	parasite.	Grâce	à	 l’HRP,	 le	

TLF-1	entre	par	endocytose	dans	 le	trypanosome	par	 l’intermédiaire	du	récepteur	Hp-

Hb	(haptoglobine-hémoglobine)	nommé	TbHpHbR5	(Figure	16).		

Il	 est	 difficile	 aujourd’hui	 de	 décrire	 l’endocytose	 du	 TLF-2	 qui	 n’utiliserait	

apparemment	pas	de	HRP	(controversé).		

	

Dans	le	parasite,	l’APOL-1	gagne	le	lysosome	et	permet	la	formation	de	pores	induisant	

une	 dérégulation	 osmotique	 conduisant	 à	 la	 lyse	 du	 parasite.	 Beaucoup	 d’auteurs	 ne	

sont	pas	d’accord	sur	son	action	exacte	concernant	une	lyse	ou	une	apoptose,	mais	tout	

porte	à	croire	que	l’élément	principal	de	l’activité	trypanolytique	du	sérum	est	l’APOL-1,	
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qui	possède	dans	sa	partie	N-Terminale	des	motifs	similaires	à	ceux	 impliqués	dans	 la	

formation	de	pores	membranaires	par	les	toxines	bactériennes	de	type	colicines	(Perez-

Morga	 2005).	 Ce	 mécanisme	 de	 défense	 est	 valable	 pour	 les	 sous-espèces	 de	

trypanosomes	 dont	 le	 système	 immunitaire	 humain	 peut	 se	 débarrasser.	 Cependant,	

certains	 parasites	 évadent	 ce	 système	 immunitaire	 de	 l’Homme.	 C’est	 le	 cas	 des	 deux	

pathogènes	humains	Trypanosoma	brucei	rhodesiense	et	gambiense.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
Figure	16	:	Mécanisme	général	de	l'endocytose	des	TLF	

	
D’après	(Pays	et	al.	2014)	:	L’APOL-1	contenue	dans	le	TLF-1	et	le	TLF-2	entre	dans	le	parasite	et	
se	fixe	sur	la	membrane	endosomale	dès	que	le	pH	le	permet	entrainant	la	lyse	parasitaire	par	un	
flux	 de	 chlore	 endolysosomal.	 Le	 taux	 d’haptoglobine	 dans	 le	 sang	 va	 déterminer	 la	 faculté	 du	
sérum	 à	 lyser	 le	 parasite.	 En	 effet,	 lors	 d’une	 action	 du	TLF-1,	 l’HRP	 permettant	 de	 faire	 entrer	
l’APOL-1	entre	 en	 compétition	avec	 l’haptoglobine.	 Si	 celle	 ci	 est	 exprimée	en	quantité	normale,	
cela	 suffit	 à	 inhiber	 l’action	du	TLF-1.	Une	haptoglobulinémie	 (a)	permet	 l’entrée	de	 l’APOL-1	et	
donc	 la	 lyse	 du	 parasite.	 En	 condition	 normale,	 c’est	 donc	 le	 TLF-2	 qui	 aurait	 une	 activité	
supérieure	au	TLF-1	(b).	

2.2.1.2 La	résistance	au	TLF	de	Trypanosoma	brucei	rhodesiense	

Trypanosoma	brucei	rhodesiense	est	résistant	à	l’action	de	l’APOL-1	par	l’expression	d’un	

variant	 spécifique	 du	 VSG	 qui	 se	 fixe	 à	 l’extrémité	 C-terminale	 de	 l’APOL-1	 et	 qui	

empêche	 son	 entrée	 dans	 le	 lysosome.	 Cette	 protéine	 est	 appelée	 le	 SRA	 (Serum	

Resistance	Associated	protein)	 et	 contrairement	 aux	particules	de	VSG	 classiques,	 elle	

s’accumule	 dans	 le	 système	 endolysosomal	 du	 parasite,	 interagit	 avec	 l’APOL-1	 et	

empêche	son	action	trypanolytique	(Figure	17).		
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Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	 le	 passage	 répété	 de	 ce	 parasite	 dans	 la	 souris	 lui	 fait	

perdre	son	activité	de	résistance	vis	à	vis	du	sérum	humain	et	qu’il	regagne	cet	avantage	

quand	la	souris	est	transfusée	avec	du	sérum	humain	(Pays	et	al.	2006).	Cela	confirme	

l’expression	du	variant	spécifique	du	VSG	que	l’on	appelle	SRA.		

Il	a	été	prouvé	que	transférer	le	gène	de	résistance	au	sérum	humain	SRA,	à	une	espèce	

normalement	non	pathogène	pour	l’Homme	suffit	à	rendre	le	parasite	contaminant	(Van	

Xong	 et	 al.	 1998).	 Il	 a	 été	 de	 plus	 suggéré	 que	 Trypanosoma	 brucei	 brucei	 et	

Trypanosoma	 brucei	 rhodesiense	 pouvaient	 se	 transférer	 de	 manière	 libre	 le	 gène	 de	

résistance	 au	 sérum	humain	 SRA-1	 ou	 SRA-2.	 Cependant	 cela	 n’a	 pas	 directement	 été	

observé,	mais	déduit	à	partir	de	données	phylogénétiques	(Balmer	et	al.	2011).		

	

`	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	17	:	Action	trypanolytique	sur	le	Trypanosoma	brucei	brucei	et	protection	du	SRA	contre	la	
lyse	parasitaire	

D’après	(Wheeler	2010)	:	Le	SRA,	variant	spécifique	sécrété	du	VSG	fixe	l’APOL-1	de	l’hôte	afin	
d’empêcher	la	formation	de	pores	dans	le	lysosome	et	l’afflux	de	Cl-,	entrainant	la	lyse	du	parasite.	

2.2.1.3 La	résistance	au	TLF	de	Trypanosoma	brucei	gambiense	

Le	 mécanisme	 de	 résistance	 de	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense	 groupe	 1	 est	

multifactoriel.	Il	comprend	:	1/Une	capacité	diminuée	du	TLF	à	se	fixer	sur	le	récepteur	

du	 parasite,	 c’est-à-dire	 une	 diminution	 de	 l’endocytose	 de	 l’APOL-1	 par	 l’apparition	

d’une	 protéine	 TbHpHbr	 mutée	 (L210S)	 de	 moindre	 affinité.	 2/L’expression	 d’une	

protéine	 de	 VSG	 mutée,	 la	 T.b.gambiense	 specific	 glycoprotein	 (TgsGP)	 qui	 modifie	 la	

rigidité	 de	 la	 membrane	 du	 trypanosome	 et	 une	 augmentation	 de	 la	 production	 de	

cystéines-protéases	qui	dégradent	 l’APOL-1	 (Cathepsine	L	par	 exemple)	 (Cooper	 et	 al.	

2016)	(Figure	18).	
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Figure	18	:	Mécanisme	général	de	la	trypanolyse	chez	l'Homme	
	
D’après	(Pays	et	al.	2014)	:	L’entrée	de	l’APOL-1	humaine	dans	le	parasite	Trypanosoma	brucei	
brucei	induit	la	formation	de	pores	et	la	lyse	du	parasite.	La	survie	de	certains	trypanosomes	tient	
pour	Trypanosoma	 brucei	 rhodesiense	 dans	 sa	 faculté	 à	 sécréter	 un	 VSG,	 le	 SRA,	 qui	 s’accumule	
dans	 l’endolysosome	et	empêche	 l’APOL-1	de	 former	des	pores,	 et	donc	 la	 lyse	parasitaire.	Pour	
Trypanosoma	brucei	gambiense,	cela	tient	en	une	diminution	de	l’entrée	de	l’APOL1	au	niveau	de	
son	récepteur	membranaire	spécifique.	Une	trop	petite	quantité	d’APOL-1	ne	peut	induire	la	lyse	
parasitaire.	
	
En	 présence	 d’un	 sérum	mais	 en	 hypo-haptoglobinémie,	 comme	 c’est	 le	 cas	 dans	 les	

régions	touchées	par	le	paludisme,	la	compétition	sur	le	récepteur	d’endocytose	présent	

sur	 le	parasite	entre	 l’Hb	et	 le	TLF	ne	se	 fait	plus.	Une	plus	grande	quantité	d’APOL-1	

peut	 alors	 entrer	 dans	 le	 parasite	 et	 le	 lyser	 (Uzureau	 et	 al.	 2013)	 (Figure	 19).	 Etre	

impaludé	serait	donc	un	facteur	protecteur	contre	cette	trypanosomiase.		

	

Pour	le	groupe	2,	 il	semblerait	que	sa	capacité	à	endocyter	le	TLF	soit	comparable	aux	

autres	trypanosomes	et	bien	supérieure	au	groupe	1.	Un	autre	mécanisme,	non	encore	

élucidé,	serait	à	 l’origine	de	sa	résistance	au	sérum	humain	(Capewell	et	al.	2011).	Les	

patients	 parasités	 par	 le	 groupe	 2	 sont	 peu	 nombreux,	 essentiellement	 retrouvés	 en	

Afrique	 de	 l’ouest	 et	 certains	 chercheurs	 pensent	 qu’il	 s’agit	 d’un	 hybride	 entre	 le	

Trypanosoma	brucei	brucei	 et	 le	Trypanosoma	brucei	gambiense	 groupe	1.	Le	groupe	2	

serait	 une	 zoonose,	 qui	 profiterait	 d’un	 affaiblissement	 du	 système	 immunitaire	 de	

l’hôte	ou	d’une	co-infection	pour	parasiter	l’hôte.	Quoi	qu’il	en	soit,	ce	cluster	n’est	pas	le	
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plus	représenté	et	sans	être	négligé,	ne	représente	pas	 l’objectif	numéro	un	de	 la	 lutte	

contre	la	trypanosomiase	africaine	(Jamonneau	et	al.	2019).	

		

Figure	19	:	L'hypo-haptoglobinémie,	facteur	protecteur	de	trypanosomiase	à	Trypanosoma	brucei	
gambiense	

	
D’après	(Pays	et	al.	2014)	:	La	spécificité	de	Trypanosoma	brucei	gambiense	est	la	modification	
de	 la	 protéine	 TbHpHbR	 permettant	 l’action	 du	 TLF-1.	 Donc	 le	 TLF-1	 ne	 pourra	 plus	 lyser	 le	
parasite	même	en	faible	concentration	d’haptoglobine.	Lorsque	l’on	ré-exprime	le	récepteur	natif	
du	 Trypanosoma	 brucei	 brucei,	 en	 hypo-haptoglobinémie,	 on	 obtient	 de	 nouveau	 une	 lyse	
parasitaire.		
	

2.2.1.4 Les	mutations	génétiques	favorables		

Une	 étude	 sur	 les	 maladies	 liées	 au	 rein	 a	 mis	 à	 jour	 une	 résistance	 génétique	 à	

Trypanosoma	 brucei	 rhodesiense	 en	 Afrique.	 En	 effet,	 certains	 américains	 d’origine	

africaine	 étaient	 plus	 touchés	 par	 certaines	 pathologies	 rénales	 que	 les	 américains	

d’origine	européenne.	Les	chercheurs	ont	mis	en	évidence	la	présence	d’une	mutation	au	

niveau	 de	 l’APOL-1	 (variant	 G2)	 qui	 serait	 un	 facteur	 favorisant	 les	maladies	 rénales	

mais	 aussi,	 pour	 ce	 qui	 nous	 concerne,	 une	 adaptation	 permettant	 au	 facteur	

trypanolytique	de	fonctionner	et	donc	de	se	prémunir	des	trypanosomes	(Tbr).	

Ce	facteur	génétique	a	été	hérité	par	le	passé	de	leurs	ancêtres	africains	constamment	en	

présence	de	ce	trypanosome	particulier	(Figure	20).		
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Figure	20	:	Acquisition	de	facteurs	évolutifs	protecteurs	contre	le	Trypanosoma	brucei	rhodesiense	
	
D’après	(Pays	et	al.	2014)	:	L’évolution	des	différents	allèles	codants	l’APOL1	comme	la	G1	ou	la	
G2,	conduit	 les	populations	autochtones	à	résister	à	certains	parasites.	C’est	ainsi	que	le	SRA	qui	
peut	se	fixer	sur	l’APOL1	va	moins	facilement	se	fixer	sur	les	variant	G1	et	G2	et	donc	les	personnes	
possédant	 ces	variants	vont	 lyser	Trypanosoma	brucei	 rhodesiense.	 En	 contrepartie,	 ces	variants	
amènent	 les	populations	à	avoir	des	maladies	 rénales.	Un	mutant	de	Trypanosoma	brucei	brucei	
résistant	à	ces	deux	variants	pourrait	ainsi	avoir	vu	le	jour	:	Trypanosoma	brucei	gambiense.		
	

L’épidémiologie	 de	 répartition	 du	 parasite	 trouverait	 ici	 un	 début	 d’explication	:	 la	

distribution	de	ce	parasite	à	l’Afrique	de	l’est	pourrait	s’expliquer	par	une	résistance	des	

humains	 de	 l’Afrique	 de	 l’ouest	 au	 Trypanosoma	 brucei	 rhodesiense,	 par	 l’acquisition	

d’une	APOL-1	 sur	 laquelle	 le	 SRA	ne	peut	pas	 se	 fixer	 et	qui	donc	peut	 entrer	dans	 le	

trypanosome	et	le	lyser.	Cette	mutation	si	elle	est	hétérozygote,	pourrait	être	profitable	

en	cas	de	contamination	par	le	trypanosome	africain,	mais	si	elle	est	homozygote,	serait	

délétère	concernant	les	pathologies	rénales	(Genovese	et	al.	2010).		

Contrairement	 à	 cet	 effet	 protecteur	 concernant	 Trypanosoma	 brucei	 rhodesiense,	 la	

présence	 du	 variant	 G2	 lors	 d’une	 affection	 à	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense	

entrainerait	un	accroissement	de	la	symptomatologie	liée	au	parasite.	Il	existe	un	autre	

variant	de	l’APOL-1,	le	variant	G1	qui	permet	une	évolution	asymptomatique	des	hôtes	

contaminés	 par	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense.	 La	 maladie	 est	 donc	 latente	 et	 le	

dépistage	 compliqué	 (Cooper	 et	 al.	 2017,	 1).	 Concernant	 Trypanosoma	 brucei	

rhodesiense,	il	est	important	de	noter	que	les	babouins	notamment	y	sont	résistants.		

Cette	 information	est	 connue	des	 scientifiques	depuis	de	nombreuses	années	mais	n’a	

été	expliquée	que	bien	plus	tard,	en	2009,	par	la	découverte	de	deux	lysines	modifiant	

l’APOL-1	 et	 empêchant	 la	 fixation	 au	 SRA.	 L’APOL-1	 redevient	 effective	 et	 le	
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trypanosome	inoffensif	(Thomson	et	al.	2009).	Le	sang	des	babouins	aurait	une	activité	

trypanolytique	10	à	25	fois	supérieure	à	celle	de	l’Homme.	

2.2.1.5 Les	mutations	génétiques	défavorables	

Certains	 patients	 atteints	 de	 la	 maladie	 de	 Tangier	 ou	 analphalipoprotéinémie,	

caractérisée	par	 une	disparition	quasiment	 complète	 des	HDL,	 ne	 sont	 plus	 résistants	

aux	 trypanosomes	 normalement	 lysés	 par	 le	 sérum	 humain	 (Rifkin	 1978).	 Cette	

observation	 a	 permis	 d’argumenter	 la	 présence	 du	 TLF	 dans	 les	 HDL,	 plus	

particulièrement	 les	 HDL3.	 Cette	 hypothèse	 a	 ensuite	 été	 contredite	 par	 une	 autre	

équipe	(Tomlinson	et	al.	1995)	mais	finalement,	les	chercheurs	on	finit	par	prouver	que	

l’APOL-1,	constituant	des	HDL,	était	trypanolytique.		

2.2.1.6 La	coévolution	du	facteur	avec	l’hôte	

Pour	être	actif,	le	SRA	se	fixe	sur	l’APOL-1	empêchant	son	activité	trypanolytique.	Cette	

fixation	 pour	 les	 APOL-1	 des	 humains	 est	 dépendante	 du	 pH,	 ce	 qui	 explique	 une	

variation	 dans	 l’activité	 trypanolytique.	 L’APOL-1	 du	 babouin	 quant	 à	 elle,	 n’est	 pas	

dépendante	du	pH	ce	qui	lui	confère	une	activité	trypanolytique	constante.		

Le	 variant	 G2	 de	 l’APOL-1	 a	 probablement	 précédé	 le	 variant	 G1	 en	 réponse	 à	

l’apparition	du	facteur	SRA.	Il	y	a	environ	10	000	ans,	l’apparition	de	l’allèle	G2	a	permis	

aux	humains	contaminés	par	le	trypanosome	africain	de	survivre	et	donc	de	répandre	ce	

caractère	protecteur,	favorisant	la	disparition	au	niveau	local	de	ce	parasite.	En	contre-

partie,	 la	 sélection	 naturelle	 a	 fait	 apparaître	 un	 autre	 trypanosome,	 le	 Trypanosoma	

brucei	gambiense,	qui	lui,	est	résistant	à	cet	allèle(Pays	et	al.	2014).		

Les	auteurs	supposent	que	 la	présence	de	 l’allèle	G1	en	grande	majorité	en	Afrique	de	

l’ouest	pourrait	être	un	avantage	plus	tardif,	pour	lutter	contre	d’autres	pathologies,	par	

exemple	Trypanosoma	brucei	gambiense	groupe	2	ou	certaines	leishmanioses.	

	

L’APOL-1	 de	 l’Homme	 moderne	 est	 phylogénétiquement	 plus	 proche	 de	 celui	 des	

Néendertaliens	et	des	Dénisoviens	que	des	autres	ancêtres	humains.	L’explication	de	la	

conservation	de	cet	allèle	est	plutôt	due,	selon	les	scientifiques	à	un	croisement	entre	les	

différents	 hominidés	 après	 leur	 sortie	 d’Afrique,	 plutôt	 qu’à	 une	 sélection	 positive	 de	

l’allèle	des	Hommes	qui	avaient	migré	vers	l’Eurasie	(Thomson	et	al.	2014).		
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Comme	certains	chercheurs	ont	montré	que	certains	animaux,	notamment	les	babouins	

comme	Papio	 anubis,	 sont	 résistants	 à	 l’infection	par	Trypanosoma	brucei	 rhodesiense,	

une	 équipe	 a	 voulu	 trouver	 des	 animaux	 capables	 de	 résister	 à	 Trypanosoma	 brucei	

gambiense.	Aucun	 des	 primates	 testés	 n’était	 résistant	 à	 ce	 parasite	 excepté	 le	 Papio	

papio	qui	possède	une	activité	lytique	sur	toutes	les	souches	de	trypanosomes	pouvant	

infecter	 l’Homme.	 Une	 information	 intéressante	 concernant	 cette	 étude	 porte	 sur	 la	

différence	entre	le	groupe	1	et	 le	groupe	2	de	Trypanosoma	brucei	gambiense.	En	effet,	

les	chercheurs	ont	observé	une	diminution	de	la	sensibilité	à	l’APOL-1	du	papio	avec	les	

deux	groupes	de	Trypanosoma	brucei	gambiense.	Pour	eux,	cela	venait	d’une	diminution	

de	l’import	du	TLF	dans	le	parasite.	Cependant,	quand	on	restaure	l’import	classique	de	

l’APOL-1	 c’est	 à	 dire	 qu’on	 rétablit	 un	 récepteur	 HpHbr	 non	 gambiense,	 le	 groupe	 1	

redevient	aussi	sensible	à	l’APOL-1	que	les	autres	Trypanosoma	brucei.	Ceci	n’est	pas	le	

cas	 pour	 le	 groupe	 2	 qui	 possède	 donc	 un	mécanisme	 de	 résistance	 différent	 et	 plus	

direct	concernant	l	‘APOL-1	(Cooper	et	al.	2016),	non	dépendant	du	récepteur	HpHbR.		

2.2.2 Les	actions	du	système	immunitaire	

La	première	action	du	système	immunitaire	est	l’apparition,	après	la	piqûre	par	l’insecte	

contaminant,	 du	 ganglion	 de	 Winterbottom.	 Le	 ganglion	 gonfle	 pour	 contenir	 les	

parasites	 qui	 réussissent	 cependant	 à	 passer	 dans	 le	 sang	 aux	 alentours	 du	 5ème	 jour.	

Une	 réponse	 type	 IgM	 est	 enclenchée	 par	 l’organisme	 et	 l’activation	 du	 complément	

permet	 le	 recrutement,	 par	 l’intermédiaire	 de	 dérivés	 solubles,	 de	 polynucléaires	

neutrophiles,	de	monocytes	et	de	macrophages.		

	

Lors	 de	 l’évolution	 de	 la	 trypanosomiase	 africaine,	 le	 système	 immunitaire	 est	 sur-

stimulé	 par	 les	 vagues	 parasitaires	 engendrées	 par	 le	 remodelage	 du	 VSG.	 Les	

macrophages	activés	précocement	 (TLR9)	par	 la	présence	du	parasite,	 vont	 libérer	de	

grandes	quantités	de	TNF-α	et	d’IFN-α/ß.	Une	production	toujours	croissante	de	TNF-α	

induit	 la	 perméabilité	 des	 vaisseaux	 au	 niveau	 du	 SNC.	 En	 effet,	 dans	 le	 but	 de	 lutter	

contre	le	parasite,	la	production	de	TNF-α	permet	l‘expression	de	molécules	d’adhésions	

(ICAM/VCAM)	 qui	 facilitent	 la	 fixation	 des	 Lymphocytes	 T	 (LT)	 sur	 les	 cellules	

endothéliales.	La	pénétration	des	LT,	notamment	Th1	à	travers	la	BHE	est	induite	par	la	

libération	 d’IFN-α/ß	 qui	 permet	 la	 production	 d’une	 quantité	 limitée	 de	 CXCL10	 et	

l’entrée	 des	 LT	 dans	l’espace	 péri-vasculaire.	 Mais	 cela	 entraine	 aussi,	 en	 parallèle,	

l’entrée	des	parasites	à	travers	les	jonctions.	Les	antigènes	de	parasites	reconnus	par	les	
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macrophages	 sont	 présentés	 aux	 LT	 qui	 vont	 induire	 la	 libération	 de	 l’IFN-y.	 Cela	

accentue	 le	 processus	 d’inflammation	 et	 ouvre	 la	 membrane	 basale	 du	 parenchyme	

permettant	un	afflux	de	LT	et	de	trypanosomes	dans	le	parenchyme	cérébral.		

	

Cependant,	 une	 étude	 montre	 que	 si	 l’IFN-y	 n’est	 pas	 présent	 dans	 les	 souris,	 la	

parasitémie	est	plus	élevée,	mais	une	trop	grande	quantité	d’IFN-y	a	le	même	effet	que	le	

TNF-α.	Il	semble	qu’il	n’y	ai	donc	pas	de	contreparties	possible,	le	système	immunitaire	

est	essentiel	pour	protéger	l’hôte	de	l’afflux	croissant	de	parasites	mais	c’est	aussi	lui	qui	

entraine	 l’évolution	 en	 phase	 terminale	 de	 la	 trypanosomiase	 africaine	 (Masocha	 et	

Kristensson	2012).	 Il	a	été	par	ailleurs	démontré	un	switch	de	 la	réponse	 immunitaire	

de	type	I	vers	un	type	II	au	niveau	sanguin,	régulant	l’inflammation	primaire,	tandis	que	

la	présence	de	IFN-y	et	TFN-α	(provenant	des	astrocytes	activés)	dans	le	SNC	augmente	

toujours	 plus	 durant	 l’évolution	 de	 la	 maladie	 conduisant	 à	 une	 inflammation	 se	

traduisant	sous	la	forme	d’une	méningoencéphalite.	La	présence	de	cytokines	telles	que	

les	 IL-10	 et	 IL-6,	 à	 l’action	 immunomodulatrice,	 a	 été	mise	 en	 évidence	 dans	 le	 stade	

cérébral	de	la	pathologie	quand	l’inflammation	était	contrôlée	et	au	plus	bas.	Il	y	a	donc	

une	 balance	 très	 difficile	 à	 équilibrer	 entre	 ces	 cytokines	 et	 qui	 explique	 le	 rôle	

protecteur	des	IL-6	et	IL10	vis-à-vis	de	la	méningite,	et	le	rôle	fondamental	du	TNF-α	et	

de	l’IFN-y	pour	contrôler	la	parasitémie	(Sternberg	et	al.	2005).		

	

La	 réponse	 immunitaire	 majoritairement	 à	 base	 d’IgM,	 retrouvées	 en	 très	 grande	

quantité	dans	le	sang	des	malades	et	correspondant	à	chaque	fois	à	la	réponse	à	un	pic	

parasitémique	induit	par	la	multiplicité	de	VSG	n’est	donc	pas	efficace.	Ainsi	le	système	

s’épuise	 à	 utiliser	 une	 réponse	 non	 adaptée	 et	 très	 peu	 protectrice.	 La	 variation	

antigénique	systématique	de	ces	parasites	 rend	d’ailleurs	 la	mise	au	point	d’un	vaccin	

très	compliquée	dans	l’état	actuel	des	connaissances	scientifiques.	L’organisme	devient	

immuno-déficient	 à	 l’égard	 des	 nombreux	 autres	 pathogènes.	 Cette	 sur-activation	 du	

système	 immunitaire	 induit	 la	 présentation	 de	 molécules	 du	 soi	 par	 les	 cellules	

présentatrices	 d’antigène	 et	 l’apparition	 de	 réactions	 auto-immunes.	Des	 phénomènes	

de	 CIVD	 plus	 couramment	 rencontrés	 lors	 d’une	 infection	 par	 Trypanosoma	 brucei	

rhodesiense	ont	également	étaient	observés	(Courtioux	2005).		

En	résumé,	le	passage	du	parasite	vers	les	tissus	à	travers	l’endothélium	des	vaisseaux	

est	 un	 phénomène	 multifactoriel	 dans	 lequel	 entrent	 en	 jeux	 plusieurs	 protéines	 et	

substances	telles	que	le	NO,	le	TNF-α,	l’IFN-γ	et	certaines	métalloprotéinases	comme	les	
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«	host’s	matrix	metalloproteinases	(MMP)	»	ou	les	protéases	majeures	de	surface	(MSP)	

(Moreno	et	al.	2019).	Ce	processus	complexe	est	encore	en	cours	d’étude,	dans	le	but	de	

dépister	au	plus	tôt	le	passage	de	la	BHE	par	le	parasite	et	l’évolution	vers	le	stade	2	de	

la	maladie.		

 
2.3.1 Les	différentes	épidémies	

Le	 parasite	 peut	 se	 transmettre	 par	 piqure	 d’un	 insecte	 vecteur,	 par	 voie	

transplacentaire	ou	par	voie	sexuelle	(quelques	cas	rapportés)	(Rocha	et	al.	2004).	Il	y	a	

eu	en	tout	3	grandes	épidémies	recensées	selon	l’OMS	:	

• La	 première	 a	 eu	 lieu	 entre	 1885	 et	 1906,	 principalement	 en	 Ouganda	 et	 dans	 le	

bassin	 du	 Congo	 au	 confluent	 des	 fleuves	 Oubangui	 et	 Zaïre	 jusqu’au	 lac	 Victoria.	

Cette	épidémie	tua	environ	500	000	personnes.	

• La	deuxième	commença	en	Afrique	centrale	en	1920	et	a	touché	un	grand	nombre	de	

pays	 africains.	 C’est	 au	 cours	 de	 cette	 épidémie	 que	 les	 équipes	 mobiles	 luttant	

contre	la	maladie	du	sommeil	ont	été	créées.	

• La	 troisième	 entre	 1970	 et	 la	 fin	 des	 années	 1990,	 fut	 en	 partie	 causée	 par	 une	

désorganisation	administrative	et	politique,	l’activité	humaine	de	déforestation	et	la	

culture	 intensive.	 Cela	 a	 créé	 un	 déséquilibre	 entrainant	 une	 recrudescence	 de	 la	

maladie	liée	à	l’installation	de	populations	de	glossines.	

Aujourd’hui,	moins	de	1000	cas	sont	déclarés	chaque	année	(977	cas	recensés	en	2018)	

mais	65	millions	d’humains	sont	exposés	au	risque	de	contracter	la	maladie.	Dix	millions	

de	km2	en	Afrique	sub-Saharienne	sont	affectés,	soit	environ	1/3	de	la	surface	des	terres	

du	 continent.	 Concernant	 la	 Nagana,	 l’impact	 est	 colossal	 avec	 60	millions	 de	 bêtes	 à	

risque,	soit	environ	5	milliards	de	dollars.	Les	foyers	où	la	trypanosomiase	persiste	s	et	

sont	 des	 régions	 d’Afrique	 où	 la	 vigilance	 est	 accrue.	 Ils	 sont	 en	 concordance	 avec	 la	

présence	des	glossines	(Figure	21).		
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Figure	21	:	Répartition	des	glossines	vectrices	de	trypanosomiase	humaine	et	cas	déclarés	de	

maladie	du	sommeil	
	
D’après	 Atlas	 of	 human	 infectious	 disease,	 Wiley	 &	 Blasckwell	 2012	:	 La	 répartition	 des	
tsétsés,	vectrices	de	trypanosomiase	africaine	est	le	reflet	de	la	carte	des	cas	ci-dessus.	On	observe	
une	répartition	à	 l’est	de	Trypanosoma	brucei	rhodesiense,	 lieu	dépourvu	des	allèles	protectrices	
non-affines	pour	le	SRA,	et	à	l’ouest	et	au	centre	le	Trypanosoma	brucei	gambiense.	Le	nombre	de	
cas	est	peu	élevé	mais	la	surface	de	répartition	est	très	grande	et	difficilement	contrôlable,	tant	au	
niveau	 épidémiologique	 qu’au	 niveau	 du	 suivi	 à	 la	 fois	 des	 vecteurs	 mais	 aussi	 des	 personnes	
contaminées.		
	

2.3.2 Le	dépistage	de	la	maladie	

Le	dépistage	de	la	trypanosomiase	africaine	peut	se	faire	à	chacun	des	stades.	La	mise	en	

évidence	 de	 la	 contamination	 n’est	 pas	 identique	 si	 le	 patient	 est	 infecté	 par	

Trypanosoma	brucei	gambiense	ou	Trypanosoma	brucei	rhodesiense.	Dans	les	deux	cas,	la	

symptomatologie	 et	 l’apparition	 du	 signe	 de	Winterbottom	ou	 ganglion	 cervical	 enflé,	

sont	 importantes	 pour	 orienter	 le	 dépistage	 sur	 les	 personnes	 cibles.	 Le	 dépistage	

s’effectue	 de	 différentes	 manières	:	 grâce	 à	 des	 tests	 sérologiques,	 la	 détection	 du	

parasite	dans	les	liquides	biologiques,	la	recherche	de	son	ADN	dans	le	sang	du	patient	

(PCR	 et	 LAMP)	 ou	 par	 immunofluorescence.	 Les	 tests	 sérologiques	 sont	 disponibles	

uniquement	pour	le	Trypanosoma	brucei	gambiense	(détection	d’anticorps	anti-VSG).		
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De	manière	schématique,	 la	 trypanosomiase	à	Trypanosoma	brucei	rhodesiense	est	une	

affection	 aigue	 dans	 laquelle	 on	 retrouve	 la	 présence	 d’une	 grande	 quantité	 de	

trypanosomes	 dans	 le	 sang,	 la	 plupart	 du	 temps	 jusqu’à	 10	 000	parasites	 /	mL.	 Il	 est	

donc	relativement	simple	d’effectuer	un	diagnostic	parasitologique	direct	en	observant	

le	parasite	par	ponction	du	ganglion	de	Winterbottom	ou	sur	un	frottis	sanguin.	Aucun	

test	n’est	utilisable	pour	la	détection	des	VSG	de	Tbr.		

	

Pour	Trypanosoma	brucei	gambiense,	 la	production	abondante	d’IgM	et	d’IgG	par	l’hôte	

contre	 certaines	 protéines	 comme	 le	 VSG	 peut	 être	 recherchée.	 Un	 test	 (SD	 BIOLINE	

HAT)	 très	 spécifique	 et	 très	 sensible	 existe	 ciblant	 les	 antigènes	 de	 VSG	 connus	 des	

souches	 LiTat1.3	 et	 1.5.	 Il	 n’est	 cependant	 effectif	 que	 3	 à	 4	 semaines	 après	 la	

contamination.	

Pour	 le	 dépistage	 de	 masse,	 un	 test	 d’agglutination	 rapide	 est	 utilisé,	 le	 CATT	 (Card	

Agglutination	 Test	 for	 Trypanosomiasis).	 Ce	 test	 a	 une	 sensibilité	 d’environ	 91%.	 Les	

test	ELISA	nécessitent	hélas	 la	présence	d’un	laboratoire	et	 les	tests	de	trypanolyse	ne	

sont	accessibles	que	dans	les	laboratoires	de	référence.		

	

Certains	patients	atteints	de	 la	maladie	du	 sommeil,	positivent	des	 tests	de	diagnostic	

rapide	utilisés	pour	détecter	 le	VIH	ou	 le	paludisme	par	exemple,	diminuant	ainsi	 leur	

spécificité	.	Certains	chercheurs	pensent	que	le	diagnostic	pourrait	s’appuyer	sur	le	taux	

d’IgM	cérébraux,	 le	 taux	de	néoptérine	 (Tiberti	et	al.	2012),	qui	a	déjà	été	utilisé	pour	

d’autres	pathologies,	ou	d’autres	protéines	spécifiques	par	exemple.		

Cependant,	 certaines	 études	de	 terrain	montrent	que	pour	des	patients	 apparemment	

sains,	 un	 certain	 nombre	 de	 parasites	 seraient	 retrouvés	 dans	 la	 peau,	 demeurant	 un	

réservoir	 privilégié	 pour	 la	 survie	 du	 parasite.	 Cette	 découverte	 remet	 en	 question	

l’éradication	de	la	maladie,	car	la	présence	du	parasite	dans	la	peau	laisse	un	potentiel	

réservoir	 actif	 de	 parasite	 qu’il	 est	 très	 difficile	 de	 dépister	 et	 donc	 de	 soigner	 et	 qui	

permettrait	une	transmission	silencieuse	de	la	trypanosomiase	(Capewell	et	al.	s.	d.).		

De	plus,	 il	 semblerait	qu’à	 l’endroit	du	chancre,	où	une	réserve	de	parasite	persiste,	 la	

chaleur	de	la	peau	est	augmentée	et	favoriserait	la	piqûre	au	niveau	de	l’endroit	infecté	

par	 de	 nouvelles	 glossines,	 entrainant	 une	 propagation	 plus	 efficace	 de	 la	 maladie	

(Camara	et	al.	2020).	
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2.3.3 Les	 éléments	 à	 prendre	 en	 compte	 dans	 la	 gestion	 de	 la	 trypanosomiase	
africaine	

Plusieurs	 scientifiques	 sont	 alarmés	 aujourd’hui	 par	 les	 discours	 très	 optimistes	 que	

peuvent	 énoncer	 certains	 épidémiologistes,	 attestant	 que	 la	maladie	 du	 sommeil	 sera	

éliminée	pour	2030.	En	effet,	au	vu	du	nombre	très	restreint	de	nouveaux	cas,	on	peut	se	

demander	 s’il	 ne	 faut	 pas	 effectivement	 concentrer	 les	 efforts	 de	 lutte	 sur	 d’autres	

maladies	dont	le	taux	d’incidence	et	surtout	de	mortalité	sont	plus	élevés.		

Néanmoins,	 cette	 situation	s’est	déjà	produite	au	cours	du	dernier	 siècle	et	 la	maladie	

ayant	 été	 considérée	 comme	 éradiquée,	 la	 vigilance	 et	 la	 veille	 ont	 disparu.	 Cette	

légèreté	 par	 rapport	 à	 une	 maladie	 vectorielle	 n’a	 pas	 été	 sans	 conséquences,	 car	

quelques	années	après,	une	nouvelle	épidémie	a	vu	le	 jour.	Il	 faut	en	effet	comprendre	

que	 l’éradication	 d’une	 telle	maladie	met	 en	 jeu	 la	 gestion	 de	 nombreux	 facteurs	 que	

nous	 ne	 pouvons	 hélas	 pas	 toujours	 contrôler.	 Un	 modèle	 des	 différents	 éléments	 à	

prendre	en	considération	a	été	réalisé	par	des	épidémiologistes	de	terrain	(Rutto	et	al.	

2013)	(Figure	22).	

	

	

Figure	22	:	Relation	étroite	entre	l'environnement	et	l'activité	humaine,	permettant	la	
compréhension	de	la	complexité	de	l'éradication	de	la	trypanosomiase	africaine	

	
D’après	(Rutto	et	al.	2013),	détaillé	dans	le	paragraphe	2.3.3	de	ce	document.	
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Ce	modèle	multifactoriel	met	en	lumière	l’intrication	entre	:	

• Les	activités	humaines	avec	la	déforestation,	la	culture	intensive,	l’accroissement	

et	les	mouvements	de	populations.	

• L’activité	 des	 tsé-tsé	 qui	 en	 découle,	 avec	 une	 adaptation	 à	 de	 nouveaux	

environnements,	leur	multiplication	selon	les	habitats.	

• L’adaptation	des	trypanosomes,	avec	des	évolutions	génétiques,	l’adaptation	à	de	

nouveaux	vecteurs,	de	nouveaux	hôtes,	la	virulence.	

• Les	conditions	socio-politiques,	avec	une	sensibilisation	de	la	population,	la	mise	

en	place	de	mesures	envers	les	tsé-tsé.	

• Les	conditions	environnementales	avec	l’utilisation	d’insecticides	moins	agressifs	

pour	la	biodiversité,	multipliant	les	insectes	et	par	la	même	de	nouveaux	vecteurs	

disponibles	pour	transmettre	la	maladie.	

2.3.4 La	prophylaxie	
2.3.4.1 Les	idées	d’autrefois	

Depuis	 la	 découverte	 du	 parasite,	 les	 Hommes	 ont	 cherché	 des	 moyens	 pour	 lutter	

contre	 la	propagation	de	 la	maladie.	En	effet,	 les	vagues	des	différentes	épidémies,	ont	

amené	 l’Homme	 à	 penser	 des	 stratégies	 de	 soin	 et	 d’élimination	 jusqu’alors	 peu	

envisagées.	 C’est	 ainsi	 que	 l’on	 peut	 retrouver	 un	 article	 français	 datant	 de	 1973	 et	

faisant	état	des	connaissances	et	des	moyens	de	lutte	à	mettre	en	place	à	l’époque.	Déjà,	

on	 voyait	 différents	 axes	 qui	 sont	 encore	 aujourd’hui	 en	 application.	 Les	 scientifiques	

voulaient	mettre	en	place	des	études	géographiques	et	climatiques	pour	déterminer	les	

différents	 foyers,	 un	 dépistage	 strict,	 exhaustif	 et	 avec	 contrôle	 régulier	 des	 anciens	

malades,	 des	 traitements	 innovants	 et	 sans	 effets	 indésirables,	 une	 campagne	de	 lutte	

contre	les	glossines	et	une	chimio-prophylaxie.	

	

L’axe	 majeur	 de	 lutte	 avait	 déjà	 pour	 cible	 les	 glossines	 car	 on	 comprend	 bien	

qu’éradiquer	le	vecteur	du	parasite	permet	de	stopper	l’incidence	de	nouveaux	cas.	Pour	

cela,	 de	 larges	 épandages	 d’insecticides	 par	 hélicoptère	 et	 rampes	 de	 pulvérisation	

étaient	employés	 (dichlorodiphényltrichloroéthane	(DDT)	et	dieldrine).	Ces	épandages	

sont	des	mesures	toujours	en	vigueur	aujourd’hui	dans	certaines	régions	et	surtout	dans	

les	grandes	villes.	
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Les	organochlorés	sont	cependant	très	toxiques	pour	les	vertébrés	et	très	rémanents.	Ils	

sont	un	 frein	non	négligeable	à	 la	biodiversité.	En	1973,	 les	scientifiques	pensaient	 les	

remplacer	contre	les	organophosphorés	et	les	pyréthroïdes,	ce	qui	fut	le	cas.				

La	technique	du	mâle	stérile	était	en	projet,	et	consistait	à	introduire	des	glossines	mâles	

rendues	 stériles	 par	 rayonnement	 UV	 incapables	 de	 fertiliser	 les	 femelles	 qui	 ne	

pouvaient	donc	plus	produire	de	larve,	favorisant	l’extinction	de	l’espèce.		

La	 chimio-prophylaxie	 consistait	 en	 la	 Lomidinisation	 (Frézil	 et	 al.	 1981),	 c’est-à-dire	

l’injection	préventive	de	lomidine	en	IM	lente	et	faisait	déjà	partie	de	l’arsenal	de	lutte	

en	1949	(Figure	23).	En	1971,	cependant,	des	souches	se	sont	révélées	insensibles	aux	

diamidines	et	dans	un	soucis	de	conserver	l’activité	des	molécules	à	disposition	et	de	ne	

pas	 favoriser	 la	 résistance	 croisée	 avec	 les	 arsenico,	 cette	 chimioprophylaxie	 a	 été	

stoppée	 (Ricosse	 et	 al	 1973).	De	plus,	malgré	 les	dires	de	 cette	 étude,	de	nombreuses	

personnes	 auraient	 eu	 de	 graves	 effets	 indésirables	 à	 l’injection	 des	 diamidines,	

notamment	 car	 ces	 injections	 n’étaient	 pas	 effectuées	 dans	 des	 conditions	 stériles	

(Lachenal	2014).		

Tous	 ces	axes	 sont	aujourd’hui	encore	au	 fondement	des	projets	actuels	de	 lutte	pour	

l’extinction	de	la	trypanosomiase	africaine.		

	

	

	

Figure	23	:	Les	habitants	d'un	village	africain,	examinés	pour	être	testés	et	lominidisés	
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2.3.4.2 La	prophylaxie	actuelle	

A	 ces	 anciennes	mesures	 se	 rajoute	 par	 exemple	 aujourd’hui	 le	 projet	 d’infection	 des	

mouches	par	des	micro-organismes.	Cette	 technique	 fut	utilisée	pour	 la	mouche	noire	

avec	Bacillus	thuringiensis	israelensis	mais	n’a	pas	été	testée	sur	les	glossines.	Malgré	un	

franc	 succès	 dans	 l’éradication	de	 certains	 vecteurs	 avec	 la	 technique	du	mâle	 stérile,	

cette	stratégie	est	 très	couteuse	et	 très	compliquée	à	mettre	en	place	en	Afrique,	dû	à	

l’étendue	 géographique	 couverte	 par	 les	 tsé-tsé	 et	 le	 nombre	 d’années	 de	 suivi	

indispensables	 à	 la	 réussite	 du	 projet.	 A	 Zanzibar,	 complètement	 isolée	 du	 reste	 de	

l’Afrique,	l’éradication	par	cette	technique	a	été	totale	(Vreysen	et	al.	2000).	Au	Nigéria	

au	 contraire,	 malgré	 un	 franc	 succès	 au	 départ,	 le	manque	 de	moyens	 a	 conduit	 à	 la	

recolonisation	 par	 les	 tsé-tsé	 (Odeniran	 et	 al.	 2018).	 Dans	 la	 même	 étude,	 les	

scientifiques	 expliquent	que	des	 stratégies	de	 croisement	des	bêtes	d’élevage	 avec	 les	

animaux	 trypanotolérants	 ont	 été	 testées,	 mais	 qu’au	 bout	 d’un	 certain	 temps,	 les	

souches	 d’animaux	 qui	 étaient	 à	 la	 base	 trypanotolérants,	 perdent	 ces	 capacités.	

Aujourd’hui	la	première	stratégie	est	de	limiter	les	contacts	entre	le	vecteur	et	l’hôte	de	

manière	 individuelle,	que	ce	soit	un	Homme	ou	un	animal.	Plusieurs	mesures	peuvent	

être	 citées	:	 Garder	 les	 portes	 fermées	 ou	 imprégnées	 de	 deltaméthrine	 par	 exemple,	

assécher	 les	 points	 d’eau	 et	 s’appliquer	 des	 produits	 insecticides.	 De	 manière	 plus	

générale,	mettre	en	place	des	pièges	à	glossine	(Figure	24),	pulvériser	des	 insecticides	

sur	les	jambes	et	le	ventre	du	bétail	ou	sur	le	sol,	mais	cela	pose	un	problème	écologique	

dû	à	la	destruction	de	la	biodiversité	(Esterhuizen	2015).			

	

	

	

	

	

	

	

	

	
Figure	24	:	Exemple	de	pièges	à	glossines	

Photo	M.	Desquesnes,	Cirad	:	Ces	pièges	à	glossines	sont	au	milieu	d’un	champ	ou	pâturent	des	
bœufs	dont	 l’aspect	physique	montre	une	atteinte	par	 la	Nagana.	Piège	Vavoua	à	gauche	et	piège	
biconique	à	droite.	
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2.3.5 Les	traitements	existants	
2.3.5.1 La	prise	en	charge	thérapeutique	humaine	

La	prise	en	charge	thérapeutique	se	définit	comme	indiqué	dans	la	(Figure	25)	:	

• Phase	 lymphatico-sanguine	:	 Pentamidine	 pour	 la	 trypanosomiase	 à	

Trypanosoma	 brucei	 gambiense	 et	 Suramine	 pour	 la	 trypanosomiase	 à	

Trypanosoma	brucei	rhodesiense.	

• Phase	méningo-encéphalitique	:	Mélarsoprol	en	première	 ligne	de	Trypanosoma	

brucei	 rhodesiense	 et	 en	 deuxième	 ligne	 de	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense.	

Eflornithine	 contre	 Trypanosoma	 brucei	 gambiense	 seulement.	 Nifurtimox	 et	

éflornithine	contre	la	trypanosomiase	à	Trypanosoma	brucei	gambiense.		

• Le	 fexinidazole	 peut	 être	 utilisé	 dans	 les	 deux	 stades	 de	 la	 trypanosomiase	 à	

Trypanosoma	brucei	gambiense.		

Figure	25	:	Organigramme	décisionnel	de	prise	en	charge	de	la	maladie	du	sommeil	
	
D’après	 les	 guidances	 de	 l’OMS	 2019	:	 On	 observe	 qu’en	 cas	 de	 trypanosomiase	 sévère,	 le	
Fexinidazole	 n’est	 pas	 encore	 en	 première	 ligne.	 Il	 peut	 cependant	 être	 utilisé	 si	 rechute	 après	
traitement	au	NECT.	
	
Les	traitements	développés	au	cours	du	dernier	siècle	sont	encore	aujourd’hui	utilisés.	

L’utilisation	 du	mélarsoprol,	 dérivé	 arsenico	 n’est	 plus	 privilégié	 et	 ce	 dernier	 tend	 à	

être	 remplacé	par	 le	 fexinidazole,	 dernière	molécule	mise	 sur	 le	marché	par	 Sanofi	 et	

efficace	même	en	stade	II	d’une	maladie	du	sommeil	à	Trypanosoma	brucei	rhodesiense	

(Torreele	et	al.	2010).	
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2.3.5.2 Quelques	données	vétérinaires		

Il	est	certain	qu’aujourd’hui,	la	prise	en	charge	vétérinaire	de	la	trypanosomiase	animale	

est	 très	complexe	 (Figure	26).	De	nombreux	médicaments	circulent	au	marché	noir	et	

malgré	le	coût	relativement	bas	d’une	thérapie	pour	un	animal	unique,	le	traitement	est	

risqué.	Il	provoque	en	règle	générale	une	clairance	rapide	du	parasite	mais	l’animal	met	

beaucoup	de	temps	à	se	remettre	de	la	maladie	et	de	la	thérapie.	De	plus,	il	ne	peut	pas	

être	consommé	immédiatement	et	un	temps	de	latence	est	nécessaire.		

	

D’après	(Ollivier	et	Legros	2001)	

A	l’heure	actuelle,	certains	médicaments	sont	couramment	utilisés	mais	les	chercheurs	

voudraient	mettre	 en	 place	 une	 prise	 en	 charge	 plus	 appropriée	 concernant	 le	mode	

d’administration	 et	 la	 toxicité.	 Chaque	 année,	 35	 millions	 de	 doses	 de	 trypanocides	

animaux	 sont	 délivrées	 seulement	 en	 Afrique	 Sub-Saharienne,	 et	 ce	 chiffre,	 si	 l’on	

considère	 le	 marché	 informel,	 devrait	 être	 au	 moins	 doublé	 (GIORDANI	 et	 al.	 2016).	

L’enjeu	 est	 d’autant	 plus	 important	 que	 la	 répartition	 des	 parasites	 infectant	 a	 une	

distribution	 quasiment	 mondiale	 (Figure	 27).	 Il	 est	 intéressant	 de	 noter	 que	

Trypanosoma	congolense	et	Trypanosoma	vivax	sont	moins	sensibles	aux	diminazene	et	

au	mélarsoprol	 car	 ils	 ne	 possèdent	 pas	 le	 gène	AT1	 et	 donc	 le	 transporteur	 P2	 ni	 le	

AQP2,	 indispensables	 à	 l’entrée	 de	 telles	molécules	 dans	 le	 parasite.	 En	 contre-partie,	

Figure	26	:	Médicaments	utilisés	dans	la	prise	en	charge	de	la	trypanosomiase	africaine	animale	
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l’ascofuranone,	 inhibiteur	 de	 TAO	 est	 plus	 efficace	 car	 il	 entraine	 une	 accumulation	

toxique	de	glycérol	dans	le	parasite	(Fairlamb	et	Horn	2018).	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	27	:	Répartition	des	trypanosomes	capables	de	provoquer	une	trypanosomiase	animale	chez	
les	hôtes	mammifères	

D’après	(GIORDANI	et	al.	2016)	
	

2.3.6 Les	mesures	mondiales	portées	par	l’OMS	

L’OMS	s’engage	à	 fournir	gratuitement	en	partenariat	avec	des	 laboratoires	privés,	 les	

traitements	 humains	 nécessaires	 à	 la	 prise	 en	 charge	 de	 la	 trypanosomiase	 humaine	

africaine	jusqu’à	son	élimination.	La	disparition	de	la	THA	est	prévue	pour	2030	(Figure	

28).	

Figure	28	:	Evolution	du	nombre	de	cas	de	maladie	du	sommeil	sur	les	20	dernières	années	
D’après	 les	Guidances	de	L’OMS	de	2019	:	On	observe	une	diminution	radicale	du	nombre	de	
cas	ces	20	dernières	années	avec	pour	objectif	 l’éradication	de	 la	 trypanosomiase	africaine	pour	
2030.	
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3 Généralités	sur	les	lipides		
 

Les	 lipides	sont	des	structures	carbonées	caractérisées	par	 leur	propriété	physique	de	

solubilité.	Ils	sont	en	effet	peu	ou	pas	solubles	dans	l’eau	mais	par	contre	solubles	dans	

les	solvants	organiques	non	polaires.	Il	existe	deux	grandes	catégories	de	lipides	:	

• Apolaire	:	on	dit	aussi	que	ce	sont	des	lipides	neutres.			

• Amphiphiles	 ou	 bipolaires	 :	 ils	 possèdent	 une	 tête	 polaire	 liée	 à	 une	 queue	

apolaire	(chaine	de	carbone)	qui	leur	confère	une	certaine	solubilité	dans	l’eau.	

On	classe	les	lipides	en	différents	groupes	:		

• Les	 lipides	vrais	 :	 ces	 lipides	 sont	 le	 résultat	 de	 la	 condensation	d’acides	 gras	

avec	des	alcools	par	 liaison	ester	ou	amide.	 Ils	peuvent	être	simples	comme	 les	

glycérolipides,	 les	 cérides	 ou	 les	 stérides	 ou	 complexes	 s’ils	 sont	 couplés	 à	 du	

phosphore	(phospholipides),	de	l’azote,	du	soufre	ou	des	oses.		

• Les	lipoïdes	:	les	isoprénoïdes	et	les	ecosanoïdes	par	exemple	sont	des	composés	

qui	 possèdent	 les	 mêmes	 propriétés	 de	 solubilité	 que	 les	 composés	 lipidiques	

mais	sont	dépourvus	d’acide	gras.		

• Les	 lipides	 conjugués	 :	 les	 lipides	 peuvent	 rentrer	 dans	 la	 composition	 de	

supramolécules	 et	 être	 associés	 aux	 protéines	 de	manière	 le	 plus	 souvent	 non	

covalente,	mais	qui	peut	être	covalente.		

Les	 lipides	 peuvent	 avoir	 différents	 rôles	 biologiques,	 souvent	 indispensables.	 Ils	

peuvent	 servir	de	 réserves	énergétiques	pour	 les	 cellules,	participer	à	 la	 structuration	

cellulaire,	 en	entrant	dans	 la	 composition	des	membranes	plasmiques	des	 cellules	par	

exemple.	 Ils	 peuvent	 aussi	 être	 des	 précurseurs	 d’activité	 biologique,	 c’est–à-dire	 des	

médiateurs	 extracellulaires,	 des	messagers	 intracellulaires	 ou	 composer	 les	 hormones	

stéroïdes	 et	 même	 certaines	 vitamines.	 Les	 lipides	 sont	 hydrolysés	 par	 des	 enzymes	

spécifiques	que	l’on	appelle	les	lipases.	

 

Les	 lipases	 font	parties	d’une	 famille	hétérogène	d’enzymes	capables	d’hydrolyser	des		

triglycérides	 en	 acides	 gras	 et	 glycérol.	 La	 première	 fois	 qu’elles	 ont	 été	 mises	 en	

évidence	fut	dans	le	monde	bactérien	en	1901	chez	le	tristement	célèbre	Pseudomonas	

aeruginosa	 (Fickers,	 Destain,	 et	 Thonart	 2008).	 Les	 lipases	 sont	 une	 sous-classe	
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d’enzymes	spécialisées,	dont	il	faut	que	je	détaille	en	bref	la	généalogie.	Les	lipases	font	

en	premier	lieu	partie	de	la	famille	des	α/β	hydrolases.	

3.2.1 Les	α/β	hydrolases	

Les	 α/β	 hydrolases	 sont	 des	 enzymes	 dont	 la	 structure	 canonique	 repose	 sur	

l’association	 de	 8	 feuillets	 β	 connectés	 par	 6	 hélices	 α	 (Ollis	 et	 al.	 1992).	Malgré	 une	

structure	 primaire	 identique,	 l’association	 de	 ces	 constituants	 induit	 une	 grande	

variabilité	de	structure	et	de	spécificité	de	substrat	(Nardini	et	Dijkstra	1999).	Certains	

éléments	doivent	pourtant	rester	très	conservés,	comme	l’hélice	αC,	car	elle	joue	un	rôle	

clef	 dans	 le	 positionnement	 du	 «	 coude	 nucléophile	 »	 nécessaire	 à	 l’activité	 du	 site	

catalytique	de	l’enzyme	(Figure	29).		

	

La	 sérine	 catalytique	 est	 toujours	 présente	 au	 niveau	 du	 coude	 nucléophile	 situé	 à	

l’extrémité	C-term	du	5ème	brin	β,	suivi	d’une	hélice	α.	Les	protéines	à	repliement	α/β	

hydrolases	ont	une	activité	d’hydrolyse,	elles	mettent	en	 jeu	une	molécule	d’eau.	Elles	

font	 partie	 de	 la	 classification	 EC.3	 (Enzyme	 Commission)(Fleischmann	 2004).	 Si	 l’on	

rentre	dans	le	détail,	l’activité	enzymatique	a	lieu	plus	précisément	au	niveau	du	«	coude	

nucléophile	».	Ce	dernier	est	toujours	composé	par	une	séquence	particulière	:	Sm-X-Nu-

X-Sm	 (Sm	 :	 small	 residu,	 X	 :	 any	 residu,	 Nu=	 Nucléophile).	 Le	 nucléophile	 attaque	 le	

substrat	pour	 former	un	 acyl	 intermédiaire	qui	 sera	 ensuite	 attaqué	 à	 son	 tour	par	 la	

molécule	d’eau.	

	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Figure	29	:	Structure	canonique	des	α/β	hydrolases	
	

D’après	(Nardini	et	Dijkstra	1999)	
Les	flèches	noires	représentent	les	feuillets	β,	reliés	entre	eux	par	les	hélices	α,	tubes	gris.	 	
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3.2.2 Les	estérases	

Les	estérases	sont	classifiées	en	tant	que	EC	3.1.	Elles	hydrolysent	un	acide	au	niveau	de	

la	liaison	ester	selon	la	réaction	présentée	dans	la	Figure	30.	

	

3.2.3 Les	lipases		
3.2.3.1 Le	détail	du	site	actif	

Les	 lipases	 ou	 triacylglycérol	 ester	 hydrolases,	 EC.3.1.1.3	 sont	 des	 enzymes	

hydrosolubles	 dont	 la	 propriété	 est	 d’hydrolyser	 les	 ponts	 esters	 de	 substrats	 non	

solubles	dans	 l’eau	 (Howard	Wong	et	 Schotz	2002).	 La	 catalyse	 se	 fait	donc	en	milieu	

hétérogène	(Zallot	2011),	c’est	à-dire	un	mélange	de	solutions	aqueuses	et	organiques.	

Pour	 être	 actives,	 les	 lipases	doivent	donc	 avoir	 la	 capacité	de	 s’adsorber	 à	 l’interface	

huile-eau.	La	première	lipase	entièrement	séquencée	fut	la	Lipase	Pancréatique	en	1981.		

	

Pour	entrer	en	détail	dans	l’activité	proprement	parlé	des	lipases,	les	chercheurs	ont	dû	

prendre	en	considération	deux	 types	de	paramètres.	Le	premier,	dépendant	du	milieu	

dans	 lequel	 la	 lipase	évolue	 :	 l’interface	huile/eau.	 Il	est	essentiel	que	 le	substrat	de	 la	

lipase	 soit	 au-dessus	 de	 la	 concentration	 micellaire	 critique,	 c’est–à-dire	 que	 les	

molécules	 de	 substrat	 en	 grande	 quantité	 vont	 former	 des	 micelles	 dans	 le	 milieu	

Figure	30	:	Classification	des	Enzymes	(EC)	selon	leur	mode	d'action.	
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aqueux,	faisant	apparaître	cet	interface	huile-eau	essentiel	à	l’adsorption	de	la	protéine	

et	donc	à	son	activité.		

La	deuxième	condition	est	inhérente	à	la	structure	de	la	protéine,	qui	ne	peut	être	active	

que	 si	 elle	 possède	 le	 pentapeptide	 actif	 G-X-S-X-G.	 On	 peut	 noter	 que	 ce	 site	

spécifique	est	aussi	présent	dans	la	famille	des	sérines	protéases.	C’est	ce	site	particulier	

que	nous	recherchons	quand	nous	faisons	des	analyses	in	silico	de	gènes	à	activité	lipase	

supposée.	

Au	milieu	de	toutes	 les	conditions	nécessaires	pour	 l’activité,	 les	chercheurs	ont	voulu	

discriminer	 les	 différents	 sites	 selon	 leur	 action,	 afin	 de	 découper	 les	 lipases	 en	

fractions,	ayant	leur	rôle	propre.	Pour	le	motif	consensus	G-X-S-X-G,	certaines	anciennes	

études	expliquaient	que	 la	sérine	serait	un	résidu	 impliqué	dans	 la	 liaison	 interfaciale,	

mais	ne	serait	pas	impliquée	dans	l’activité	enzymatique.	Une	analyse	approfondie	sur	la	

séquence	de	la	lipase	pancréatique	porcine	dont	le	pentapeptide	catalytique	est	:	G-H-S-

L-G	 montrait,	 grâce	 à	 l’utilisation	 d’un	 inhibiteur	 spécifique	 de	 la	 sérine,	 que	 cette	

dernière	 est	 impliquée	 dans	 l’adsorption	 de	 l’enzyme	 à	 l’interface	 des	 triglycérides	

insolubles	 (Guidoni	 et	 al.	 1981).	 En	 inhibant	 ce	 résidu,	 l’enzyme	 perd	 sa	 capacité	 à	

reconnaître	les	interfaces	hydrophobes.	Ceci	a	été	contredit	plus	tard	quand	la	sérine	a	

été	 décrite	 pour	 être	 le	 site	 nucléophile	 du	 site	 catalytique	 lipase,	 c’est-à-dire	 le	 site	

responsable	 de	 l’hydrolyse	 des	 triglycérides,	 ce	 qui	 semble	 logique,	 quand	 on	 connaît	

son	implication	dans	l’activité	des	enzymes	de	la	famille	des	α/β	hydrolases	(Emmerich	

et	al.	1992).	

	

Ce	site	n’est	cependant	pas	le	seul	nécessaire	à	l’activité	d’hydrolyse,	qui	est	aujourd’hui	

décrite	comme	dépendante	d’une	triade	catalytique.	Cette	dernière	est	composée	d’une	

sérine	(dans	le	pentapeptide	catalytique),	d’un	acide	aspartique	et	d’une	histidine.	La	

mutation	 de	 ces	 résidus	 entraine	 l’inactivité	 enzymatique.	 L’activité	 de	 liaison	 aux	

lipides	 est	 cependant	 conservée.	 On	 peut	 donc	 en	 conclure	 que	 ces	 résidus,	 s’ils	 sont	

indispensables	à	l’activité	catalytique	de	l’enzyme,	ne	sont	pas	nécessaires	pour	d’autres	

fonctions	comme	la	liaison	enzyme-substrat	(Emmerich	et	al.	1992).	Lors	d’une	étude	de	

cas	sur	une	patiente	atteinte	d’une	hyperlipidémie	de	type	I,	les	chercheurs	ont	montré	

que	 l’anomalie	 était	 due	 à	 un	 défaut	 d’interaction	 entre	 les	 lipides	 et	 l’enzyme	

(Lipoprotéine	Lipase).	Dans	ce	cas,	la	triade	catalytique	n’était	pas	modifiée	et	seuls	les	

substrats	nécessitant	une	activation	interfaciale	n’étaient	pas	pris	en	charge.	Il	apparaît	

donc	 grâce	 à	 cet	 article	 que	 la	 triade	 catalytique	 n’est	 pas	 nécessaire	 à	 l’activation	
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interfaciale	de	 l’enzyme	et	qu’une	autre	région	remplit	cette	 fonction	(Kobayashi	et	al.	

1989).	De	nombreux	sites	permettent	cette	adsorption	comme	le	site	FABD	par	exemple	

(Sacchettini,	Gordon,	et	Banaszak	1988).	

	

Maintenant	que	l’on	a	décrit	le	pentapeptide	catalytique	situé	dans	le	coude	nucléophile,	

il	est	important	de	comprendre	l’interaction	entre	les	différents	composants	de	la	triade	

catalytique.	 Il	 est	 admis	 aujourd’hui	 que	 les	 3	 acteurs	 responsables	 de	 l’activité	 des	

lipases	 forment	 ce	 que	 l’on	 appelle	 «	 le	 trou	 de	 l’oxyanion	 ».	 Composé	 de	 ces	 trois	

acides	aminés	essentiels,	il	permet	de	stabiliser	le	triglycéride	dans	la	poche	catalytique	

par	le	passage	notamment	par	un	complexe	intermédiaire	tétrahédrique	qui	stabilise	le	

complexe	pendant	 l’hydrolyse	 (Fickers,	Destain,	 et	 Thonart	 2008)	 (Figure	31).	 Il	 n’est	

donc	 plus	 question	 de	 détailler	 l’activité	 spécifique	 de	 chaque	 acteur	 mais	 plutôt	 de	

montrer	leur	interdépendance.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	31	:	Représentation	schématique	de	l'hydrolyse	d'une	liaison	ester	
	

Pour	 résumer	 l’évolution	 des	 hydrolases,	 les	 estérases	 seraient	 capables	 d’hydrolyser	

des	triacylglycérols	à	courte	chaine	monodispersés	et	les	lipases	seraient	des	carboxyl-

estérases	 capables	 d’hydrolyser	 des	 TAG	 émulsifiés	 à	 longue	 chaine	 (H	 Wong	 et	 al.	

1991a).	
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3.2.3.2 Le	capot	amovible	

Les	 lipases	 sont	 des	 enzymes	 aux	 multiples	 conditions	 et	 réservent	 une	 dernière	

exigence,	 prenant	 la	 forme	 d’une	 sorte	 de	 dormance.	 En	 plus	 du	 pentapeptide	

catalytique,	 de	 la	 triade	 et	 de	 l’activation	 interfaciale,	 Elles	 possèdent	 un	 capot	

amovible	masquant	le	site	actif	et	contrôlant	son	activité.	

L’accès	à	la	triade	catalytique	est	bloqué	par	un	capot	amovible	qui	s’ouvre	pour	laisser	

rentrer	 le	 substrat.	 L’enzyme	 est	 alors	 exposée	 à	 une	 large	 surface	 hydrophile	

permettant	 son	 activation	 interfaciale	 (H	Wong	 et	 al.	 1991a).	 En	 effet	 dans	 un	milieu	

aqueux,	la	forme	prédominante	de	l’enzyme	est	la	forme	dite	«	fermée	»,	quand	le	capot	

amovible	empêche	 l’accès	au	 site	actif.	 Il	 s’ouvre	en	présence	de	matériel	hydrophobe	

(Khan	 et	 al.	 2017).	 L’enzyme	 peut	 adopter	 ces	 deux	 formes,	 active	 et	 inactive	 selon	

l’endroit	où	elle	se	trouve	et	les	besoins	de	la	cellule.	

Le	 capot	 de	 la	 lipase	 est	 une	 structure	 amphiphile	 qui	 permet	 l’accès	 à	 la	 poche	

catalytique.	La	face	hydrophobe	est	ainsi	exposée	et	permet	la	liaison	du	substrat	au	site	

actif	 (Khan	et	al.	2017).	Le	capot	peut	adopter	des	structures	différentes.	 Il	a	été	ainsi	

observé	que	pour	les	enzymes	dont	la	température	optimale	est	élevée,	le	capot	est	un	

domaine	 important	 comportant	 au	 moins	 deux	 hélices	 alors	 que	 pour	 les	 mono-	 ou	

diacylglycérol	 lipases,	 le	 capot	 est	 formé	 d’une	 simple	 boucle	 ou	 d’une	 seule	 hélice.	

Quand	 le	 capot	 est	 ouvert,	 une	 augmentation	 du	 nombre	 d’hélices	 α	 permettrait	 une	

thermostabilité	accrue	de	l’enzyme.		

Devant	 la	 diversité	 des	 lipides	 qui	 constituent	 les	 organismes,	 on	 comprend	 qu’une	

grande	quantité	de	 lipases	 soit	nécessaire.	Cette	différence	de	préférence	de	 substrats	

proviendrait	de	différences	structurales	dans	les	domaines	fonctionnels	(H	Wong	et	al.	

1991a).	

3.2.3.3 Les	activités	non	hydrolitiques	:	Moonlighting	

Malgré	 les	 recherches	 approfondies	 dans	 différentes	 spécialités,	 nous	 ne	 comprenons	

que	 partiellement	 l’activité	 des	 lipases.	 En	 effet,	 il	 a	 été	 démontré	 par	 exemple	 que	

d’autres	 activités	 et	 d’autres	 sites	 actifs	 peuvent	 jouer	 le	même	 rôle	que	 le	 consensus	

décrit	ci-dessus.		

Certaines	 lipases,	 comme	 la	 lipase	 hépatique	 ou	 la	 LPL,	 auraient	 une	 activité	 non	

enzymatique	 et	 serviraient	 de	 ligands	 dans	 le	 métabolisme	 des	 lipoprotéines	

plasmatiques.	 Elles	 pourraient	 se	 lier	 à	 des	 récepteurs	 de	 surface	 cellulaire	 et	 des	
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lipoprotéines	pour	permettre	l’entrée	et	l’assimilation	de	lipides	indépendamment	de	la	

lipolyse	(Howard	Wong	et	Schotz	2002).	

3.2.3.4 Les	modifications	de	site	consensus	

L’étude	 de	 la	 lipase	 LipBL	 de	 Marinobacter	 lipolyticus	 montre	 la	 présence	 pour	 les	

enzymes	 lipolytiques	 de	 la	 famille	 VIII,	 de	 deux	 sites	 putatifs	 catalytiques	 :	 S-X-X-K	

βlactamase	 et	 le	 motif	 consensus	 lipase	 G-X-S-X-G.	 Les	 chercheurs	 ont	 démontré	 que	

seul	 le	 site	 S-X-X-K	 βlactamase	 était	 absolument	 nécessaire	 à	 l’activité	 lipolytique	 de	

l’enzyme,	 la	 mutation	 de	 la	 sérine	 du	 site	 consensus	 entrainant	 une	 modification	 de	

préférence	de	substrat,	pouvant	même	se	traduire	par	une	augmentation	de	l’activité	de	

l’enzyme.	Ce	site	serait	sur	une	boucle	extérieure	et	permettrait	aussi	de	lier	le	substrat	

(Pérez	et	al.	2012).	

Il	semble	donc	bien	compliqué	de	faire	de	G-X-S-X-G	un	pentapeptide	consensus	lipase	si	

lors	de	sa	mutation,	l’activité	de	l’enzyme	n’est	pas	affectée,	voire	augmentée.	

3.2.4 Les	Phospholipases	
3.2.4.1 Classement	

Les	 phospholipases	 sont	 classées	 en	 deux	 groupes,	 selon	 le	 résidu	 ester	 qu’elles	

hydrolysent	 dans	 les	 glycérophospholipides.	 On	 aura	 ainsi	 les	 acyl-hydrolases	 et	 les	

phosphodiestérases.	

Les	 Phospholipases	 A1,	 phospholipases	 A2,	 phospholipases	 B,	 et	 lyso-phospholipases	

A1/2	 sont	 les	 acyl-hydrolases,	 elles	 sont	 décrites	 comme	 peu	 spécifiques	 de	 substrat.	

Les	 phosphodiesterases	 sont	 les	 phospholipases	 C	 et	 phospholipases	 D	 (Smith	 et	

Bütikofer	2010).		

Il	existe	quatre	liaisons	esters	dans	un	phospholipide	:	

• entre	chacun	des	acides	gras	et	le	glycérol	

• entre	le	glycérol	et	le	phosphate	

• entre	 le	phosphate	et	 l’alcool	 (choline,	 éthanolamine,	 sérine,	 glycérol,	

inositol,	...)	

Les	 phospholipases	 A1	 hydrolysent	 l’acide	 gras	 de	 la	 fonction	 alcool	 primaire	 en	 C1,	

libérant	 un	 acide	 gras	 et	 un	 lysophospholipide.	 Les	 phospholipases	 A2	 hydrolysent	

l’acide	 gras	 de	 la	 fonction	 alcool	 secondaire	 en	 C2,	 libérant	 un	 acide	 gras	 et	 un	

lysophospholipide	;	les	phospholipases	B	hydrolysent	les	deux	acides	gras	des	fonctions	

alcool	 en	 C1	 et	 en	 C2,	 libérant	 deux	 acides	 gras	 et	 un	 glycérophosphoryl-alcool.	 Les	
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phospholipases	C	hydrolysent	le	phosphate	et	l’alcool	de	la	fonction	alcool	primaire	en	

C3,	 libérant	 un	 diglycéride	 et	 un	 phospho-alcool.	 Les	 phospholipases	 D	 hydrolysent	

l’alcool	de	la	fonction	acide	du	phosphate,	libérant	un	acide	phosphatidique	et	un	alcool	

(Figure	32).	

	

Figure	32	:	Action	des	diverses	phospholipases	sur	les	fonctions	esters	des	phospholipides 
D’après	(Balashev	2014)	

3.2.4.2 Rôle	des	phospholipases	
3.2.4.2.1 Les	phospholipases	A2	(PLA2)	

Les	 phospholipases	 sont	 des	 enzymes	 omniprésentes	 qui	 peuvent	 intervenir	 dans	

différents	processus.	Les	plus	connues	sont	les	Phospholipases	A2	(PLA2).	

La	plupart	des	PLA2	sont	désignées	comme	toxines	car	elles	entrent	dans	la	composition	

des	 venins	 de	 serpents	 et	 d’hyménoptères.	 Ces	 enzymes	 hydrolysent	 les	

glycérophospholipides	au	niveau	de	la	position	sn-2	et	permettent	la	libération	d’acides	

gras	 libres	 et	 de	 lysophospholipides.	 Les	 PLA2	 peuvent	 hydrolyser	 l’acide	

arachidonique,	précurseur	des	eicosanoïdes	et	libérer	des	médiateurs	de	l’inflammation	

comme	les	prostaglandines	et	les	leucotriènes.	On	peut	classer	les	PLA2	en	15	groupes	

comprenant	4	types	de	PLA2	(Burke	et	Dennis	2009)	:	

-	 les	 PLA2	 cytosoliques	 (cPLA2)	 :	 La	 plus	 connue	de	 ces	 PLA2	 est	 la	GIVA-PLA2.	

Elle	 est	 présente	 dans	 les	 polynucléaires	 neutrophiles	 et	 les	 plaquettes	 humaines	 et	

possède	 une	 activité	 lysophospholipase	 et	 une	 activité	 transacylase.	 Elle	 est	 réputée	

pour	engendrer	des	processus	inflammatoires.	Il	existe	deux	inhibiteurs	développés	par	

Six	et	McKew,	le	2-Oxoamide	et	un	dérivé	indole	développé	par	Wyeth.	D’autres	équipes	

tentent	de	synthétiser	des	 inhibiteurs	qui	pourraient	être	utilisés	dans	 les	pathologies	

inflammatoires	chroniques	comme	l’ostéoarthrite	ou	les	dermatites	sévères	(Kokotou	et	

al.	2017).			
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-	 les	PLA2	calcium	indépendantes	(PLA2i)	:	Le	chef	de	file	de	ce	type	de	PLA2	est	la	

GVIA-PLA2.	 Comme	 leur	 nom	 l’indique,	 ces	 enzymes	 n’ont	 pas	 besoin	 de	 Ca2+	 pour	

exercer	 leur	 activité	 catalytique.	 Une	 sérine	 est	 présente	 dans	 le	 site	 catalytique	 de	

l’enzyme	 et	 permet	 de	 catalyser	 la	 coupure	 d’une	 liaison	 ester	 sn-2.	 Elles	 possèdent	

également	 une	 activité	 lysophospholipase	 et	 transacylase.	 Ces	 enzymes	 auraient	 une	

action	dans	la	formation	osseuse,	l’apoptose,	la	sécrétion	d’insuline	et	le	développement	

du	sperme.	Cette	enzyme	pourrait	aussi	être	impliquée	dans	la	régénération	axonale	et	

le	 recrutement	 des	monocytes	 (peut-être	 sous	 l’action	 des	 lysophospholipides	 qu’elle	

produit).	

-	 les	 PLA2	 sécrétées	 (sPLA2)	 :	 Elles	 sont	 essentiellement	 retrouvées	 dans	 les	

venins	 de	 serpent,	 d’hyménoptère,	 les	 sécrétions	 pancréatiques	 et	 les	 tissus	 des	

mammifères.	 Elles	 possèdent	 une	 faible	 masse	 moléculaire,	 entre	 13	 et	 15	 kD	 et	

possèdent	une	histidine	dans	leur	site	actif.	Le	mécanisme	d’action	est	toujours	le	même,	

elles	 utilisent	 un	 proton	 provenant	 d’une	 molécule	 d’eau	 et	 effectuent	 une	 attaque	

nucléophile	sur	la	liaison	ester	sn-2	d’un	phospholipide.		

-	 les	 platelet	 activating	 factor	 acetyl	 hydrolase/oxidized	 lipid	 lipoprotein	

associated	PLA2	(LpPLA2)	:	Ces	enzymes	ont	la	particularité	de	pouvoir	cliver	le	groupe	

acétyle	 en	 sn-2	 du	 PAF	 et	 peuvent	 s’associer	 aux	 lipoprotéines.	 Elles	 peuvent	 aussi	

accéder	aux	substrats	présents	en	phase	aqueuse	contrairement	à	toutes	les	autres	PLA.	

Leur	 site	 actif	 est	 une	 triade	 et	 comporte	 une	 sérine,	 une	 histidine	 et	 un	 acide	

aspartique.	La	partie	C-terminale	de	ces	enzymes,	permettrait	la	liaison	aux	HDL	et	LDL.		

Ces	 dernières	 ont	 un	 rôle	 original	 dans	 la	 régulation	 négative	 de	 certaines	 cascades	

enzymatiques	 et	 un	 effet	 anti-inflammatoire.	 Le	 niveau	 d’expression	 de	 cette	 enzyme	

serait	un	marqueur	d’atteinte	coronaire.		

	

Une	autre	classification,	celle	de	Dennis,	permet	de	classer	les	PLA2	d’une	autre	manière	

mais	 pour	 plus	 de	 facilité,	 nous	 n’utiliserons	 que	 la	 première	 classification.	 Ce	

classement	 prend	 en	 compte	 la	 localisation,	 la	 sécrétion,	 la	 masse	 moléculaire,	 les	

cofacteurs	 associés	 etc.	 Aujourd’hui,	 au	 moins	 19	 PLA2	 ont	 été	 clonées	 dans	 les	

mammifères	(Kudo	et	Murakami	2002).	

Si	l’on	devait	citer	un	exemple	d’activité	PLA2,	dans	le	domaine	de	la	parasitologie,	il	a	

été	 décrit	 que	 l’inhibition	 de	 la	 PLA2	 dans	 Toxoplasma	 gondii	 était	 protectrice	 de	

l’invasion	des	cellules	mononuclées	par	le	parasite,	de	même	que	pour	Cryptosporidium	

parvum	(Wilson	et	Knoll	2018).	
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3.2.4.2.2 Les	enzymes	à	domaine	patatine	

Les	 enzymes	 à	 domaine	 patatine	 sont	 une	 famille	 d’enzymes	 aux	 multiples	 activités	

catalytiques	 dont	 un	 domaine	 formé	 d’environ	 180	 AA	 est	 conservé	 (Heitz	 2010).	 Ce	

domaine	est	constitué	d’un	pentapeptide	catalytique	de	motif	G-X-S-X-G	qui	n’entre	pas	

dans	la	constitution	d’une	triade	comme	dans	la	plupart	des	autres	lipases.		

En	effet	l’activité	catalytique	de	ces	enzymes	est	portée	par	une	dyade	constituée	de	la	

sérine	du	pentapeptide	catalytique	et	d’un	acide	aspartique,	 sous	 la	 forme	DXG/A.	Ces	

enzymes	 peuvent	 hydrolyser	 des	 phospholipides,	 des	 lysophospholipides,	 des	

triglycérides	 et	 seraient	 exprimées	 de	 manière	 conditionnelle	 pour	 certaines,	 afin	 de	

réguler	 des	 processus	 métaboliques	 comme	 l’adiponutrine	 qui	 aurait	 un	 rôle	 de	

régulation	 de	 la	 stéatose	 hépatique	 (Baulande	 et	 Langlois	 2010).	 L’enzyme	 ExoU	 du	

Pseudomonas	 aeruginosa,	 classée	 dans	 la	 famille	 des	 patatines,	 est	 une	 toxine	 dotée	

d’activité	 PLA2	 et	 lysophospholipase,	 sécrétée	 par	 un	mécanisme	 de	 type	 III	 (Sato	 et	

Frank	2004).	Elle	serait	directement	liée	à	la	pathogénicité	pulmonaire	de	cette	bactérie	

(Pankhaniya	 et	 al.	 2004).	 Il	 semble	 aujourd’hui	 que	 cette	 famille	 d’enzymes	 soit	

essentielle	 au	 métabolisme	 lipidique,	 au	 remodelage	 membranaire	 et	 à	 la	 mise	 à	

disposition	 des	 éléments	 nécessaires	 à	 la	 structure	 et	 l’homéostasie	 de	 certains	

parasites	 comme	 les	 apicomplexes	 par	 exemple.	 Cependant,	 elles	 sont	 bien	 souvent	

assimilées	à	des	PLA2	et	la	littérature	n’est	pas	unanime	sur	leur	classification	et	sur	les	

points-clés	des	processus	cellulaires	dans	 lesquels	elles	 interviennent	(Wilson	et	Knoll	

2018).		

3.2.4.2.3 Les	phospholipases	A1	

Historiquement,	 les	 PLA1	 sont	 connues	 pour	 faire	 partie	 du	 cycle	 de	 Lands.	 Ce	 cycle	

permet	 la	 déacylation-réacylation	 des	 phospholipides	 dans	 le	 but	 de	 maintenir	

l’homéostasie	de	 la	 structure	 lipidique	qui	 forme	 la	membrane	plasmique	des	cellules.	

Cependant,	 aujourd’hui	 aucune	 PLA1	 avérée	 ne	 fait	 partie	 de	 ce	 cycle.	 Par	 contre,	 il	

semblerait	 qu’elles	 soient	 impliquées	 en	 tant	 que	 facteurs	 de	 virulence	 chez	 certains	

microorganismes	(Schmiel	et	al.	1998)	et	dans	la	communication	cellulaire	quand	elles	

génèrent	des	lysophospholipides	bioactifs	(Richmond	et	Smith	2011).		

Bien	que	cela	soit	plutôt	rare,	les	PLA1	peuvent	avoir	des	substrats	préférentiels.	C’est	le	

cas	de	la	phosphatidylsérine	phospholipase	A1	de	rat,	produite	par	les	plaquettes,	et	qui	
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aurait	un	rôle	dans	la	stimulation	des	mastocystes,	 libérant	l’histamine	lors	de	signaux	

d’apoptose	cellulaire	et	entrainant	le	processus	d’inflammation	(Aoki	2002).	

Chez	 les	 mammifères,	 il	 existe	 9	 PLA1	 connues,	 6	 sont	 extracellulaires	 et	 3	

intracellulaires.	 Elles	 ont	 des	 structures	 très	 différentes,	 ce	 qui	 laisse	 supposer	 des	

fonctions	bien	distinctes	(María	Laura	Belaunzarán,	Lammel,	et	de	Isola	2011).	

La	spécificité	de	substrat	n’est	pas	absolue	et	certaines	PLA	peuvent	avoir	une	activité	

triacylglycérol	lipase	par	exemple.	Peu	de	choses	sont	connues	aujourd’hui	sur	ces	PLA1,	

ce	qui	en	fait	un	sujet	de	recherche	intéressant	d’autant	plus	si	on	imagine	le	très	grand	

nombre	de	rôles	qu’elles	peuvent	exercer	dans	une	cellule.		

 

Un	glycérophospholipide	est	un	lipide	complexe	amphiphile,	composé	d’une	molécule	de	

glycérol	estérifiée	à	deux	acides	gras	et	d’un	phosphate	(	

Figure	 33).	 Cet	 acide	 phosphatidique	 est	 lié	 à	 l’alcool	 d’une	 molécule	 polaire,	 qui	

constitue	 la	 tête	 polaire.	 Les	 phospholipases	 vont	 hydrolyser	 divers	

glycérophospholipides.	Les	têtes	polaires	peuvent	être	différentes,	comme	par	exemple	

constitué	 d’une	 molécule	 de	 choline,	 d’éthanolamine	 ou	 de	 sérine.	 Pour	 clarifier	 la	

situation	dans	la	littérature,	une	nouvelle	classification	a	vu	le	jour	en	2009	(Fahy	et	al.	

2009).	

Figure	33	:	Ancienne	et	nouvelle	annotation	concernant	les	Glycérophospholipides	les	plus	
répandus	

D’après	(Fahy	et	al.	2009)	
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Afin	de	mieux	comprendre	les	différentes	têtes	polaires	des	glycérophospholipides,	la	

Figure	34	est	associée	au	tableau	des	annotations.	

	

Figure	34:	Formule	semi-développée	des	différents	glycérophospholipides	pouvant	être	les	
substrats	des	phospholipases	

	
D’après	la	thèse	du	Dr.	Renaud	Rahier	

3.3.1 Les	lysophospholipides	
3.3.1.1 Composition	

Un	lysophospholipide	est	un	composé	résultant	de	l’hydrolyse	d’un	phospholipide,	lipide	

vrai	 complexe,	 par	 une	phospholipase	 (PL)	 au	niveau	d’un	 acide	 gras	 déterminé.	 Si	 le	

phospholipide	est	hydrolysé	au	niveau	de	la	région	sn-1	nous	aurons	affaire	à	une	PLA1	

entrainant	 la	 formation	d’un	1-lysophospholipide	 et	 si	 nous	 avons	affaire	 à	une	PLA2,	

l’hydrolyse	s’effectuera	au	niveau	du	sn-2	et	donnera	un	2-lysophospholipide.	

3.3.1.2 Rôle	

Les	 lysophospholipides	 sont	 habituellement	 décrits	 comme	 des	 composants	

membranaires	qui	permettent	la	synthèse	de	phospholipides.	Ils	sont	maintenant	aussi	

considérés	comme	des	molécules	bioactives	qui	agiraient	selon	une	activité	«	hormone-

like	 ».	 Ils	 sont	 nécessaires	 à	 l’homéostasie	 de	 nombreux	 processus	 physiologiques	

comme	 la	reproduction,	 le	développement	vasculaire	et	 le	 fonctionnement	du	système	

nerveux	 central.	 La	 lysophosphatidylcholine	 exogène	 par	 exemple,	 augmenterait	

l’activité	de	phagocytose	des	macrophages	(Liu	et	al.	2020).		

Certains	lysophospholipides,	comme	un	analogue	du	2-LPC,	l’edelfosine,	sont	utilisés	en	

cancérologie	 (Mollinedo	 et	 al.	 2004).	 D’autres	 molécules	 comme	 la	 miltéfosine	 sont	
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utilisées	dans	le	traitement	des	leishmanioses	viscérales.	La	miltéfosine	appartient	à	la	

classe	 des	 alkyl-phoshatidylcholine,	 structurellement	 proche	 des	 alkyl-

lysophospholipides	 qui	 sont	 des	 analogues	 de	 la	 lysophosphatidylcholine	 (qui	 aurait	

perdu	un	glycérol)	et	agirait	comme	un	inhibiteur	d’Akt	(Dorlo	et	al.	2012).	

Les	lysophospholipides	entrent	dans	la	famille	des	médiateurs	de	l’inflammation.	C’est	à	

ce	 titre	qu’ils	peuvent	par	exemple	entrainer	une	vasodilatation	endothéliale.	Certains	

médiateurs	 lipidiques	ont	 été	bien	étudiés	 comme	par	exemple	 le	 Sphingosine-1-P.	La	

signalisation	 du	 Sphingosine-1-P	 (S1P1),	 médiée	 par	 une	 Protéine	 G	 rentre	 dans	 les	

processus	 inflammatoires	 mais	 aussi	 dans	 la	 régulation	 de	 la	 migration,	 de	 la	

prolifération	 et	 de	 l’adhésion	 des	 cellules	 du	 système	 immunitaire	 et	 leur	 sortie	 des	

organes	 lymphoïdes	 secondaires	 (Sevastou	 et	 al.	 2013).	 En	 effet,	 S1P1	 serait	 requis	

d’abord	pour	la	maturation	des	thymocytes	et	leur	migration	depuis	le	thymus	puis	pour	

la	migration	 des	 lymphocytes	 B	 depuis	 la	 rate	 et	 les	 tissus	 lymphoïdes.	 Ce	médiateur	

lipidique	 est	 donc	 un	 acteur	 essentiel	 dans	 l’inflammation	 et	 la	 réponse	 immune.	 On	

peut	 donc	 comprendre	 pourquoi	 le	 Dr	 Matloubian	 et	 ses	 collègues	 pensent	 qu’un	

inhibiteur	sélectif	de	S1P1	pourrait	être	un	immunosuppresseur	efficace	(Matloubian	et	

al.	 2004).	 Aussi,	 un	 analogue	 du	 S1P1,	 le	 fingolimod,	 a	 pour	 propriété	 d’exercer	 une	

action	 immunomodulatrice	 sur	 les	 lymphocytes	 responsables	 de	 la	 destruction	 des	

gaines	 de	 myélines	 dans	 la	 sclérose	 en	 plaque.	 Son	 action	 étant	 ubiquitaire,	 ce	

traitement	 possède	 en	 outre	 de	 nombreux	 effets	 indésirables	 comme	 par	 exemple	

l’hypertension,	la	bradycardie	ou	l’œdème	maculaire	(Mandal	et	al.	2017).	

3.3.2 Les	acides	gras	libres	
3.3.2.1 Composition	

Les	acides	gras	sont	des	acides	carboxyliques	R-COOH	dont	 le	radical	R	est	une	chaine	

aliphatique	 de	 type	 hydrocarbure	 de	 longueur	 variable	 (C4	 à	 C36)	 qui	 donne	 à	 la	

molécule	 son	 caractère	 hydrophobe.	 Les	 acides	 gras	 peuvent	 être	 saturés,	 c’est-à-dire	

qu’ils	 ne	 possèdent	 pas	 de	 double	 liaison	 carbone	 dans	 leur	 chaine	 aliphatique,	 ou	

insaturés,	ils	possèdent	une	ou	plusieurs	doubles	liaisons.	Il	existe	bon	nombre	d’acides	

gras	naturels	saturés	et	insaturés.	

3.3.2.2 Rôles	

Les	 acides	 gras	 sont	 stockés	dans	 l’organisme	 sous	 forme	de	 triglycérides	 (Figure	35)	

c’est	à	dire	une	association	de	 trois	acides	gras	et	d’une	molécule	de	glycérol	qui	sont	
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reliés	 par	 une	 liaison	 ester.	 Ils	 sont	 une	 source	 d’énergie	 plus	 importante	 que	 les	

glucides	et	sont	essentiels	pour	les	périodes	de	jeûne.	Les	acides	gras	peuvent	aussi	être	

synthétisés	par	la	cellule	par	l’intermédiaire	de	processus	métaboliques	entrant	dans	la	

lipogenèse	 ou	 récupérés	 par	 la	 cellule	 par	 un	 phénomène	 d’endocytose	 de	 lipides,	

hydrolysés	ensuite	en	acides	gras.	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	35	:	Réaction	de	synthèse	des	triglycérides	par	la	triglycéride	synthase	ou	de	lyse	par	une	
lipase	

D’après	Marine	Dancer	

Maintenant	 que	 nous	 connaissons	 mieux	 les	 lipides	 et	 leurs	 produits	 de	 dégradation	

grâce	aux	lipases	et	notamment	aux	phospholipases,	nous	pouvons	nous	intéresser	plus	

particulièrement	à	leur	importance	dans	l’organisme	qui	nous	intéresse,	le	trypanosome	

africain.	

 

Les	 lipides	 sont	 une	 part	 importante	 de	 la	 constitution	 des	 cellules	 et	 plus	

particulièrement	 de	 la	 membrane	 plasmique	 qui	 se	 doit	 d’être	 hydrophobe	 dans	 sa	

globalité,	 permettant	 de	 protéger	 la	 cellule	 de	 l’environnement	 extérieur.	 Les	 lipides	

constituent	11	à	18	%	du	poids	sec	du	trypanosome	africain	(Smith	et	Bütikofer	2010).	

Les	 lipides	 les	 plus	 présents	 dans	 les	 trypanosomes	 sont	 la	 phosphatidylcholine	 (PC)	

représentant	 45	 à	 60%	 des	 phospholipides	 totaux	 du	 parasite	 et	 la	

phosphatidylethanolamine	(PE)	représentant	10	à	20%.	Le	phosphatidylinositol	(PI),	la	

phosphatidylsérine	(PS)	et	la	cardiolipine	(CL)	sont	des	glycérophospholipides	mineurs.	

Le	 trypanosome	 contient	 aussi	 des	 sphingophospholipides,	 comme	 la	 sphingomyéline	

(SM),	 l’inositol	phosphorylcéramide	(IPC)	et	 l’éthanolamine	phosphorylceramide	(EPC)	

(Figure	 36).	 Les	 trypanosomatides	 sont	 les	 seuls	 organismes	 connus	 capables	 de	

synthétiser	des	 sphingolipides	 avec	de	 la	 choline,	 de	 l’éthanolamine	et	de	 l’inositol	 au	

niveau	du	groupement	de	tête	du	lipide	(Dickie,	Young,	et	Smith	2019).		
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Figure	36:	Répartition	des	différents	types	de	lipides	du	trypanosome	africain	pour	les	formes	
procycliques	à	gauche	et	sanguines	à	droite.	

D’après	(Smith	et	Bütikofer	2010)	

Chez	les	trypanosomes	africains,	cellules	hétérotrophes,	l’acquisition	de	lipides	survient	

de	deux	manières	:		

-	 Synthèse	de	novo	de	lipides	à	partir	de	précurseurs	

-	 Acquisition	de	lipides	à	partir	du	milieu	extérieur,	par	endocytose	

L’essentiel	de	mon	travail	porte	sur	l’acquisition	de	lipides	à	partir	du	milieu	extérieur,	

leur	catabolisme	et	leur	rôle	dans	le	métabolisme	et	la	survie	du	trypanosome.	

Le	 trypanosome	 africain	 a	 besoin	 de	 récupérer	 des	 phospholipides	 exogènes	 pour	

satisfaire	 ses	 besoins	 nutritionnels	 et	 de	 survie.	 Pour	 cela,	 une	 première	 méthode	

d’acquisition	a	été	décrite	par	le	Dr	Bowes	et	ses	collègues.	Il	existe	une	triade	de	trois	

enzymes	qui	permet	de	récupérer	les	lysophospholipides	(LPL)	du	milieu	extérieur	afin	

qu’ils	soient	utilisés	par	 le	parasite.	Cette	triade	est	composée	d’une	phospholipase	A1	

qui	permet	de	générer	des	acides	gras,	utilisés	ensuite	par	la	deuxième	enzyme,	la	ligase,	

qui	 permet	 de	 former	 de	 l’acylCoA.	 L’acyltransférase	 permet	 ensuite	 d’acyler	 grâce	 à	

l’acylCoA	formé,	une	nouvelle	molécule	de	LPL	(Bowes	et	al.	1993).	L’acquisition	d’acyl	

gras	 est	 essentielle	 pour	 le	 remodelage	 et	 la	 biosynthèse	du	VSG	 et	 donc	 la	 survie	 du	

parasite.	 Le	 Dr.	 Bowes	 pensait	 que	 cette	 PLA1,	 à	 laquelle	 nous	 nous	 intéressons	 tout	

particulièrement	était	membranaire.	Il	se	peut	avec	le	recul	que	nous	avons	aujourd’hui	

que	 cette	 dernière	 soit	 sécrétée	 afin	 de	 produire	 dans	 le	 milieu	 extérieur	 les	

lysophospholipides	nécessaires.	

Les	trypanosomes	produisent	diverses	sortes	de	lipides,	les	inositol	phosphocéramides	

(IPC),	et	les	fungal-like	phosphosphingolipides	par	exemple	qui	sont	absents	dans	l’hôte	

mammifère.	 Les	 formes	 sanguines	 du	 Trypanosoma	 brucei	 synthétisent	 aussi	 les	
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phosphoéthanolamine	 céramides	 (EPC)	 qui	 sont	 très	 peu	 retrouvées	 chez	 l’hôte	

mammifère.	On	 comprend	bien	 ici	 pourquoi	 ces	différents	 lipides	ont	 été	 sélectionnés	

comme	des	cibles	potentielles	pour	le	développement	de	médicaments	(Guan	et	Mäser	

2017)	et	que	le	métabolisme	des	lipides	soit	aujourd’hui	une	clef,	qui	jusque-là	fut	très	

peu	 exploitée	 dans	 la	 compréhension	 globale	 du	 parasite	 et	 dans	 la	 recherche	 de	

nouveaux	traitements.		

On	peut	imaginer	que	nous	pourrions	définir	 l’activité	des	lipases	que	j’ai	commencé	à	

étudier	par	la	recherche	des	différents	acides	gras	et	lysophospholipides	créés	par	leur	

action	catalytique.	Ces	études	sont	menées	aujourd’hui	par	un	laboratoire	partenaire	à	

St	Andrews,	en	Ecosse,	où	j’ai	eu	la	chance	de	faire	un	stage	de	3	mois	(chapitre	3	partie	

1.3.9	de	cette	thèse)	

 

Depuis	de	nombreuses	années,	l’activité	phospholipase	intrinsèque	au	trypanosome	est	

avérée.	 On	 ne	 sait	 hélas	 toujours	 pas	 faire	 la	 part	 de	 ces	 différentes	 activités.	 Il	 est	

cependant	 aujourd’hui	 acquis	 que	 le	 trypanosome	 possède	 trois	 activités	 différentes	 :	

une	PLA1,	une	PLA2,	et	une	PLC.	Seulement	trois	PL	ont	été	étudiées	à	ce	 jour	dans	 le	

Trypanosoma	brucei	:	PLA1,	PLC-GPI	(PLC-Glycerophosphatidylinositol)	et	PLC-Pi	(PLC-

Phosphatidylinositol).	

	

La	littérature	concernant	les	phospholipases	du	parasite	étant	ancienne	et	la	proximité	

des	 parasites	 génétiquement	 proche,	 justifie	 mon	 intérêt	 pour	 la	 description	 de	

phospholipases	appartenant	à	d’autres	trypanosomatides.	

3.5.1 L’activité	phospholipase	majoritaire	

Lors	d’anciennes	études	sur	Trypanosoma	cruzi,	il	a	été	suggéré	que	les	acides	gras	libres	

et	 les	 lysophospholipides	 sont	 les	 principaux	 acteurs	 de	 la	 déstabilisation	 des	

membranes	cellulaires	de	l’hôte	et	notamment	des	érythrocytes	en	contact	direct	avec	le	

parasite	 (Luján	 et	 Bronia	 1994).	 Deux	 processus	 entreraient	 en	 jeu,	 l’un,	 calcium	

dépendant,	 induisant	 la	 fusion	 du	 parasite	 avec	 le	 globule	 rouge	 de	 l’hôte	 et	 l’autre	

calcium	indépendant,	 induisant	 la	 lyse	du	globule	rouge.	Le	contenu	cytoplasmique	du	

parasite	n’est	pas	en	mesure	d’induire	une	lyse	cellulaire	contrairement	aux	membranes	

et	organites	spécifiques	qui,	mis	en	contact	avec	le	globule	rouge,	induisent	sa	lyse	ou	sa	
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fusion	en	fonction	de	la	présence	de	calcium.	L’enzyme	la	plus	probablement	à	l’origine	

de	 ce	 phénomène	 serait	 une	 PLA2.	 Ceci	 a	 été	 confirmé	 par	 les	 auteurs	 qui,	 à	 la	 suite	

d’ajout	 d’inhibiteurs	 de	 PLA2,	 n’observent	 plus	 ni	 fusion,	 ni	 lyse	 des	 érythrocytes.	 La	

déstabilisation	 des	 membranes	 par	 échange	 de	 lipides	 permet	 une	 augmentation	 de	

calcium	 dans	 les	 cellules	 hôtes	 et	 l’activation	 de	 cascades	 enzymatiques	 calcium	

dépendantes	 (Luján	 et	 Bronia	 1994).	 Ceci	 est	 applicable	 à	 Trypanosoma	 cruzi	 pour	

lequel	un	 cycle	 intracellulaire	est	décrit	 et	donc	une	pénétration	des	 cellules	de	 l’hôte	

par	le	parasite	est	nécessaire.		

	

Cependant,	 selon	 d’autres	 études,	menées	 sur	Trypanosoma	brucei	 cette	 activité	 PLA2	

n’est	 pas	 l’activité	 phospholipase	 majoritairement	 présente	 chez	 le	 parasite.	 En	 effet,	

l’activité	 la	plus	abondante	proviendrait	des	PLA1	et	coïnciderait	avec	 la	pathogénicité	

des	différentes	espèces	africaines,	c’est-à-dire	que	plus	une	espèce	est	pathogène	pour	

son	hôte	plus	importante	est	l’activité	PLA1	(Hambrey,	Mellors,	et	Tizard	1981).	

	

Il	est	 intéressant	de	noter	que	déjà	 les	auteurs	 faisaient	 le	 lien	entre	 la	 localisation	du	

parasite	 dans	 l’organisme	 et	 l’abondance	 de	 phospholipases.	 Ils	 émettent	 en	 effet	

l’hypothèse	 que	 si	 Trypanosoma	 brucei	 possède	 une	 plus	 grande	 activité	 PLA1	 c’est	

parce	que	ce	parasite	se	distribue	dans	les	tissus	et	pas	seulement	dans	le	compartiment	

sanguin,	contrairement	à	Trypanosoma	congolense	par	exemple.	De	plus,	les	dommages	

majeurs	 causés	 aux	 endothéliums	 des	 vaisseaux	 des	 hôtes	 porteurs	 de	 trypanosomes	

sont	plus	importants	lors	de	la	lyse	de	parasites	contenant	une	plus	grande	quantité	de	

phospholipases.	 D’après	 les	 connaissances	 actuelles,	 aucune	 activité	 PLD	 n’a	 été	

détectée	dans	le	trypanosome	africain	(Plonski	et	al.	2018).	

3.5.2 Les	fonctions	supposées	

Aujourd’hui	plusieurs	pistes	d’étude,	ouvertes	il	y	a	un	peu	plus	de	quarante	ans	sont	la	

base	de	notre	projet	sur	les	phospholipases	du	trypanosome	africain.	Nous	allons	donc	

énumérer	des	conclusions	d’articles	qui	seront	un	support	à	 l’ensemble	de	cette	thèse.	

Tout	 l’enjeu	 des	 phospholipases	 repose	 sur	 l’intrication	 entre	 leur	 localisation	 et	 leur	

fonction.	 Plus	 généralement	 leur	 capacité	 à	 hydrolyser	 les	 lipides	 qui	 rendent	 le	 VSG	

soluble,	qui	permettent	le	remodelage	membranaire	et	du	manteau	parasitaire,	l’action	

métabolique	et	leur	lien	avec	la	physiopathologie,	et	plus	particulièrement	comme	nous	

l’avons	vu	plus	haut,	avec	l’anémie.	
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3.5.2.1 L’activité	au	niveau	du	manteau	VSG	

Il	 existerait	 une	 PLA-GPI	 spécifique,	 probablement	 une	 PLA2	 qui	 permettrait	 la	

formation	 d’un	 lysophospholipide	 qui	 serait	 ensuite	 myristoylé	 par	 une	 myristoyl	

transférase	pour	permettre	le	remodelage	du	VSG.	Cette	PLA	n’a	pas	encore	été	décrite	

(Masterson	et	al.	1990).	

Une	 étude	 antérieure	 précise	 qu’une	 autre	 phospholipase	 serait	 transmembranaire	 et	

permettrait	 d’hydrolyser	 un	 acide	 myristique,	 lipide	 pourtant	 peu	 présent	 dans	 le	

trypanosome	et	conférerait	à	cette	lipase	une	activité	très	spécifique	(Ferguson	et	Cross	

1984)	afin	de	décrocher	le	VSG	de	la	membrane	plasmique	et	le	rendre	soit	soluble,	soit	

permettre	son	remodelage.	

3.5.2.2 L’acquisition	de	lipides	exogènes	

Les	 trypanosomes	 africains	 n’ont	 pas	 une	 grande	 capacité	 à	 synthétiser	 les	 lipides	de	

novo.	 L’essentiel	 de	 l’apport	 lipidique	 nécessaire	 à	 leur	 survie	 se	 fait	 par	 l’acquisition	

d’acides	 gras,	 comme	 par	 exemple	 l’acide	 palmitique	 et	 linoleique.	 Certains	 parasites	

comme	Trypanosoma	lewisi,	ont	une	mitochondrie	fonctionnelle	qui	permet	d’oxyder	le	

pyruvate	en	acetylCoA,	ce	qui	n’est	pas	le	cas	de	Trypanosoma	brucei.	

	

Les	phospholipides	constituent	80%	de	 la	 totalité	des	 lipides	du	 trypanosome	africain	

(Mellors	 et	 Samad	 1989).	 Afin	 d’acquérir	 les	 lipides	 le	 constituant,	 le	 trypanosome	

africain	 utilise	 une	 PLA1	 membranaire	 capable	 de	 lyser	 la	 PC	 (et	 d’autres	

glycérophospholipides)	 et	 de	 créer	 un	 lysophospholipide.	 Ce	 1-lysophospholipide	 (2-

acyl-3-sn-glycérophosphocholine)	est	réarrangé	en	2-lysophospholipide,	ce	qui	permet	à	

la	même	PLA1	qui	aurait	aussi	une	activité	lysophospholipase,	d’acquérir	des	acides	gras	

et	du	phosphoglycérol.	Une	acyltransférase,	permettrait	d’acyler	 le	 lysoPC	produit	afin	

de	créer	de	nouveau	de	la	PC,	incorporable	dans	les	membranes	parasitaires	(Mellors	et	

Samad	1989).			

3.5.2.3 L’activité	hémolytique	

L’activité	hémolytique	présente	lors	de	la	trypanosomiase	africaine	est	un	sujet	encore	

aujourd’hui	méconnu	 et	 les	mécanismes	mis	 en	 jeux	 dans	 ce	 processus	 sont	 encore	 à	

l’étude.	Nous	vous	ferons	part	 ici	des	divergences	d’opinion	sur	 le	sujet	et	quelle	place	

cette	thèse	peut	prendre	dans	la	recherche	de	ces	mécanismes.		
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• La	phospholipase	A1	retrouvée	majoritairement	dans	les	espèces	pathogènes	de	

trypanosome,	serait	à	 l’origine	du	relargage	d’acides	gras	tels	que	le	stéarate,	 le	

palmitate,	 l’oléate	ou	le	 linoleate	capables	d’induire	une	hémolyse.	En	effet,	 lors	

d’une	lyse	parasitaire,	la	PLA1	continue	d’être	active	et	constitue	un	pool	d’acides	

gras	en	hydrolysant	les	lipides	membranaires	des	parasites	mourants.	Les	acides	

gras	relargués	en	conséquence	et	diffusés	dans	le	compartiment	sanguin,	seraient	

à	 l’origine	 de	 la	 lyse	 des	 globules	 rouges.	 En	 d’autres	 termes,	 la	 PLA1,	

probablement	membranaire,	ne	suffirait	pas	à	elle	seule	à	 lyser	directement	 les	

globules	 rouges,	mais	 le	 relargage	d’acides	 gras	 libres	pourraient	 entrer	 en	 jeu	

dans	le	processus	d’hémolyse	(Mellors	et	Samad	1989).		

• La	 PLA1	 présente	 dans	 les	 capillaires	 lors	 de	 l’agrégation	 des	 parasites	 peut	

mener	à	un	endommagement	des	vaisseaux	sanguins	mais	 il	n’a	pas	été	prouvé	

que	 l’hémolyse	due	à	 la	pathologie	était	 intravasculaire	c’est-à-dire	à	 l’intérieur	

du	vaisseau,	au	contact	direct	du	parasite.	Ce	qu’il	est	 intéressant	de	noter	c’est	

que	le	parasite	mort	ou	mourant	va	déverser	dans	le	sang,	au	contact	des	cellules	

et	tissus	de	l’hôte,	un	contenu	intracellulaire	très	toxique	et	très	riche	en	PLA1.	La	

quantité	de	PLA1	présente	dans	 le	parasite	à	 la	 forme	procyclique	n’est	que	de	

15%	de	celle	contenue	dans	le	parasite	sanguin,	appuyant	l’hypothèse	que	cette	

PLA1	 pourrait	 avoir	 un	 rôle	 essentiel	 dans	 la	 relation	 hôte	 mammifère	 et	

pathogène	ou	qu’elle	aurait	un	lien	avec	la	profonde	restructuration	lipidique	et	

métabolique	du	parasite	entre	les	différents	stades.	L’étude	de	cette	PLA1	montre	

qu’elle	 est	 associée	 à	 la	 membrane	 du	 parasite,	 a	 une	 masse	 moléculaire	

d’environ	28kD	et	permet	l’hydrolyse	de	longues	chaines	de	phosphatidylcholine	

et	de	lysophosphatidylcholine	(Mellors	et	Samad	1989).		

• Il	 a	 été	 décrit	 que	 la	 quantité	 de	 lysophosphatidylcholine	 dans	 le	 plasma	 des	

ruminants	était	diminuée	quand	il	est	contaminé	par	des	trypanosomes.	En	effet,	

la	libération	de	PLA1	et	de	LysoPL	(Tizard	et	al.	1977)	dans	le	sang	interfèrerait	

avec	 le	 métabolisme	 endogène	 de	 l’hôte	 entrainant	 une	 diminution	 des	

phospholipides	 sanguins,	 de	 la	 formation	 des	 HDL,	 de	 l’activité	 de	 certaines	

enzymes,	une	accélération	de	l’agrégation	plaquettaire	et	de	la	formation	de	mini	

thrombus,	participant	à	la	symptomatologie	(C.	J.	Roberts	et	al.	1977).		

• Cependant,	dans	 les	années	1980,	de	nombreuses	expériences	ont	été	 réalisées	

afin	 de	 déterminer	 la	 cause	 principale	 de	 l’anémie	 (Amole,	 Clarkson,	 et	 Shear	
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1982a).	 Les	 chercheurs	 ont	 mis	 en	 évidence	 que	 l’essentiel	 du	 mécanisme	 de	

l’anémie	 était	 l’œuvre	 d’un	 système	 immunitaire	 sur-stimulé.	 En	 effet,	 lors	 des	

vagues	 successives	 de	 parasitémie,	 l’organisme	 produit	 une	 multitude	

d’anticorps	IgM	non	spécifiques	contre	le	pathogène.	Les	IgM	s’adsorbent	sur	les	

globules	 rouges	 sur	 lesquels	 les	 antigènes	 parasitaires	 se	 sont	 déposés,	 les	

fragilisant	et	les	rendant	reconnaissable	pour	le	système	du	complément	qui	met	

en	place	une	machinerie	de	destruction	massive,	conduisant	à	une	diminution	du	

nombre	 effectif	 de	 globules	 rouges	 (Kobayashi,	 Tizard,	 et	 Woo	 1976).	 Cet	

événement	n’est	que	le	premier	d’une	cascade	entrainant	une	splénomégalie	et	la	

surproduction	 de	 globules	 rouges	 pour	 essayer	 sans	 succès	 de	 compenser	 la	

perte	 initiale,	 qui	 peu	 à	 peu	 épuise	 les	 différents	 acteurs	 de	 l’organisme	

(Biryomumaisho	et	Katunguka-Rwakishaya	2007).	

• Une	 expérience	 très	 intéressante	 de	 lyse	 parasitaire	 intravasculaire	 ne	montre	

pas	 qu’il	 y	 ait	 dans	 le	 contenu	 parasitaire	 de	 facteurs	 d’hémolyse	 important	

entrainant	une	anémie	d’origine	hémolytique	(Amole,	Clarkson,	et	Shear	1982b).	

Cela	 contredit	 l’étude	 précédente	 qui	 expliquait	 que	 le	 contenu	 toxique	 des	

parasites	pouvait	être	l’origine	de	l’anémie.	

• D’autres	 pistes,	 comme	 la	 présence	 d’acides	 gras	 spécifiques	 après	 la	 lyse	

parasitaire	 intravasculaire	 ont	 été	 étudiées	 dans	 la	 fragilisation	 des	 globules	

rouges	de	 l’hôte.	Cependant,	 il	ne	semble	pas	que	ces	acides	gras	aient	un	effet	

sur	l’homéostasie	des	globules	rouges	in	vivo,	ce	mécanisme	de	l’anémie	n’a	donc	

pas	été	 retenu	comme	mécanisme	principal	 au	 fil	du	 temps	 (Tizard,	Holmes,	 et	

Nielsen	1978).		

Nous	observons	donc	ici	que	les	auteurs	qui	pensaient	les	phospholipases	responsables	

de	 l’anémie	 se	 sont	 rangés	 à	 l’hypothèse	 immunologique	 de	 destruction	 des	 globules	

rouges.	

Pourtant,	 le	 postulat	 que	 la	 réaction	 immunitaire	 serait	 responsable	 presque	

exclusivement	de	 l’anémie	pose	problème	pour	 les	animaux	trypanotolérants.	En	effet,	

ces	 animaux	 subissent	 des	 vagues	 successives	 de	 parasite	 en	 intravasculaire.	 Leur	

système	 immunitaire	 est	 sur-stimulé	 par	 la	 quantité	 de	 parasites	 présents.	 La	 seule	

différence	connue	aujourd’hui	provient	de	la	structure	de	leurs	globules	rouges.	Or,	il	est	

peu	probable	que	les	anticorps	ne	s’adsorbent	pas	sur	les	globules	rouges	des	animaux	

trypanotolérants	après	 lyse	parasitaire.	Donc,	malgré	 l’hypothèse	d’une	anémie	causée	
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par	 l’action	 du	 système	 immunitaire,	 une	 autre	 option	 doit	 être	 exploitée.	 Nous	 ne	

pouvons	 aujourd’hui	 pas	 faire	 un	 raccourci	 entre	 l’activité	 des	 phospholipases	 et	

l’anémie	mais	 il	 nous	 appartient	 de	 continuer	 à	 étayer	 cette	 hypothèse	 pour	 toujours	

mieux	comprendre	le	rôle	de	ces	lipases	particulières.	

Il	 apparaît	 nécessaire	 donc,	 en	 regard	 de	 toutes	 les	 fonctions	 que	 peuvent	 avoir	 les	

phospholipides	et	les	phospholipases	de	les	étudier	plus	en	détail.	

3.5.3 Les	phospholipases	A1	

Des	 études	 de	 localisation	 ont	 permis	 de	 montrer	 que	 l’activité	 PLA1	 dans	 le	

trypanosome	africain	était	d’une	part	due	à	une	PLA1	soluble,	et	d’autre	part	à	une	PLA1	

contenue	dans	 les	 lysosomes.	Cette	 enzyme	aurait	une	activité	10	 fois	moindre	que	 la	

PLA1	soluble	mais	elle	 aurait	 l’avantage	d’être	 constante	dans	 la	 forme	procyclique	et	

dans	la	forme	sanguine,	ce	qui	n’est	pas	le	cas	pour	la	PLA1	soluble	qui	voit	son	activité	

diminuée	 jusqu’à	 obtenir	 une	 activité	 PLA1	 totale	 de	 15%	 lors	 de	 son	 évolution	 dans	

l’insecte.	 On	 suppose	 donc	 que	 l’action	 de	 la	 forme	 lysosomale	 serait	 plutôt	 liée	 au	

métabolisme	 cellulaire,	 permettant	 la	 fusion	 des	 membranes	 et	 de	 dégrader	 les	

composants	 phagocytés	 dans	 les	 phagolysosomes	 ou	 les	 vacuoles	 autophagiques	

(Opperdoes	et	van	Roy	1982).		

Chez	Trypanosoma	congolense,	 il	 a	été	montré	que	 l’activité	PLA1	permet	 la	 formation	

d’acides	gras	libres	entrainant	une	activité	hémolytique	qui	n’est	pas	présente	dans	des	

espèces	 non	 virulentes	 comme	 Trypanosoma	 lewisi	 par	 exemple(Tizard	 et	 al.	 1978),	

(María	Laura	Belaunzarán,	Lammel,	et	de	Isola	2011).	

La	première	PLA1	étudiée	en	détail	chez	Trypanosoma	brucei	brucei,	serait	responsable	

de	80	%	de	la	formation	des	lysophosphatidylcholines,	ce	qui	suggère	la	présence	d’une	

autre	 enzyme	 à	 activité	 PLA1	dans	 le	 parasite	 qui	 comblerait	 les	 20%	 restant.	 Le	 site	

actif	de	 cette	enzyme	se	 trouve	sur	 la	Ser131,	 elle	est	 soluble,	 cytoplasmique	et	a	une	

masse	moléculaire	de	35kD	(Richmond	et	Smith	2007b).	Cette	phospholipase	n’agirait	

que	 sur	 les	 phospholipides	 exogènes.	 Son	 existence	 dans	 le	 parasite	 est	 très	 originale	

puisqu’elle	proviendrait	d’une	 transmission	horizontale	d’un	endosymbionte	bactérien	

de	 la	mouche	 tsétsé,	 le	Sodalis	 glossinidius,	 vers	 le	 trypanosome.	 Cette	 découverte	 est	

appuyée	 par	 une	 analogie	 génique	 entre	 cette	 PLA1	 et	 celle	 retrouvée	 dans	 Yersinia	

enterocolitica	 ou	dans	Serratia	 liquefaciens.	Cependant	 la	PLA1	du	 trypanosome	aurait	

perdu	au	cours	de	l’évolution,	le	peptide	signal	permettant	sa	sécrétion,	toujours	présent	

dans	les	deux	PLA1	orthologues	de	bactéries	(Richmond	et	Smith	2007b).	
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Chez	Trypanosoma	cruzi	la	seule	PLA1	étudiée	est	liée	à	la	membrane	et	peut	hydrolyser	

des	 phospholipides	 zwitterioniques	 en	 l’absence	 de	 cations	 bivalents	 et	 plus	

particulièrement	 la	 phosphatidylcholine	 et	 la	 phosphatidylethanolamine.	 Elle	 possède	

une	activité	Protéine	Kinase	C	 (PKC)	activatrice	par	 l’intermédiaire	de	 la	 formation	de	

seconds	messagers	tels	que	les	FFA,	DG	et	LPC.	Cette	activité	est	uniquement	retrouvée	

dans	 les	 stades	 infectants	 du	 cycle	 du	 parasite	 et	 permet	 d’augmenter	 le	 processus	

d’invasion	(M.	L.	Belaunzarán	et	al.	2007).	Cette	enzyme	peut	se	retrouver	sous	forme	de	

dimère	ou	de	tétramère.	Cette	PLA1	présente	chez	Trypanosoma	cruzi	possède	11,4	%	

d’identité	avec	celle	présente	chez	Trypanosoma	brucei	brucei	(María	Laura	Belaunzarán	

et	 al.	 2013).	 Les	 auteurs	 suggèrent	 que	 la	 présence	 d’anticorps	 contre	 ces	 protéines	

pourrait	neutraliser	l’effet	toxique	de	ces	enzymes.		

3.5.4 Les	phospholipases	A2	

L’activité	 PLA2	 présente	 dans	 les	 trypanosomatides	 aurait	 une	 action	 hémolytique	 et	

anticoagulante.	Cette	activité	a	notamment	été	retrouvée	chez	Trypanosoma	congolense	

et	ne	semble	pas	affecter	les	cellules	humaines	(Nok	et	al.	1993).	Le	Dr.	Nok	explique	que	

la	 raison	 pour	 laquelle	 elle	 n’est	 pas	 pathogène	 serait	 parce	 que	 Trypanosoma	

congolense	 est	 inoffensif	 pour	 l’Homme.	 Cette	 PLA2	 serait	 composée	 de	 deux	 sous-

unitées	de	16,5	kD	et	de	18	kD.	

Cette	même	 étude	 a	montré	 que	 les	 globules	 rouges	 de	 bovins	 trypanotolérants	 sont	

moins	sensibles	à	la	lyse	par	la	PLA2	de	cobra	que	ceux	de	bovins	trypanosensibles.	Chez	

Trypanosoma	brucei,	 l’activité	PLA2	serait	stimulée	par	l’apport	de	Ca2+	et	permettrait	

le	 relargage	 d’acide	 arachidonique	 ((Eintracht	 et	 al.	 1998)).	 L’acide	 arachidonique	

produit	 de	 manière	 endogène	 permet	 de	 moduler	 les	 flux	 de	 Ca2+	 suggérant	 la	

participation	de	l’activité	PLA2	dans	la	signalisation	cellulaire	(Sevastou	et	al.	2013).	

3.5.5 Les	phospholipases	C	

Il	existe	chez	le	trypanosome	africain,	deux	phospholipases	C	identifiées	et	décrites.	La	

phosphatidylinositol	 4,5-bis-phosphate	 est	 hydrolysée	 par	 une	 phospholipase	 Pi-PLC	

(Tb927.11.5970)	et	génère	des	seconds	messagers	comme	le	DAG	et	IP3.	L’IP3	se	fixe	à	

son	récepteur	au	niveau	du	RE	et	permet	le	relargage	de	calcium	dans	le	cytosol.		

Les	 20	 premiers	 acides	 aminés	 de	 cette	 protéine	 sont	 très	 intéressants	 car	 ils	

permettent	la	localisation	membranaire	de	la	protéine.	Cette	phospholipase	est	calcium	
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dépendante,	 localisée	 au	 niveau	 des	 membranes	 des	 vésicules	 intracellulaires	 (King-

Keller	et	al.	2015).		

La	deuxième	PLC	est	impliquée	dans	le	remodelage	du	VSG.	C’est	plus	précisément	une	

GPI-PLC	qui	permet	d’hydrolyser	l’ancre	GPI	maintenant	le	VSG	accroché	à	la	membrane	

du	parasite.	Cette	PLC	n’est	active	que	dans	les	formes	pourvues	d’un	VSG	c’est-à-dire	les	

formes	 métacycliques	 et	 sanguines	 du	 parasite.	 Cette	 protéine	 semble	 essentielle	 au	

cycle	 parasitaire	 au	 moment	 de	 l’apparition	 des	 formes	 procycliques	 dépourvues	 de	

VSG.	 Cette	 protéine	 est	 localisée	 au	 niveau	 de	 la	 surface	 extérieure	 de	 la	 membrane	

plasmique,	au	contact	du	VSG,	le	long	du	flagelle	(Hanrahan	et	al.	2009).	

Malgré	 un	 vaste	 sujet	 ouvert	 depuis	 de	 nombreuses	 années	 sur	 le	 rôle	 des	

phospholipases	dans	les	kinétoplastidés,	force	est	de	constater	que	peu	d’entre	elles	ont	

été	décrites	aujourd’hui.	On	ne	connaît	qu’une	partie	des	phospholipases	mises	en	jeu	et	

leur	rôle	dans	l’homéostasie	du	parasite.	

	

On	peut	donc	se	demander	:	«	Au	sein	du	parasite,	quelle	va	être	l’importance	des	lipides	et	

de	quelle	manière	vont-ils	agir	et	être	utilisés	afin	de	permettre	la	survie	et	la	croissance	du	

trypanosome	 ?	 Comment	 s’articulent	 les	 différentes	 lipases	 pour	 permettre	 le	

fonctionnement	du	parasite	?	»	

	

 

Mon	projet	de	thèse	porte	sur	l’étude	de	plusieurs	candidats	identifiés	in	silico,	porteurs	

du	 pentapeptide	 catalytique	 et	 pouvant	 coder	 pour	 des	 protéines	 à	 activité	

phospholipase.	 Nous	 avons	 essentiellement	 travaillé	 sur	 4	 candidats	dont	 nous	

proposons	 les	 noms	 génériques	 suivants	:	 TbPLA1b,	 TbPLA1c,	 TbPLA1d	 et	TbbLa.	Le	

gène	codant	pour	la	TbPLA1	déjà	étudiée	par	T.	Smith	a	été	renommé	dans	mon	travail	

«	TbPLA1a	»	 afin	de	différencier	 les	 autres	 éventuelles	PLA1	du	 trypanosome	africain.	

Nous	avons	ainsi	adapté	notre	nomenclature	à	cette	première	PLA1	décrite.	

Nous	 nous	 sommes	 intéressés	 à	 la	 localisation	 particulière	 de	 chaque	 candidat	 et	 sa	

fonction	au	sein	du	parasite.		

	

Durant	cette	 étude	 (Figure	 45),	 nous	 avons	 localisé	 une	 partie	 des	 protéines	 sur	

lesquelles	 nous	 avons	 travaillé	 grâce	 à	 des	 techniques	 de	 surexpression	 ou	
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d’endotagging	dans	 le	parasite.	Afin	de	déterminer	 l’activité	des	protéines	cibles,	nous	

avons	 tenté	 de	 les	 exprimer	 de	 manière	 hétérologue.	 Certaines	 approches	 nous	 ont	

permis	 d’appréhender	 la	 fonction	 de	 certains	 candidats	 et	 leur	 coordination	

fonctionnelle.	 Par	 cela	 nous	 entendons	 une	 collaboration	 d’activité	 entre	 différentes	

lipases,	appelée	redondance.	Cette	observation	a	été	faite	dans	bien	d’autres	organismes	

vivants.	En	effet,	nous	supposons	que	l’absence	d’une	lipase,	entraine	l’expression	plus	

grande	de	certaines	autres,	qui	pourraient	avoir	une	 fonction	similaire	pour	maintenir	

l’homéostasie	du	parasite.		

	

Nous	 présenterons	 pour	 commencer	 les	 résultats	 concernant	 TbPLA1b	qui	 ont	 donné	

lieu	à	un	article	scientifique	en	cours	de	révision.	Les	 travaux	sur	cette	protéine	ne	se	

sont	 pas	 arrêtés	 à	 l’article	 et	 quelques	 données	 supplémentaires	 notamment	 des	

données	de	lipidomique,	seront	présentées.			

Ensuite	nous	présenterons	en	parallèle	les	résultats	que	nous	avons	obtenus	concernant	

le	questionnement	sur	les	activités	et	la	redondance	de	fonction	des	différents	candidats	

à	activité	phospholipase	putative.	
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Chapitre 2 : Matériel et Méthode 
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1 Culture	cellulaire	des	parasites	

 
1.1.1 427	

Les	 lignées	 de	Trypanosoma	 brucei	 brucei	427	 (formes	 sanguines)	 utilisées	 possèdent	

dans	 leur	 génome	 deux	 plasmides	 le	 pLEW-13	 et	 pLEW-90.	 Le	 pLEW-13	 code	 pour	

l’ARN	 polymérase	 T7	 et	 le	 pLEW-90	 code	 pour	 le	 répresseur	 à	 la	 tétracycline	 dont	

l’expression	est	sous	la	dépendance	du	promoteur	de	l’ARN	polymérase	T7.	Ces	vecteurs	

confèrent	également	la	résistance	à	la	néomycine	(pLEW-13)	et	à	l’hygromycine	(pLEW-

90).	 Les	 lignées	 ayant	 intégré	 ces	 plasmides	 permettent	 ainsi	 la	 transcription	 de	

fragments	 d’ADN	 de	manière	 conditionnelle.	 En	 effet,	 en	 l’absence	 de	 tétracycline,	 un	

fragment	 d’ADN	 placé	 en	 aval	 de	 l’opérateur	 tétracycline	 ne	 sera	 pas	 transcrit	 car	 le	

répresseur	 de	 la	 tétracycline	 se	 fixe	 sur	 la	 séquence	 de	 l’opérateur	 et	 constitue	 un	

obstacle	à	l’élongation	de	l’ARN	polymérase.		

En	présence	de	tétracycline,	l’antibiotique	se	lie	au	répresseur	de	la	tétracycline	qui	ne	

peut	 plus	 se	 fixer	 sur	 l’opérateur,	 conduisant	 à	 une	 transcription	 du	 fragment	 d’ADN	

situé	en	aval.		

1.1.2 Antat	

Les	lignées	de	Trypanosoma	brucei	brucei	Antat1.1	sont	des	cellules	sauvages	induisant	

une	infection	chronique	chez	la	souris.	Elles	sont	moins	virulentes	que	les	cellules	427	et	

induisent	 une	 mort	 de	 l’hôte	 moins	 rapide.	 Elles	 ne	 possèdent	 pas	 de	 plasmides	

particuliers.		

	

Durant	 ma	 thèse	 nous	 avons	 réalisé	 une	 variante	 de	 cette	 souche	 permettant	

l’expression	conditionnelle	de	deux	gènes	sans	réintroduire	d’antibiotique	de	résistance.	

Pour	cela	nous	avons	utilisé	un	plasmide	particulier	le	pJ1173	(Sunter	2016)	(Figure	37)	

présentant	 la	 particularité	 de	 permettre	 l’expression	 de	 fragments	 d’ADN	 de	manière	

conditionnelle	 grâce	 à	 la	 tétracycline	 ou	 grâce	 à	 l’acide	 vanillique.	 Cette	 variante	 est	

appelée	 Antat	 1173.	 La	 délétion	 de	 gènes	 codant	 pour	 les	 PL	 par	 la	 technique	 de	

«	Knock-out	»	a	été	réalisée	dans	le	contexte	de	cette	souche.	
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Figure	37	:	Représentation	schématique	du	plasmide	pJ1173	
	
	
Le	plasmide	pJ1173	comporte	un	gène	de	résistance	à	 la	puromycine	qui	permet	de	vérifier	son	
intégration.	 Il	 est	 dérivé	 du	 plasmide	 Smox	 et	 permet	 de	 mettre	 en	 jeu	 deux	 mécanismes	
d’expression	conditionnelle.	
	
	

 

Les	formes	sanguines	se	cultivent	en	atmosphère	humide	à	37°C,	avec	5%	de	CO2	dans	

un	 milieu	 IMDM	 (Iscove's	 Modified	 Dulbecco's	 Medium)	 supplémenté	 avec	 10%	 de	

sérum	de	veau	 fœtal	décomplémenté,	0.25	mM	ß-mercaptoéthanol,	36	mM	NaHCO3,	1	

mM	hypoxanthine,	0.16	mM	thymidine,	1	mM	sodium	pyruvate,	0.05	mM	bathocuprone	

et	2	mM	L-cystéine	(Hirumi	et	Hirumi	1989)	.	Lors	de	mes	expériences	sur	les	quantités	

modifiées	de	sérum,	j’ai	adapté	le	milieu	IMDM	avec	0,75%	à	40	%	de	sérum.	Les	milieux	

de	culture	sont	aussi	supplémentés	en	antibiotiques	spécifiques.	Ces	antibiotiques	sont	

ajoutés	au	milieu	selon	la	résistance	acquise	des	différents	mutants	(Figure	38).	

Concentration	des	antibiotiques	de	résistance	pour	les	formes	sanguines	:	

• Hygromycine	=	5µg/mL	

• Néomycine	=	2,5	µg/mL	

• Phléomycine	=	2,5	µg/mL	

• Blasticidine	=	5µg/mL	

• Puromycine	=	0,1µg/mL	
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Figure	38	:	Les	antibiotiques	présents	dans	les	mutants	réalisés	
	

 

Deux	techniques	de	congélation	ont	été	utilisées.		

- Utilisation	d’un	milieu	IMDM	comprenant	7,5%	de	glycérol	

- Utilisation	d’une	culture	et	ajout	de	1/6ème	de	glycérol	60%.	

	

 

Pour	obtenir	les	sécrétômes	des	parasites,	il	est	nécessaire	de	les	mettre	dans	un	milieu	

de	 culture	 favorisant	 la	 sécrétion	 de	 protéines	 (Proto	 et	 al.	 2011).	 Ce	 milieu	 est	 un	

mélange	 1:1	 d’IMDM	 non	 complémenté	 en	 sérum	 et	 de	 Trypanosome	 dilution	 buffer	

(TDB).	Ce	TDB	a	pour	formule	 :	20mM	Na2HPO4,	80mM	NaCl,	5mM	KCl,	1mM	MgSO4,	

20mM	 glucose,	 pH	 7.4.	 Les	 parasites	 sont	 lavés	 en	 PBS	 afin	 de	 sortir	 toute	 trace	 de	

sérum	puis	repris	dans	ce	milieu	de	dilution	à	une	densité	parasitaire	très	élevée.		

427 néomycine hygromycine puromycine blasticidine phléomycine
KOTbPLA1b � � � �

KoTbPLA1bARNiTbPLA1a � � � � �

KoTbPLA1bARNiTbPLA1c � � � � �

KoTbPLA1bARNiTbPLA1d � � � � �

KoTbPLA1bARNiTbbLa � � � � �

KOTbPLA1bTyTbPLA1b-SKS � � � � �

KOTbPLA1bTyTbPLA1b � � � � �

KOTbPLA1bTyTbPLA1bSKL � � � � �

KOTbPLA1bA3TyTbPLA1b-SKS � � � �

TyTbPLA1b � � �

TyTbPLA1b-SKS � � �

TyTbPLA1bSKL � � �

ARITbbLa � � �

Ty-eYFP-Ty-TbPLA1c � � �

TbPLA1c10Ty � � �

TbbLa10Ty � � �

TbPLA1d10Ty � � �

TbPLA1c10TyARNiTbPLA1c � � � �

Antat néomycine hygromycine puromycine blasticidine phléomycine
KOTbPLA1c � �

KOTbPLA1b � �

1173KOTbPLA1c � � �

1173KOTbbLa � � �

1173KOTbPLA1cARniTbbLa � � � �

1173KoTbPLA1cARNiTbPLA1d � � � �

1173KoTbbLaArniTbPLA1d � � � �

1173TbPLA1c10Ty � �

1173ARNiTbPLA1b � �

1173ARNITbPLA1a � �
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On	mettra	108	 cellules	pour	15	mL	de	milieu.	Ces	cellules	sont	comptées	 toutes	 les	30	

minutes	et	observées	au	microscope	afin	d’observer	la	viabilité.	Il	est	important	que	les	

cellules	soient	vivantes	à	la	fin	de	l’expérience	afin	de	discriminer	le	contenu	parasitaire	

du	 sécrétome.	 Au	 bout	 de	 3h30	 (Proto	 et	 al.	 2011),	 les	 parasites	 sont	 centrifugés,	 le	

milieu	de	culture	est	 supplémenté	en	 inhibiteurs	de	protéases	et	 concentré	afin	d’être	

analysé	en	protéomique	ou	en	western	blot.	Cette	expérience	a	été	mise	au	point	à	partir	

des	expériences	effectuées	par	Anne	Geiger	(Atyame	Nten	et	al.	2010).	

2 Culture	des	bactéries	
 

2.1.1 Les	bactéries	pour	le	clonage	

XL1-Blue	 est	 la	 souche	de	bactérie	utilisée	pour	 les	 clonages	 et	 les	 amplifications.	 Les	

bactéries	transformées	par	un	vecteur	qui	possède	le	gène	de	la	�-lactamase	(résistance	
à	 l’ampicilline),	sont	cultivées	 à	37°C	en	milieu	 liquide	LB	(Lennox	Broth	Base	 :	10g/L	

Bacto-	tryptone,	5g/L	extraits	de	levure,	10g/L	de	NaCl).		

2.1.2 Les	bactéries	pour	l’expression	hétérologue	
2.1.2.1 Les	BL21	Star	de	Thermofisher	

Les	 BL21	 sont	 des	 cellules	 compétentes	 destinées	 aux	 applications	 nécessitant	 une	

expression	de	haut	niveau	des	protéines	recombinantes	non	toxiques	à	partir	d’un	faible	

nombre	 de	 copies.	 Les	 systèmes	 d’expression	 sont	 basés	 sur	 le	 promoteur	 T7.	 Elles	

contiennent	 un	 génotype	 qui	 favorise	 une	 haute	 stabilité	 d’ARNm	et	 un	 haut	 débit	 de	

protéines.	Elles	ont	pour	résistance	l’ampicilline.	

2.1.2.2 	Les	Rosetta	2	de	Novagen	

Les	Rosetta	2	 sont	des	BL21	particulières	qui	permettent	d’augmenter	 l’expression	de	

protéines	eucaryotiques	qui	 contiennent	des	codons	spécifiques	qui	 sont	 rare	chez	 les	

E.Coli.	Elles	sont	donc	utilisées	pour	les	protéines	dont	le	code	génétique	contient	AGA,	

AGG,	AUA,	CUA,	GGA,	CCC,	et	CGG.	Elles	sont	résistance	au	chloramphénicol.	

 

Les	bactéries	sont	congelées	dans	un	milieu	composé	de	1	:1	LB	+	Glycérol	50%.	
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3 Les	différents	extraits	de	parasites	
Durant	ma	thèse,	nous	avons	eu	 l’occasion	de	préparer	différents	extraits	de	parasites	

selon	les	expériences	que	nous	souhaitions	réaliser	ensuite.		

 

Les	 cellules	 sont	 lavées	 deux	 fois	 en	 PBS	 puis	 reprises	 dans	 une	 quantité	 de	 SDS	 2%	

équivalent	à	5.106	cellules	pour	10µL.	Des	inhibiteurs	de	protéases	Calbiochem®	ont	été	

rajoutés	pour	la	conservation	des	extraits.	Ces	échantillons	sont	ensuite	soniqués	5	fois	

30	sec.		

Ces	 extraits	 ont	 ensuite	 été	 repris	 dans	 une	 solution	 de	 Laemmli	 (Laemmli	 1970)	 et	

bouillis	5	minutes	afin	de	procéder	aux	dépôts	colorés	nécessaires	à	 la	 réalisation	des	

gels	d’électrophorèses.	

 

Pour	 les	 extraits	destinés	 aux	gels	natifs	 il	 était	 important	d’utiliser	une	 solution	 sans	

détergent	 pour	 ne	 pas	 dénaturer	 les	 protéines	 et	 leurs	 interactions.	 J’ai	 donc	 lavé	 les	

cellules	 avec	 du	 PBS	 deux	 fois,	 puis	 repris	 les	 extraits	 dans	 un	 tampon	 SoTe	 +	 0,5%	

digitonine	(0,6	M	Sorbitol,	2mM	EDTA,	20	mM	Tris-HCL	pH	7,5).	

 

Pour	tester	l’activité	des	différents	extraits	protéiques,	il	est	important	de	ne	pas	utiliser	

d’inhibiteurs	de	protéases.	En	effet	 les	protéases	sont	des	enzymes	qui	hydrolysent	les	

protéines	par	l’intermédiaire	d’un	site	catalytique	similaire	à	celui	des	lipases.		

Par	conséquent	on	ne	peut	imaginer	utiliser	un	cocktail	d’inhibiteurs	de	protéases	sous	

peine	 d’éteindre	 l’activité	 présente	 dans	 nos	 échantillons.	 Afin	 d’être	 le	 plus	 neutre	

possible,	 les	 cellules	 sont	 donc	 reprises	 dans	 de	 l’eau	 stérile	 et	 soniquées	 5	 fois	 30	

secondes	pour	obtenir	un	mélange	homogène.			

 

Les	cellules	qui	doivent	subir	un	traitement	à	la	digitonine	sont	d’abord	lavées	deux	fois	

en	 PBS	 puis	 reprises	 dans	 une	 solution	 d’extraction	 comportant	 ce	 détergent	 en	

concentration	croissante.	La	digitonine	est	préparée	dans	du	STE	(tampon	isotonique).		

STE	:	250	mM	sucrose,	25	mM	Tris-Hcl	pH	7,4,	1mM	EDTA,	150	mM	NaCl,	1	mM	DTT.	
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Pour	 les	 extraits	de	parasites	des	 expériences	de	 lipidomique,	 les	parasites	 sont	 lavés	

deux	 fois	 dans	du	TDB,	 puis	 repris	 dans	100uL	de	TDB	et	 enfin	 resuspendus	dans	un	

mélange	2	:1	Methanol/	chloroforme.		

Ces	extraits	sont	ensuite	agités	pendant	4	h	à	4°C	afin	de	favoriser	le	passage	des	lipides	

du	parasite	dans	 la	phase	organique	du	mélange.	La	phase	organique	est	 récupérée	et	

séchée	 sous	 azote	 gazeuse.	 Les	 échantillons	 contenus	 dans	 les	 tubes	 en	 verres	

contiennent	 les	 lipides	extraits	des	parasites	 et	peuvent	 être	 conservés	à	4°C	pendant	

plusieurs	semaines.	

4 Extraction	et	Dosage	de	l’Adn	
L’ADN	 des	 parasites	 a	 été	 extrait	 à	 partir	 de	 cultures	 lavées	 deux	 fois	 en	 pbs	 puis	

reprises	dans	une	solution	de	TELT	puis	de	phénol-chloroforme.	Après	centrifugation,	le	

surnageant	est	précipité	dans	de	l’éthanol	pur.	Le	culot	d’ADN	est	lavé	dans	de	l’éthanol	

et	séché.	L’ADN	est	ensuite	repris	dans	une	solution	de	TE	contenant	des	RNAases.		

5 Quantification	des	protéines	
La	quantification	des	protéines	a	été	effectuée	grâce	à	un	test	de	Pierce	660-nm	Protein	

Assay.	Le	complexe	colorant-métal	du	test	de	Pierce	660	nm	est	brun	rougeâtre	et	vire	

au	 vert	 lors	 de	 la	 liaison	 aux	 protéines.	 Le	 changement	 de	 couleur	 est	 produit	 par	

déprotonation	du	colorant	à	pH	faible.	Ce	processus	est	facilité	par	des	interactions	avec	

des	groupes	d'acides	aminés	chargés	positivement	dans	les	protéines.	Par	conséquent,	le	

colorant	interagit	principalement	avec	les	résidus	basiques	dans	les	protéines,	telles	que	

l'histidine,	l'arginine	et	la	lysine	et	dans	une	moindre	mesure	la	tyrosine,	le	tryptophane	

et	la	phénylalanine.		

6 Utilisation	du	LAS	et	WB	
Des	extraits	bruts	de	parasites	sont	préparés	dans	du	SDS	2%	à	raison	de	5.106	parasites	

pour	10	uL	de	dépôt.	Ces	extraits	sont	ensuite	soniqués	(5	cycles	de	30	sec)	puis	bouillis	

pendant	 5	minutes.	 Avant	 d’effectuer	 les	 dépôts,	 les	 échantillons	 sont	 repris	 dans	 du	

tampon	de	charge	et	 la	séparation	est	réalisée	selon	 la	 technique	classique	décrite	par	

Laemmli	(Laemmli	1970).	Après	migration	sur	gel	SDS-PAGE	4-20	%,	les	protéines	sont	

transférées	 sur	membrane	 de	 PVDF	 (polyfluorure	 de	 vinylidène)	 par	 application	 d’un	

champ	électrique	(10	minutes).	La	membrane	est	ensuite	bloquée	dans	une	solution	de	

PBS	 supplémentée	 de	 tween20	 (0,05%)	 et	 de	 lait	 (5%)	 (PBSTL,	 solution	 de	 blocage)	
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pendant	une	heure.	La	membrane	est	alors	incubée	avec	l’anticorps	primaire	dilué	dans	

du	PBSTL.	L’incubation	doit	durer	au	minimum	une	heure,	mais	peut	s’effectuer	durant	

une	nuit	complète	à	4°C.	Cet	anticorps	peut	être	conservé	et	réutilisé	ensuite.	Plusieurs	

lavages	sont	réalisés	dans	du	PBSTL	afin	de	décrocher	 les	anticorps	primaires	 fixés	de	

manière	 non	 spécifique.	 Puis	 la	 membrane	 est	 incubée	 pendant	 45	 minutes	 avec	 les	

anticorps	secondaires	couplés	à	l’HRP	(Horse	Radish	Peroxidase)	dilués	dans	du	PBSTL.	

La	 membrane	 est	 enfin	 lavée	 en	 PBS-Tween.	 Les	 complexes	 antigène-	 anticorps	 sont	

alors	 révélés	 par	 chimioluminescence	 grâce	 à	 l’ajout	 d’une	 solution	 de	 révélation	

contenant	 un	 oxydant,	 le	 peroxyde	 d’hydrogène	 (H2O2),	 et	 le	 substrat	

chimioluminescent,	 le	 luminol,	 pendant	 5	minutes	 (Biorad).	 En	 présence	 de	 peroxyde	

d’hydrogène,	l’HRP	oxyde	le	luminol	qui	émet	de	la	lumière,	cette	réaction	est	analysée	à	

l’aide	 d’un	 système	 d’imagerie	 numérique	 (ImageQuant	 LAS4000,	 GE	 Healthcare	 Life	

Sciences).	La	seule	différence	notable	lors	des	expériences	effectuées	à	St	Andrews	a	été	

l’utilisation	d’anticorps	anti-souris	et	anti-lapins	fluorescents,	nécessitant	un	autre	type	

d’appareil	de	lecture.		

7 Expression	et	purification	de	protéines	
 

TbPLA1b	 a	 été	 fusionnée	 à	 un	 tag	 GST	 sur	 sa	 partie	 N-Term	 et	 exprimée	 dans	 les	

bactérie	 E.Coli	 BL21star	 (Thermofisher)	 grâce	 au	 vecteur	 d’expression	 pGEX4T1	 (GE	

Healthcare).	Incubées	pendant	3h	à	37°C	avec	ajout	de	0,5mM	d’IPTG,	les	bactéries	sont	

ensuite	 centrifugées	 et	 resuspendues	 dans	 du	 PBS	 puis	 soniquées.	 Les	 billes	

«	Glutathione	 Sepharose	 4B	»	 (Novagen)	 permettent	 ensuite	 de	 capter	 les	 protéines	

présentes	dans	la	fraction	soluble.	La	thrombine	est	utilisée	pour	séparer	la	protéine	de	

son	tag	et	une	dialyse	en	PBS	permet	de	concentrer	et	purifier	la	protéine.	Cette	protéine	

a	 été	 utilisée	 afin	 d’immuniser	 deux	 lapins	 dans	 les	 laboratoires	 Covalab.	 Nous	 avons	

ainsi	obtenu	des	anticorps	polyclonaux	 immunopurifiés	 très	spécifiques,	permettant	 la	

détection	de	la	protéine	à	la	fois	par	les	techniques	d’immunofluorescence	et	de	Western	

blot.	

 

TbPLA1c	a	été	exprimée	dans	les	cellules	Rosetta	2	(Novagen)	disponibles	à	St	Andrew.	

Une	 version	 tronquée	pour	 les	 80	premiers	 acides	 aminés	 (peptide	 signal	 et	 domaine	

transmembranaire)	a	été	clonée	dans	 le	pETSUMO	(His-tag).	Après	transformation	des	
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Rosetta	 2	 sont	 cultivées	 dans	 un	milieu	 d’auto-induction	 pendant	 4	 jours	 à	 16°C.	 Les	

cellules	sont	ensuite	centrifugées	et	soniquées	dans	un	tampon	K2HPO4	à	PH7	(50	mM	

K2HPO4	,	100	mM	KCl,	10	mM	imidazole,	400	mM,	270	NaCl,	10%	Glycerol,	0.5%	Tritón	

X-100)	selon	le	protocole	du	Dr.	Belaunzaran	(María	Laura	Belaunzarán	et	al.	2013).	Une	

centrifugation	 à	 5000g	 pendant	 30	min	 à	 4	 °C	 est	 nécessaire	 pour	 séparer	 la	 fraction	

soluble	 de	 celle	 non	 soluble.	 Une	 colonne	 His-Trap	 (Dutscher)	 permet	 de	 capturer	 la	

protéine	 présente	 dans	 la	 fraction	 soluble	 et	 un	 gradient	 d’imidazole	 permet	 de	 la	

décrocher	et	de	la	purifier.		

8 Modification	génétique	des	parasites	
La	 modification	 génétique	 des	 parasites	 passe	 par	 des	 préparations	 préalables	 de	

biologie	moléculaire.	En	effet,	afin	de	transfecter	les	parasites	et	changer	leur	génome	il	

est	 important	 de	 construire	 des	 segments	 d’ADN	 qui	 pourront	 remplacer,	 annuler	 ou	

complémenter	les	fonctions	des	gènes	ciblés.	

Pour	cela	je	décrirai	en	premier	lieu	les	différentes	étapes	de	la	construction	de	l’ADN	à	

transfecter	et	j’apporterai	en	second	les	différents	primers	utilisés.	

 

Ce	vecteur	navette	(E.coli	et	Tbb)	est	utilisé	pour	l’expression	de	gènes	d’intérêt	dans	les	

formes	sanguines	de	Trypanosoma	brucei	brucei.	Il	contient	les	gènes	de	résistance	pour	

l’ampicilline	et	la	phléomycine	(Wirtz	et	al.	1999).	Le	fragment	d'intérêt	est	inséré	entre	

des	 sites	 de	 restrictions	 uniques	 sous	 la	 dépendance	 d’un	 promoteur	 fort	 suivi	 de	

l’opérateur	tétracycline.		

Les	trypanosomes	sont	transfectés	avec	ce	vecteur,	préalablement	linéarisé	par	NotI	qui	

coupe	au	milieu	de	la	région	rDNA	spacer	afin	de	cibler	l’intégration	du	vecteur	en	aval	

du	locus	des	gènes	ribosomaux	par	recombinaison	homologue.		

 

La	 PCR	 "	 Touch	 down	 "	 est	 comparable	 à	 une	 PCR	 classique	 pour	 les	 cycles	 de	

dénaturation,	 d’hybridation	 et	 d’élongation.	 La	 différence	 va	 survenir	 dans	 les	 5	

premiers	 cycles	 du	 programme	 où	 une	 descente	 progressive	 de	 la	 température	

d’hybridation	 (ou	 "	 touch	 down	 ")	 est	 réalisée	 (62,	 61,	 60,	 59,	 58°C)	 puis	 cette	

température	 est	 stabilisée	 (57°C)	 pour	 le	 reste	 des	 cycles.	 Les	 conditions	 deviennent	
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progressivement	 moins	 stringentes,	 permettant	 ainsi	 une	 meilleure	 spécificité	 des	

amplifiats	 obtenus.	 La	 liste	 des	 primers	 utilisés	 pour	 les	 PCR	 dans	 le	 cadre	 de	 l’ARN	

interférence,	se	trouve	Figure	39.	

	
	

	
Figure	39	:	Primers	utilisés	pour	les	ARN	interférences	dans	le	pLew	100	

 

Un	 ARN	 double	 brin	 est	 pris	 en	 charge	 par	 le	 complexe	 DICER,	 aussi	 appelé	 «	

l’éminceuse	 »,	 qui	 le	 clive	 en	 petits	 brins	 de	 21	 à	 25	 pb.	 Ces	 petits	 ARN	 interférence	

(siARN)	sont	transférés	sur	le	complexe	RISC	qui	dégrade	un	brin	dit	«	brin	passager	»	et	

conserve	le	brin	guide,	qui	le	dirige	vers	un	ARNm	de	complémentarité	parfaite	avec	le	

siARN.	Cette	association	RISC/ARNm	induit	un	clivage	à	l’endroit	complémentaire	et	une	

dégradation	de	l’ARNm,	diminuant	d’autant	son	expression	et	la	traduction	en	protéines	

(Figure	40).	

	

Gène candidat Région Primers Enzymes de restriction
TbbLa

sens 5p GCAAGCTTATGGAGAGGAGACAGGCGGG HINDIII
3p GCCTCGAGATAAAAAGCAAATACACCGC XHOI

anti-sens 5p GCAAGCTTGAACTCGAGTAATAGAGGGCAAGGATTGC HINDIII/XHOI
3p GCTCTAGAATGGAGAGGAGACAGGCGGG XBA

TbPLA1d
sens 5p GCAAGCTTATGAGTGAGCGGAAAGGCAA HINDIII

3p GCCTCGAGAGCTCGCGTTGGGGTATGGA XHOI
anti-sens 5p GCAAGCTTGAACTCGAGAAGTGACTCGAAAGCATCGA HINDIII/XHOI

3p GCTCTAGAATGAGTGAGCGGAAAGGCAA XBA

TbPLA1c

sens 5p GCAAGCTTATGGTAACGTGGGCGCTGAA HINDIII
3p GCCTCGAGGAAAACGGTCATCTCCAAAC XHO

anti-sens 5p GCAAGCTTGAACTCGAGATCCCTTATGAAGAAAAATG HINDIII/XHOI
3p GCTCTAGAATGGTAACGTGGGCGCTGAA XBA

TbPLA1a
sens 5p GCAAGCTTATGTCGGAACCCGTTGATCA HINDIII

3p GCCTCGAGCGCCAAGCGAATGCCCCGTG XHO
anti-sens 5p GCAAGCTTGAACTCGAGTGGTAATGGCGGGAGCGCCGG HINDIII/XHOI

3p GCTCTAGAATGTCGGAACCCGTTGATCA XBA
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Figure	40	:	Principe	de	l'ARN	interférence	

Ce	schéma	représente	la	stratégie	employée	afin	de	réintégrer	une	protéine	taguée	en	N-terminal	
sur	la	partie	A	de	la	figure	et	le	principe	de	l’ARN	interférence	sur	la	partie	B.	Le	même	plasmide	
est	 utilisé	 et	 nous	 aurons	 une	 expression	 de	 l’ADN	 dépendante	 de	 la	 présence	 de	 tétracycline.	
Quand	 la	 tétracycline	 est	 présente,	 elle	 libère	 le	 promoteur	 qui	 se	 retrouve	 disponible	 pour	
transcrire	 l’ADN.	 L’exemple	 ici	 était	 le	 Knock-down	 de	 la	 TbPLA1a	 dans	 le	 contexte	 de	 cellules	
KOTbPLA1b.	

 

Les	 fragments	 de	 PCR	 sont	 séparés	 sur	 gel	 d’agarose	 1%	 puis	 extraits	 grâce	 au	 kit	 "	

Nucleobond	 "	 (Macherey-Nagel)	 selon	 les	 recommandations	 du	 fournisseur.	 Les	

ligations	 sont	 réalisées	 avec	 100ng	 de	 vecteurs	 digérés	 et	 une	 quantité	 équivalente	

d’inserts	 également	 digérés	 en	 présence	 de	 ligase	 pendant	 2	 heures	 à	 température	

ambiante.		
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Les	 bactéries	 et	 le	 mélange	 de	 ligation	 (plasmide	 /	 insert)	 sont	 incubés	 pendant	 30	

minutes	 dans	 la	 glace	 puis	 subissent	 un	 choc	 thermique	 :	 30	 secondes	 à	 42°C	 et	 2	

minutes	 dans	 la	 glace.	 Ces	 bactéries	 sont	 placées	 dans	 du	 LB	 sous	 agitation	 à	 37°C	

pendant	 une	 heure.	 Elles	 sont	 ensuite	 étalées	 sur	 milieu	 gélosé	 contenant	 de	

l’ampicilline	et	placées	une	nuit	à	37°C.		

9 Transfection	des	parasites	

L’ADN	est	linéarisé,	précipité	et	resuspendu	dans	de	l’eau	stérile	(10µg	dans	10µl	d’eau).	

1.107
	
cellules	 sont	 centrifugées,	 le	 culot	 est	 repris	 dans	 100µl	 de	 solution	 Amaxa	

Parasitic	 2	 (Lonza	 Amaxa	 Basic	 Parasite	 Nucleofector)	 et	 mis	 en	 contact	 avec	 l'ADN.	

L'électroporation	 est	 réalisée	 en	 utilisant	 le	 programme	 X-001	 (Amaxa	 Nucleofector).	

Puis	les	cellules	sont	diluées	dans	le	milieu	de	culture,	et	l'antibiotique	de	sélection	n'est	

ajouté	 que	 24h	 après	 afin	 de	 permettre	 aux	 cellules	 de	 recommencer	 à	 se	 diviser.	 Il	

faudra	 attendre	 environ	 7	 jours	 pour	 que	 les	 premiers	 clones	 de	 formes	 sanguines	

apparaissent.		

10 Insertion	de	tag	directement	au	locus	d’un	gène	:	tag	in	situ	
Les	 techniques	 de	 tag	 in	 situ	 (ou	 endotagging)	 sont	 utilisées	 afin	 de	 visualiser	 les	

protéines	selon	leur	expression	endogène,	c’est	à	dire	au	locus	du	gène.	Il	n’y	aura	donc	

pas	 de	 surexpression	 de	 la	 protéine	 comme	 lorsque	 l’on	 induit	 l’expression	 d’une	

protéine	dans	un	vecteur	comportant	un	promoteur	fort,	comme	le	pLew	100.	Les	deux	

plasmides	utilisés,	le	pPotv2	et	le	pPotv7,	ont	été	mis	au	point	par	Samuel	Dean	(Dean	et	

al.	2015)	et	sont	couramment	utilisés	au	laboratoire	pour	tagguer	les	protéines	(Figure	

41).	Cependant	 la	présence	de	tag	pourrait	avoir	une	 influence	sur	 la	conformation	ou	

l’adressage	de	la	protéine	que	l’on	étudie.	Ainsi	par	exemple,	quand	un	peptide	signal	est	

identifié	 en	 N-ter,	 il	 apparait	 judicieux	 d’insérer	 le	 tag	 en	 C-ter.	 Pour	 construire	 les	

primers	des	endotagging	(Figure	42)	 il	est	nécessaire	d’utiliser	 la	région	UTR	du	gène.	

Ces	 longs	 primers	 permettent	 une	 recombinaison	 homologue	 avec	 intégration	 d’une	

cassette	de	résistance	à	un	antibiotique.	
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Figure	41	:	Représentation	schématique	du	pPotV7	avec	10TyTag	
	

	

	
Figure	42:	Primers	utilisés	pour	les	expériences	d'endotagging	ou	de	KO	

	

11 Délétion	de	gènes	par	Knock-out	(KO)	
	
Les	délétions	des	gènes	d’intérêt	ont	été	réalisées	soit	par	ajout	de	plasmides	spécifiques	

permettant	une	recombinaison	au	locus,	soit	par	l’utilisation	des	fragments	de	PCR	avec	

les	primers	spécifiques	5’Nter	et	3’Cter	des	différents	endottaging.		

Nous	 avons,	 lors	 de	 ma	 thèse,	 développé	 cette	 approche	 jusque-là	 peu	 utilisée	 au	

laboratoire	afin	de	s’affranchir	des	étapes	de	sélection	bactérienne	et	de	vérification	de	

Gène candidat Région Primers
TbbLa pPOTV7

Cterm 5p ACACATCCTGCAAGATACGTGCTTCCGGCGATCCAGAGGCGTCATATGTGGCCGAGCCTGGACGCGAGCCGGATGCCATGGGTTCTGGTAGTGGTTCC
3p AGCCGCACACTTTTATCCCACGCTTCCTCTTCTTTCATCCGCACGGCGAATGCATTCGCAACCCAAAGGCCAGGAACAACCCAATTTGAGAGACCTGTGC

Nterm 5p TTGCATTCGGTCAAGTACTGAGGTTTGTTTTTTTTTTCTTCCGGAGACGGAACTCAGAAGGGAGGCCAGAGCCCATCGAGGTATAATGCAGACCTGCTGC
3p TCAGCTGGAAGGTCGTTCACGTGCACTGATGCAGAATTCATAGAGTCCAGCAAATTCCCACCCGCCTGTCTCCTCTCCATACTACCCGATCCTGATCC

ppotV2 Nterm
TbPLA1c pPOTV2 Nterm

Nterm 5p TTTCGAATATAAAATAAATAGAGTTGTGAGCAGTTTCCTTCGCGTTTGCGTATATTTTGGCTTACTTCTGTGGTGTTGTTGTATAATGCAGACCTGCTGC
3p GGCCGTGTGGGCCAAATTAGGAATGCTTCTGTCGACCATCGGACTACGCGAACAAAATACTTCAGCGCCCACGTTACCATCTTGTACAGCTCGTCCATGC

TbPLA1c pPOTV7 
Cterm 5p TTCGAATATAAAATAAATAGAGTTGTGAGCAGTTTCCTTCGCGTTTGCGTATATTTTGGCTTACTTCTGTGGTGTTGTTAGTATAATGCAGACCTGCTGC

3p GGCCGTGTGGGCCAAATTAGGAATGCTTCTGTCGACCATCGGACTACGCGAACAAAATACTTCAGCGCCCACGTTACCATACTACCCGATCCTGATCC

TbPLA1c Congo 
Nterm 5p TTCGAATATAAAATAAATAGAGTTGTGAGCAGTTTCCTTCGCGTTTGCGTATATTTTGGCTTACTTCTGTGGTGTTGTTAGTATAATGCAGACCTGCTGC

3p GGCCGTGTGGGCCAAATTAGGAATGCTTCTGTCGACCATCGGACTACGCGAACAAAATACTTCAGCGCCCACGTTACCATACTACCCGATCCTGATCC
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plasmides,	permettant	un	gain	de	temps	considérable.	Pour	cette	technique,	seules	deux	

PCR	suffisent	puis	une	transfection.		

12 Immunofluorescence	indirecte		

Les	parasites	sont	amplifiés	puis	centrifugés	(10	minutes	à	500g).	Après	deux	lavages	en	

PBS-glucose	 tiède,	 les	 cellules	 sont	 reprises	 dans	 du	 PBS	 et	 fixés	 avec	 du	

paraformaldéhyde	3%.	L’ajout	de	glycine	permet	de	stopper	la	réaction.	Les	cellules	sont	

ensuite	diluées	dans	du	PBS	et	centrifugées	5	minutes	à	500g.	Le	culot	est	lavé	deux	fois	

en	PBS	et	repris	dans	un	petit	volume	de	PBS.	Ces	parasites	sont	déposés	sur	une	lame	

préalablement	dégraissée	et	fractionnée	en	puits.	L’excédant	de	liquide	est	retiré	et	les	

cellules	 sont	 ensuite	perméabilisées	 à	 l’aide	de	PBS-triton	0,05%.	Cette	 incubation	est	

brève	(3	minutes)	et	nécessite	ensuite	plusieurs	lavages	en	PBS	par	puits.	Les	lames	sont	

bloquées	 en	 PBS-BSA	 4%	 pendant	 1	 heure.	 L’anticorps	 primaire	 est	 dilué	 dans	 la	

solution	de	blocage	et	incubé	pendant	une	heure.	L’anti-TY	est	dilué	au	1/250ème	et	les	

anticorps	anti-aldolase	et	anti-énolase	sont	dilués	au	1/1000.	Trois	lavages	consécutifs	

en	PBS	sont	nécessaires	pour	se	débarrasser	de	l’excédant	d’anticorps	et	décrocher	des	

parasites	les	liaisons	non	spécifiques.	L’anticorps	secondaire	(couplé	à	un	fluorophore)	

est	 dilué	 dans	 la	 solution	 de	 blocage	 et	 est	mis	 en	 contact	 avec	 les	 lames	 pendant	 45	

minutes.	L’anti-souris	Alexa	Fluor®	rouge	est	dilué	au	1/500ème,	tandis	que	l’anti-lapin	

Alexa	 Fluor®	 vert,	 est	 dilué	 au	 1/1500ème.	 Trois	 lavages	 supplémentaires	 sont	

effectués	avant	d’ajouter	le	DAPI	pendant	3	minutes.	La	lame	est	enfin	lavée	avant	d’être	

montée.	Les	parasites	sont	visualisés	avec	un	microscope	imager	Z1	à	l’objectif	x63.	Les	

images	sont	traitées	avec	le	logiciel	ImageJ.		

13 Perméabilisation	des	membranes	à	la	digitonine		

Les	trypanosomes	sont	lavés	deux	fois	en	PBS	et	resuspendus	en	tampon	STE	(250	mM	

sucrose,	 25	mM	 Tris-HCl	 pH	 7,4,	 1	mM	 EDTA)	 supplémenté	 de	 150	mM	NaCl,	 1	mM	

dithiotréitol	et	d’inhibiteurs	de	protéase	(Protease	Inhibitor	Cocktail	Set	III,	EDTA-free-	

Calbiochem)	de	manière	à	obtenir	un	mg	de	protéines	par	ml	de	tampon.	La	quantité	de	

protéines	a	été	dosée	à	l’aide	du	réactif	Pierce	660nm	(Thermo	Scientific).	Des	aliquots	

sont	 incubés	 avec	 des	 concentrations	 croissantes	 de	 digitonine	 pendant	 4	 minutes	 à	

25°C	avant	d’être	centrifugés	2	minutes	à	13000	g.	Les	fractions	solubles	sont	prélevées	
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tandis	que	les	culots	(fractions	insolubles)	sont	repris	dans	du	SDS	2%.	Les	échantillons	

(culots	et	fractions	solubles)	sont	analysés	ou	congelés	à	-20°C.		

14 Lyse	osmotique		

1.10
8	cellules	ont	subi	une	lyse	osmotique	en	étant	 incubées	30	minutes	 à	4°C	avec	un	

tampon	hypotonique	(5mM	Na2HPO4,	0,3mM	KH2PO4).	Ce	tampon	permet	l’éclatement	

cellulaire	et	la	séparation	du	contenu	cytoplasmique	des	composants	membranaires	du	

trypanosome.	Les	cellules	sont	ensuite	centrifugées	 à	15000	rpm	pendant	15	minutes.	

Le	surnageant	est	conservé	et	le	culot	est	traité	de	la	même	façon	que	précédemment	à	

deux	reprises.	Nous	avons	donc	à	la	fin	de	la	manipulation	un	culot	repris	en	SDS2%	et	

trois	surnageants	de	lyse.		

15 Sécrétion	des	protéines		

1.10
8	
parasites	 sont	 centrifugés,	 lavés	 dans	 du	 TDB	 (Trypanosome	 Dilution	 buffer,	

20mM	 Na2HPO4,	 80	 mM	 NaCl,	 5mM	 KCL,	 1mM	 MgSO4,	 20mM	 glucose,	 pH	 7,4)	 et	

incubés	pendant	3h30	à	37°C	dans	du	milieu	de	sécrétion	(7,5	mL	de	TDB	et	7,5	mL	de	

milieu	 IMDM	 sans	 sérum)	 (Proto	 et	 al.	 2011).	 Après	 incubation,	 les	 parasites	 sont	

centrifugés	 à	 1800	 rpm	 et	 le	 surnageant	 est	 séparé	 des	 culots.	 Les	 culots	 sont	 repris	

dans	du	SDS	2%	puis	soniqués	(5	cycles	de	30	sec)	alors	que	les	surnageant	sont	filtrés	

(0,45μm).	Le	surnageant	est	supplémenté	d’inhibiteurs	de	protéases	(Calbiochem)	puis	

concentré	 50	 fois	 par	 centrifugation	 sur	 des	 colonnes	 d’exclusion	 de	 taille	 (PierceTM	

Protein	 Concentrator	 PES,	 10K	 MWCO).	 Ces	 échantillons	 sont	 ensuite	 analysés	 par	

Western	blot.		
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16 Détection	d’activités	phospholipase	
 

Les	 activités	 phospholipase	 sont	 mesurées	 grâce	 aux	 kits	 commerciaux	 EnzCheck®	

PLA1	 (Figure	 43)	 et	 PLA2	 (Figure	 44)	 (Life	 technology)	 selon	 les	 indications	 du	

fournisseur.	 L’échantillon	 et	 le	 substrat	 fluorescent	 sont	 mixés	 à	 un	 ratio	 1:1	 et	 la	

fluorescence	 est	mesurée	 pendant	 2	 h	 30	 à	 l’aide	 d’un	 fluorimètre	 (FLUOstar	 Omega,	

BMG	Biotech).	La	phospholipase	hydrolyse	l’ester	spécifique	du	substrat	du	kit	et	libère	

le	fluorophore	détectable.	

Figure	43	:	Substrat	du	kit	Enzcheck®	PLA1	

	

	

	

	

Figure	44	:	Substrat	du	kit	Enzcheck®	PLA2	

 
16.2.1 Analyse	globale	lipidique	des	échantillons	

Les	analyses	de	lipidomiques	ont	été	effectuées	à	l’université	de	St	Andrews	et	avaient	

pour	objectif	de	rechercher	le	substrat	préférentiel	des	différents	candidats	lipase.		

Les	 échantillons	 ont	 été	 préparés	 comme	 décrit	 plus	 haut.	 Avant	 d’injecter	 les	

échantillons	 dans	 le	 spectromètre	 de	 masse	 à	 nanospray,	 il	 est	 important	 de	 les	

reprendre	dans	une	solution	de	méthanol,	chloroforme	(1:2),	combiné	à	égalité	avec	une	

PED-A1 : substrat du kit

PLA1   activité

PLA2   activité
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solution	d’isopropanol,	d’eau	et	d’acétonitrile	(7	:2	:6).	Après	avoir	vortexé	les	extraits,	

les	 lipides,	 repris	de	manière	homogène,	peuvent	 être	 injectés	dans	 le	 spectromètre	 à	

nanospray	 qui	 produira	 des	 spectres	 que	 nous	 pouvons	 analyser	 avec	 la	 base	 de	

données	LipidMaps.	Juste	avant	d’extraire	les	lipides,	on	peut	rajouter	un	étalon	interne,	

le	 SPLASH	 Lipidomix®	 de	 Avanti	 qui	 montre	 la	 qualité	 de	 l’extraction	 et	 permet	

d’introduire	des	données	semi	quantitative	à	notre	analyse	lipidique.		

16.2.2 Analyse	de	l’activité	lipase	

L’objectif	 de	 cette	 expérience	 était	 de	 mettre	 en	 contact	 une	 lipase	 avec	 un	 lysat	 de	

parasite	 afin	d’observer	quels	 lipides	particuliers	 cette	 lipase	peut	 lyser.	 Les	parasites	

lavés	 dans	 du	TDB	 sont	 repris	 dans	 de	 l’eau	 stérile	 et	 soniqués.	 100uL	 d’une	 enzyme	

purifiée	est	 ajouté	à	100	uL	de	 lysat	parasitaire.	Après	une	 incubation	de	12	heures	à	

25°C,	 les	 lipides	 sont	 extraits	 et	 séchés.	 Les	 spectres	 obtenus	 sont	 différents	 selon	

l’activité	de	 l’enzyme	ajoutée.	Le	contrôle	positif	se	 fait	par	ajout	de	25	uL	de	PLA2	de	

pancréas	de	bœuf	et	le	contrôle	négatif	avec	ajout	de	PBS.	
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Chapitre 3 : Résultats et Discussions 
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Les	résultats	de	mon	projet	de	thèse	vont	se	décliner	en	plusieurs	parties.	L’objectif	était	

d’étudier	 les	 protéines	 les	 unes	 après	 les	 autres	 et	 de	 réaliser	 des	 combinaisons	 de	

mutants.	 Les	 doubles	 mutants,	 pour	 lesquels	 deux	 lipases	 ont	 été	 délétées	 ont	 été	

analysés	 dans	 des	 études	 de	 croissance	 et	 des	 études	 d’activité.	 Une	 stratégie	 globale	

montrant	 les	 différentes	 techniques	 utilisées,	 à	 la	 fois	 ciblées	 et	 globales	 a	 été	

schématisée	dans	la	Figure	45.	

1 TbPLA1b	

La	 TbPLA1b	 est	 le	 premier	 candidat	 à	 activité	 lipase	 que	 nous	 avons	 étudié	 au	

laboratoire.	Une	partie	des	résultats	de	l’étude	de	cette	protéine	a	permis	la	soumission	

d’un	 article	 scientifique	 (ci-après)	 tandis	 qu’une	 autre	 partie	 des	 résultats	 nécessite	

toujours	d’être	exploitée.	Nous	vous	présenterons	en	premier	 lieu	 l’article	 scientifique	

puis	nous	ajouterons	les	données	complémentaires	en	cours	d’étude	au	laboratoire.	

 

Cet	article	soumis	et	en	cours	de	révisions,	s’est	focalisé	sur	la	localisation	de	la	protéine	

et	son	éventuelle	participation	à	la	virulence	du	parasite.	

	

Bref	résumé	de	ces	résultats	:		

• Nous	 avons	 d’abord	 effectué	 des	 expériences	 de	 localisation	 à	 l’aide	 d’une	

réexpression	de	 protéines	marquées	 en	N-term	par	 un	 épitope	Ty.	Nous	 avons		

pu	 montrer	 une	 bi-compartimentalisation	 de	 la	 protéine	 à	 la	 fois	 dans	 le	

glycosome	et	dans	le	cytosol	dépendante	du	signal	SKS	en	C-term	de	la	protéine	

(PTS1-like)	et	sa	sécrétion	dans	le	milieu	extracellulaire.	

• Nous	 avons	mis	 en	 évidence	 l’apparition	 d’anticorps	 contre	TbPLA1b	 	 dans	 les	

souris	infectées	par	le	Trypanosoma	brucei	brucei.		

• La	TbPLA1b	possède	une	activité	PLA1	d’après	les	résultats	d’un	kit	enzymatique	

EnzCheck,	spécifique	de	l’activité	PLA1.	

• La	 réalisation	 d’un	 Knock-Out	 du	 gène	 montre	 que	 cette	 protéine	 n’est	 pas	

essentielle	à	la	survie	du	parasite.	

• Des	analyses	in	vitro	sur	des	souris	ne	montrent	pas	une	virulence	diminuée	des	

parasites	privés	de	TbPLA1b,	donc	nous	avons	 conclu	que	TbPLA1b	n’était	pas	

directement	liée	à	la	virulence	du	parasite.		



	 107	

	
	

Figure	45	:	Stratégie	expérimentale	de	l'étude	des	phospholipases	du	trypanosome	africain	
	
Les	Antat	 sauvages	 vont	 subir	 des	manipulations	 génétiques	de	Knock	Out	 et	 de	Knock	Down	afin	d’étudier	 la	 survie	 des	parasites	 dans	différentes	
conditions.	 Des	 protéines	 seront	 surexprimées	 ou	 endotagguées	 afin	 de	 déterminer	 la	 localisation	 des	 candidats.	 A	 partir	 d’ADN	 parasitaire,	 des	
bactéries	serviront	à	l’expression	hétérologue	des	protéines.	Des	extraits	totaux	des	divers	mutants	seront	utilisés	pour	des	analyses	de	protéomique	et	
de	lipidomique.		
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Abstract 
Phospholipases are esterases involved in lipid catabolism. In pathogenic micro-
organisms (bacteria, fungi, parasites) they play a critical role in virulence and 
pathogenicity. A few phospholipases (PL) have been characterised so far at the gene 
and protein level in unicellular parasites including African trypanosomes (AT). They 
could play a role in different processes such as host-pathogen interaction, antigenic 
variation, intermediary metabolism. By mining the genome database of AT we found a 
putative new PL candidate genes and we provided biochemical evidence that the 
enzyme has a phospholipase A1 activity. This protein has a unique non-canonical 
glycosome targeting signal responsible for its dual localisation in the cytosol and the 
peroxysomes-related organelles named glycosomes. We also show that this new 
phospholipase is excreted by these pathogens and that antibodies directed against 
this protein are generated during an experimental infection with T. brucei gambiense, 
a subspecies responsible for infection in humans. This feature makes this enzyme a 
possible tool for diagnosis. 
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Introduction 
Trypanosomatids are protozoa transmitted by insect vectors and cause human and 
animal diseases. The three main species are American trypanosomes (T. cruzi, 
Chagas disease), Leishmania spp (cutaneous, mucocutaneous and visceral 
leishmaniasis) and African trypanosomes (T. brucei, sleeping sickness). Millions of 
people are affected by these diseases and more than half a billion are at risk (World 
Health Organization). From a veterinary point of view, some trypanosomes species are 
particularly virulent on farm animals, especially in Africa where this leads to heavy 
economic losses and it constitutes a major obstacle to the development of this 
continent1,2. 
Phospholipases (PLs) belong to a complex group of enzymes that cleave 
phospholipids. They are classified as A1, A2, B, C or D depending on the site of 
hydrolysis3. They have a variety of biological functions including production of bioactive 
lipids that act as second messengers and modulators of the immune response4,5. 
Some PLs are involved in the recycling of membrane phospholipids and others have 
cytolytic effects. Noteworthy, PLs are powerful toxins found in the venom of bees and 
snakes and trigger blood and necrotic damage6,7. 
In several pathogens (Pseudomonas, Ricktesia, Candida, Amoeba, Giardia, 
Toxoplasma and others) phospholipases play a role in the infection and have been 
recognised as true virulence and pathogenic factors8,9. 
Phospholipases A1 (PLA1) activities are capable of hydrolyzing the sn-1 acyl ester 
function of the phospholipids. In protozoan parasites, only a few genes encoding PLA1 
have been cloned and studied so far10,11. In higher eukaryotes, classification of PLA1s 
does not rely on sequence similarity, but rather on subcellular localisation. Indeed 
PLA1s can be divided into two groups, the first group includes excreted enzymes, while 
the second one contains intracellular enzymes10,12.  
Based on the literature and genomic data, kinetoplastids possess several proteins with 
putative PLA1 activity among which a few have been already experimentally described. 
In T. cruzi, a parasite with a predominantly intracellular lifestyle, the only known PLA1 
is a membrane-bound and excreted protein that alters the lipid profile of the host via 
second messenger production and concomitant activation of protein kinase C13. 
Leishmania spp possess also a PLA1 that could be involved in virulence14 It has been 
demonstrated that the pathogens Trypanosoma brucei and Trypanosoma congolense 
possess a higher PLA1 activity than the non-pathogen Trypanosoma lewisi15. 
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Moreover, in T. brucei mammalian forms (bloodstream form-BSF) the PLA1 activity is 
higher than in insect forms16. Finally, a strong PLA1 activity has been measured 
specifically in tissue fluids of T. brucei-infected rabbits and this activity positively varies 
according to the waves of parasitemia17. Altogether this suggests that PLA1 could play 
an important role in the host-pathogen interaction.  
So far, only one phospholipase gene has been described and studied in T. brucei. It 
encodes a cytosolic protein with PLA1 activity, which is involved in the synthesis of 
lyso-phosphatidylcholine (Lyso-PC) metabolites18. This protein was named TbPLA1 by 
the authors.  TbPLA1 is not excreted and is neither essential for in vitro growth of both 

parasite stages (Insect and bloodstream stages), nor for in vivo virulence18,19. Although 

the trypanosome genome contains a number of genes that could encode putative 
phopholipases (our unpublished work), those responsible for PLA1 activity are 
unknown. 
In this study we describe a novel T. brucei phospholipase harboring a PLA1 activity in 
vitro and our analysis showed that this protein is not only distributed in both 
glycosomes and cytosol but is also excreted in the medium. We discuss the potential 
roles played by PLA1 in trypanosomes and its interaction with the host. 
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Results 
In silico identification of a new putative phospholipase in Trypanosoma brucei. 
Previous studies strongly suggested the existence of more than one phospholipase in 
African trypanosomes playing important role(s) in host-pathogen interaction10,11. Our 
goal was to identify such new phospholipase(s) in T. brucei. We rationalised our 
research by combining an in silico analysis with a literature analysis, including global 
approaches described below. We found a gene, Tb927.8.6390 (GeneDB accession 
number), with a predicted D/E hydrolase / phospholipase domain20 and annotated as 
TbLysoPLA. According to the literature21,22 this gene encodes for a protein located in 
the glycosomes which are peroxisome-like organelles23 and also is possibly 
excreted/secreted24. Moreover, based on the previously published RNAi screen 
(performed by Alsford & al25), the gene seems to be essential in BSF. Orthologs of 
Tb927.8.6390 in other kinetoplastids have a very good general conservation of the 
amino acid sequence (for example 53% identities with leishmania and 70% identities 
with T.congolense) (Figure 1A and table S1) in which two elements are easily 
recognisable. First, the putative active site typical of phospholipases (GXSXG, 26) is 
perfectly conserved in all these organisms (Figure 1, box1), confirming that the protein 
should have a phospholipase activity. Then, the carboxy-terminal end is not conserved 
(Figure 1, box2). For a protein to be imported into the glycosomes, it must have a 
specific targeting signal such as the canonical Peroxisome-Targeting Signal 1 (PTS1) 
which is a tripeptide (S/A/C)(K/R/H)(L/M) found in the C-terminus27 .As mentioned 
above, Tb427.08.6390 has been detected in glycosomes in several mass-
spectrometry analysis21,22 and this localisation could be due to the tripeptide “SKS” at 

the extreme C-terminus. This sequence does not correspond strictly to a canonical 
PTS1 and has not been observed as a PTS1 in other kinetoplastid species. Since the 
“SKS” is unusual, we searched in the TriTryp genomic database for other T. brucei 
encoded proteins that possess the same motif. The table presented in Figure 1B shows 
that two other proteins contain this C-terminal tripeptide. The transmembrane  
adaptator Erv26 is found in COPII vesicles28 and CIF1 is located at the cell tip29. 
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Tb927.8.6390 encodes for a protein with phospholipase A1 activity 
Based on sequence homology, Tb927.8.6390 has been annotated as a 
phospholipase. To experimentally confirm this enzymatic activity, the purified 
recombinant protein expressed in E. coli (Figure 2A and S1) was tested for 
phospholipase activity using an in vitro fluorogenic assay (figure 2A). In this assay, 
PLA1 releases the fluorophore from the Fluorogenic PED-A1 
(glycerophosphatidylethanolamine with dye-labeled sn1 chains). We could detect a 
phospholipase A1 activity with our recombinant enzyme (Figure 2A, left) but neither 
PLA2 nor PLC activity (not shown). We have also expressed and purified a mutated 
version in which the putative serine (S171) of the active site has been replaced by an 
alanine (PLA1bS171A). PLA1bS171A has no phospholipase A1 activity (Figure 2A, right) 
confirming the function of this enzyme and the requirement of this amino acid in the 
active site.  
Tb927.8.6390 is therefore the second enzyme with phospholipase A1 activity 
described in T. brucei. The first (Tb927.1.4830) has been described by Richmond and 
Smith18,19. For convenience Tb427.08.6390 was named TbPLA1b, and we propose to 
rename Tb427.01.4830 TbPLA1a. 
 
TbPLA1b is constitutively expressed  
The purified recombinant TbPLA1b described before was used to immunize Rabbits in 
order to raise a specific anti-serum (See materials and methods). This immune serum 
recognises a single 30 kDa-protein corresponding to the size predicted in Tritryp 
database (Figure 2B, left). This signal is detected in both Bloodstream and procyclic 
cultivated stages indicating that this enzyme is constitutively expressed. As observed 
in the figure only one protein could be detected by the polyclonal serum, and we could 
not detect any signal neither in the pre-immune serum nor cell-lines depleted of 
TbPLA1b showing the specificity of our antibody. Previous analysis suggested that 
anti-TbPLA1could cross-react with TcPLA1 even if the sequences are not well-
conserved13. TbPLA1b and the PLA1 from Tb, Tc and Lm are also showing a low level 
of amino-acids identity (FigS2 A and B). As shown in figure S2 our antibody could 
detect the ortholog of TbPLA1b in Leishmania. As a control, anti-TbPLA1a did not give 
any signal with Leishmania extract while detection remained possible in the cell-line 
depleted of TbPLA1b. Altogether these results (figure2 and figure S2) show that our 
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antibody is highly specific and do not cross-react with the PLA1 already described by 
Richmond and al. 
 

TbPLA1b is not essential for the survival of parasites in vitro and in vivo 
According to the RITseq screen performed by Alsford & al25, TbPLA1b appears to be 
essential for the BSF, making it a target for a possible treatment. In order to verify 
these results, expression of this protein was conditionally down-regulated by RNAi in 
the presence of tetracycline30. As shown in Figure 2B (middle), inhibition of PLA1b 
expression in three tetracycline-induced RNAiTbPLA1b cell lines has no impact on the 
parasite growth in vitro although PLA1b is no more detectable by Western blot (Figure 
2B). Since residual amounts of the targeted protein can be expressed in RNAi cell 
lines, both alleles of the TbPLA1b gene were deleted by gene replacement 
(∆TbPLA1b, Figure 2B, right panel, fig sup). The ∆TbPLA1b mutant showed no growth 
defect (not shown) confirming that PLA1b is not essential for BSF in vitro. 
 In order to test the importance of TbPLA1b for parasite survival in the 
mammalian host, mice were infected with the ∆TbPLA1b strain or the parental line. If 
TbPLA1b is essential for the establishment of infection, we expected a decrease in the 
number of null-mutant parasites in the blood and organs. Both WT and ∆TbPLA1b 
parasites show similar levels of parasitemia (Figure 2C). On day 5, parasitemia 
reached > 108 parasites and mice were sacrificed. On this day, solid tissues were 
collected to count the total number of parasites by qPCR. We observed that the total 
number of WT parasites in the solid tissues was very high in three tissues analysed 
(heart, kidney and adipose tissue), which is probably a consequence of the 
uncontrolled parasitemia that stems from lack of pleomorphism of Lister427 strain. In 
any case, we observed no statistically significant differences in parasite load between 
WT and ∆TbPLA1b parasites in any tissue, indicating that TbPLA1b is not necessary 
for parasite survival (Figure 2C) and growth in any of the tested tissues in vivo.  
 Overall, we conclude that TbPLA1b is not essential for the viability of the strain 
Lister427 neither in vitro nor in vivo. 
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Tb PLA1b localizes in the glycosomes and the cytosol  
Several proteomic studies suggested that TbPLA1b is a glycosomal protein21,22, which 
is consistent with the presence of a signal PTS1-like signal at the C-ter extremity. We 
used a digitonin titration experiment to determine the localisation of the protein. In this 
approach the parasite membranes are differentially permeabilized using increasing 
concentrations of this detergent31. Western Blot analysis of the soluble fractions using 
our specific anti-TbPLA1b shows that this protein is released together with the enolase, 
a cytosolic marker (Figure 3A,32). The analysis of the insoluble fractions shows that the 
profile of TbPLA1b is similar to that of aldolase, a glycosomal marker (Figure 3A,32). 
These results indicate that TbPLA1b is distributed in both the glycosomes and the 
cytosol of BSFs. This is in contrast to previously published describing PLA1b only as 
a glycosomal protein21,22.  
 
 
A peculiar PTS-1 signal allows dual localisation. 
The analysis of the primary sequence shows a C-terminal signal close to PTS1, “SKS” 
which is specific for this protein. We hypothesized that this PTS1-like signal could be 
important for the subcellular localisation of TbPL1Ab. The strategy was to express 
different mutant versions of TY-tagged TbPLA1b in the ∆TbPLA1b genetic background 
to study the distribution of the overexpressed proteins, upon biochemical fractionation 
and immunofluorescence analyses33. To validate our approach the TY-tagged 
TbPLA1b protein expressed in the TbPLA1b-null background  showed the same 
distribution of TbPLA1b as the native TbPLA1b detected with the anti-PLA1b 
antibodies in the wildtype context (Figure 3B, left panel). The upper band corresponds 
to the Ty-tagged protein and the lower band to the wild-type protein. This result is 
confirmed by hypotonic lysis fractionation (3B, middle) and by immunofluorescence 
analyses (3B, right). To determine the possible role of the PTS1-like SKS motif in the 
partial glycosomal localisation of TbPLA1b, the SKS motif was removed 
(TbPLA1bnoSKSNTy) or replaced by a canonical PTS1 motif (TbPLA1bSKLNTy ) and the 
recombinant TY-tagged proteins expressed in the ∆TbPLA1b background 
((∆TbPLA1b-TbPLA1bSKSNTy and (∆TbPLA1b-TbPLA1bSKLNTy respectively). 
Digitonin treatment (Figure 3C, left), hypotonic lysis fractionation (Figure 3C, middle) 
and immunofluorescence (Figure 3C, right) show that TbPLA1b without PTS1-like 
signal has the same cytosolic distribution as enolase, i.e. all TbPLA1b localises in the 
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cytoplasm. Thus, the SKS C-terminal signal is required for glycosomal targeting. In 
contrast, the TbPLA1bSKLNTy protein is exclusively localised in the glycosomal 
compartment (Figure 3D). Together, these data showed that SKS PTS1 motif is 
responsible for the partial glycosomal localisation of PLA1b. 
 
TbPLA1b secreted by BSF and anti-TbPLA1b antibodies are produced by 
Trypanosoma brucei gambiense infected mice. 
To confirm previous observations that TbPLA1b in secreted by Trypanosoma brucei 
gambiense (Tbg) BSF24, we incubated the 427 T. brucei strain in a medium promoting 
the secretion / excretion of proteins and analysed the presence of TbPLA1b in these 
fractions by Western Blotting34. As shown in Figure 4A (left), TbPLA1b is well detected 
in the protein material excreted by the parasites while Threonine dehydrogenase 
(TDH) a soluble marker of mitochondria is not confirming previous proteomic analysis 
of secreted/excreted proteins in African trypanosomes. 
The detection of TbPLA1b in the excreted/secreted material released by the parasites, 
may favor its recognition by the immune system of the infected host. To test if specific 
antibodies are raised against TbPLA1b during trypanosome infection, we tested the 
sera of healthy mice and experimentally infected mice with T.b gambiense (Tbg)35. The 
recombinant protein expressed in E.coli was resolved by SDS-PAGE and these sera 
were used for detection by Western Blotting as previously described by others13. As 
shown in Figure 4B, a signal is only obtained for samples collected during infection, 
indicating that infected mice develop an immune response against TbPLA1b.  
 

Discussion 
Only one enzyme with phospholipase A1 activity had been previously characterized in 
African trypanosomes18,19.This enzyme is cytosolic, not excreted and involved in the 
synthesis of lyso-PC metabolites. In this study we describe TbPLA1b, a new 
phospholipase with A1 activity that showed a dual cytosolic and glycosomal 
localisation. The glycosomal localisation is due to a unique non-canonical PTS1 signal 
(SKS). In addition, the enzyme is found in the material excreted by the parasites and 
antibodies against this protein were detected in mice experimentally infected with T.b 
gambiense.  
We found that TbPLA1b is not essential for the survival of parasites cultured under 
standard in vitro conditions, nor during an infection in mice. Indeed, we have seen 
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using two reverse genetics approaches (i.e RNA interference and gene knock-out), 
that parasites with no TbPLA1b expression grow at the same rate as the parental 
strain. In addition, the KO cell-line is as virulent as the parental cell-line in a virulent 
mouse model of infection.  In the future, it would be interesting to test the chronic effect 
of the absence of TbPLA1b using a pleomorphic strain that cause longer infection36. 
Nevertheless, from our results we can conclude that TbPLA1b is not a critical virulence 
factor for the establishment of an in vivo infection. 
 
Among African trypanosomes, T.brucei has the highest PLA1 activity15, in particular 
compared to T. congolense for which it is very low. Interestingly, PLA1 activity was 
detected in the blood plasma of rabbits infected with T. brucei17. Thus, one may 
consider that this activity helps the parasites to penetrate the endothelium and other 
barriers, since T. brucei invades tissues while T. congolense remains vascular37. 
Another important function could be the detoxification of the environment, especially 
lysophospholipases (LPLs). We and others (our unpublished work,38) have observed 
that BSF do not metabolize phosphatidylcholine, but lysophospholipids decrease very 
strongly. TbPLA1b could, as observed for most phospholipases A14, also have a LPL 
activity. Moreover it is interesting to notice that in some cases the gene is annotated 
as LPL. Given the versatility and diversity of sequences, it is complicated to classify 
these enzymes on its amino sequence, most can cleave several substrates: PL, LPL, 
di/tri glycerides. In vitro studies may not reflect the reality in vivo, and that is the reason 
why we have not focused our work on the specificity of substrates very precisely. This 
may be done later with the recombinant protein, in particular because there could be 
applications for the industry. To date, few PLA1 proteins have been expressed and 
purified. This type of protein could have a particular utility in the production of lipids 
that are used in cosmetics and in the food industry10,39.  
TbPLA1b is the second phospholipase A1 experimentally described in African 
trypanosomes. Its distribution is very peculiar since conventionally phospholipases are 
highly compartmentalized enzymes, in particular they are very often found associated 
with membranes where they play an important role for the remodeling of membrane 
lipids3,10. The first phospholipase A1 described in T. brucei PLA1a19 is located only in 
the cytosol and is not excreted, so it is unlikely that these two enzymes are functionally 
redundant since they do not show the same compartmentalisation. Like other 
protozoan parasites, African trypanosomes have several phospholipases genes in 
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their genome in addition to PLA1a and PLA1b (our unpublished work,11,40). An 
explanation for this expansion could be a possible functional redundancy. It will be 
necessary to study these proteins in greater detail in order to have a more complete 
and exhaustive understanding of the PLs function in trypanosomes.  
The phospholipase that we have studied here, although conserved in kinetoplastids, 
illustrates a complexity surrounding the understanding of these proteins since, for 
example, this protein might not be distributed in the same way in the different 
kinetoplastids because not all of them have the PTS1 (Figure 1). Moreover in the 
genome of T.brucei there are only three proteins with the non-canonical PTS1 signal 
"SKS" and among them, only TbPLA1b is addressed partially in glycosomes. In the 
absence of knowledge about the intracellular function of this protein, an explanation 
for this observation is difficult to advance. Nevertheless, we can speculate that this 
non-canonical signal is not effectively supported by the cytosolic chaperones 
responsible for transporting proteins to glycosomes. This has already been shown for 
other proteins in other cell types. As an example, the catalase of the yeast H. 
polymorpha has a non-canonical "SKI" signal41. A study showed that, by replacing this 
SKI sequence with a SKL sequence, the protein goes entirely into glycosomes41. 
However a part would form aggregates in glycosomes in which the protein would not 
be active. The import into the glycosomes would be so effective that it would not allow 
the protein to take its correct conformation. Thus the presence of a weak, less well-
supported signal would leave time for the protein to take its correct folding. This could 
also be the case for TbPLA1b. In this scenario, the main function of the protein could 
reside in the glycosomes and the cytosolic fraction would be largely unfolded and 
therefore not active. We could also consider that the cytosolic part is active. An excess 
in the cytosol can be deleterious for the cell because PL are toxins. A way to detoxify 
would be to excrete the enzyme outside of the cell, which is what we observe (figure 
4). 
Finally, at some points TbPLA1b is facing the serum of the animals either because it 
is released upon parasite destruction or because it is excreted/secreted as we 
suggested in this study. The enzyme is immunogenic enough that specific antibodies 
are raised upon infection. TbPLA1b could be a very interesting target for the diagnosis 
of this parasitosis that is still not accurate specially for animals42.  
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The phospholipases of African trypanosomes are very little known, few genes are 
described and our study contributes modestly to fill this gap and pave the way for more 
studies. 

 
Materials and Methods 
 
Trypanosome growth and transfection 
The bloodstream form of T. brucei Lister 427 90-13 (TetR-HYG T7RNAPOL-NEO), a 
Lister 427 221a line (MiTat 1.2) designed for the conditional expression of genes was 
cultured at 37°C in HMI-9 (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Life Technologies 
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum, 0.25 mM ß-
mercaptoethanol, 36 mM NaHCO3, 1 mM hypoxanthine, 0.16 mM thymidine, 1 mM 
sodium pyruvate, 0.05 mM bathocuprone and 2 mM L-cysteine). Transfections were 
performed using Amaxa nucleofection method as previously described43. 
 
Fluorometric phospholipase A assays 
PLA1 activity was monitored using EnzCheck® Phospholipase Assay Kits (invitrogen, 
Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions and as previously 
described by Gaspar & al44. Reactions were performed in black 96-well microplate for 
one hour at room temperature. The substrate PED-A1 is a Bodipy FL dye labelled 
glycerophosphatidylethanolamine, the emission of which is dequenched upon PLA1 
hydrolysis. Activities (30µg per protein) were monitored by measuring fluorescence 
intensities at 485 nm excitation and 530 nm emission with an Optima microplate reader 
(BMG Labtech, Germany).  
 
Production of recombinant TbPLA1b and specific antibodies 
A recombinant T. brucei full length PLA1b fused to a GST tag on its N-terminal 
extremity, was expressed in E. coli One Shot® BL21star™ (DE3) (Thermofisher) using 
the pGEX4T1 expression vector (GE Healthcare). Protein expression was induced at 
37°C for 3 h using 0.5 mM isopropyl-D-thiogalactopyranoside. The cells were 
harvested by centrifugation, resuspended in PBS and sonicated. Proteins released in 
the soluble form were purified using Glutathione Sepharose 4B™ according to the 
manufacturer’s instructions (GE Healthcare). On-column thrombin digestion was 



	 119	

	

 12 

performed to release the protein without the GST tag, then dialysed against PBS. 
Purified recombinant TbPLA1b was used as an antigen to raise polyclonal antibodies. 
Two rabbits were injected 4 times at 15-days intervals using Covalab facilities 
(www.covalab.com).  
 
Site-directed mutagenesis 
To mutate the serine 171 to alanine two complimentary primers were synthesized 
(TableS2). The vector pGEX4T1/PLA1b was used as a template and the amplification 
was performed using the Pfu ultra (Agilent, 600380). The PCR product was digested 
with dpn1, and then transformed in E coli XL1-blue. Plasmids were then extracted and 
sequenced (Eurofins genomics facilities) to confirm the presence of the mutation.  
 

Western blotting analyses 
For Western blot analysis, total protein lysates of T.brucei BSF were separated by 
SDS-PAGE (4-20% Mini PROTEAN TGX stain-free precast gradient gels, Bio-Rad) 
and blotted on PVDF filters (Bio-Rad). The membranes were blocked with PBS 5% 
milk powder for 1 h at RT. Primary and secondary antibodies were diluted in PBS with 
0.05% Tween 20 and 5% milk powder: rabbit anti-PLA1b 1:1000 mouse anti-TY 1: 500 
anti-aldolase 1:10000 anti-enolase 1:100000 Rabbit anti-PFR 1:10000 anti-mouse 
conjugated to horseradish peroxidase (KPL) 1:5000; or anti-rabbit conjugated to 
horseradish peroxidase (KPL) 1:10000. Revelations were done using Clarity Western 
ECL Substrate (Bio-Rad) according to the manufacturer’s instructions, pictures were 
acquired using a LAS4000 imager (GE Healthcare). 
 
Immunofluorescence Assay 
Parasites grown in culture were collected by centrifugation, washed and fixed in 
paraformaldehyde as described elsewhere37. Slides were incubated with primary 
antibodies followed by Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse secondary 
antibody or Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (diluted 
1:400) (Invitrogen). The nuclei were stained with DAPI (10 µg/mL) and cells were 
observed using a Zeiss Axio imager Z1 microscope; images were captured using 
Metamorph® software (Molecular Devices). Images were processed using ImageJ 
software. 
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RNA interference and gene knock-out  
The inhibition by RNAi of the expression of the TbPLA1b gene in the 427 BSF was 
performed by expression of stem-loop « sens/antisens » RNA molecules of the 
targeted sequences introduced into the pLew100 as previously described31. The 
sequence corresponding to the first 400 bp of the coding sequence was targeted. The 
sense and antisens fragments separated by 50 bp were cloned into the HindIII and 
XhoI restriction sites of the pLew100 vector.  
Replacement of the TbPLA1b gene by the blasticidin and puromycin resistance 
markers via homologous recombination was performed using DNA fragments 
containing a resistance marker gene flanked by the TbPLA1b UTR sequences. The 
pGEMt plasmid was used to clone an HpaI DNA fragment containing the blasticidin 
and the puromycin resistance marker gene preceded by the TbPLA1b 5’UTR fragment 
and followed by the 3’ UTR fragment. Correct homologous integration of the resistance 
markers in the resulting drug resistant clones was analysed by PCR (see Fig. S3).  
 

Digitonin Permeabilisation 
Trypanosomes were washed 2 times in cold PBS and resuspended at 6.5 108 cells per 
mL (corresponding to 3.3 mg of protein/mL) in STE buffer (250 mM sucrose, 25 mM 
Tris, pH 7.4, and 1 mM EDTA) supplemented with 150 mM NaCl and the Complete™ 
Mini EDTA-free protease inhibitor mixture (Roche Applied Bioscience) and 1mM DTT. 
Cell aliquots (200 µL) were incubated with increasing quantities of digitonin for 4 min 
at 25°C, before centrifugation at 14,000 g for 2 min. Samples were then analysed by 
Western blot. 
 

Cell Fractionation 
108 parasites were washed in PBS and incubated in hypotonic lysis buffer (5 mM 
NA2HPO4, 0,3 mM KH2PO4) for 30 minutes at 4°C before centrifugation at 14.000g for 
15 minutes. Material in the pellet was solubilised in SDS. Both pellet and supernatant 
were prepared for SDS-PAGE by adding Laemmli buffer45. 
 

Secretome of bloodstream form Trypanosomes  
108 parasites were washed in trypanosome dilution buffer (TDB, 20mM Na2HPO4, 
80mM NaCl, 5mM KCl, 1mM MgSO4, 20mM glucose, pH7.4) and incubated in 15ml of 
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50% serum-free HMI9, 50% TDB. During the experiment, cell viability was checked by 
microscopy. After 3 hours, cells were removed by centrifugation and Trypanosome-
free medium was carefully taken, passed through a 0.22µm syringe filter and 
concentrated 70 times using a Protein Concentrator 10,000 molecular weight cut-off 
filter unit (Pierce). Samples were then analysed by western blotting. 
 
 
 
Mice infection 
In vivo experiments were performed with 10-weeks old male C57BL/6J mice, from 
Charles River Laboratories International. Mice were housed in a Specific-Pathogen-
Free barrier facility, at Instituto de Medicina Molecular. The facility has standard 
laboratory conditions: 21 to 22°C ambient temperature and 12h light/12h dark cycle. 
Chow and water were available ad libitum. Animal experimentation work was 
performed according to EU regulations and approved by the Animal Care and Ethical 
Committee of Instituto de Medicina Molecular (AWB_2016_07_LF_Tropism). 
The inoculum was prepared from thawed T. brucei cryostabilates and parasite motility 
was checked under an optic microscope. Mice were infected by intraperitoneal (i.p.) 
injection of 2000 parasites. At day 5 post-infection, animals were euthanized by CO2 
narcosis and immediately perfused transcardially with pre-warmed heparinised saline 
(50mL phosphate buffered saline (PBS) with 250 μL of 5000 I.U./mL heparin). Organs 
were collected and snap frozen in liquid nitrogen. 
 
Parasite quantification in blood and organs 
For parasitemia quantification, blood samples were taken daily from the tail vein and 
parasites counted manually in a hemocytometer (detection limit is 3.75x105 parasites 
per mL of blood). Quantification of parasites in organs was performed by quantitative 
PCR of genomic DNA, as previously described in36.  
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Figure Legends 
 
Figure 1: Comparison of PLA1b in kinetoplastids 
A / Alignment of PLA1b from kinetoplastids. Sequences were aligned using Clustal 
omega basic settings and edited using the Jalview software. Dark blue contains 
conserved residues, white to light blue contains conservative changes. Box I 
emphasizes the conservation of the putative phospholipase active site. Box II 
emphasizes the differences between kinetoplastids PLA1b Carboxy-terminus. Tb, 
Trypanosoma brucei brucei (Tb927.8.6390); Tbg, Trypanosoma brucei gambiense 
(Tbg972.8.6450), Tev, Trypanosoma evansi (TevSTIB805.5.6680); Tco, Trypanosoma 
congolense (TcIL3000_8_6240); Tv, Trypanosoma vivax (TvY486_0805980); Tcr, 
Trypanosoma cruzi (TcCLB.506797.70); Lmx, Leishmania Mexicana (LmxM.24.1840). 
B / Only 3 proteins are ending with SKS in Trypanosoma brucei brucei. The search 
was performed on TriTrypDB.org using the « Protein Motif Pattern » tool. 
 
Figure 2: Activity of recombinant TbPLA1b and analysis of bloodstream form 
mutants. 
A / PLA1 activity assay on recombinant proteins expressed in E.coli. Purification steps 
were analysed by coomassie gel (above gel). As examplified for TbPLA1b, SF (Soluble 
Fraction), FT (Flow Through), W1-2 (Washes), CE1-2 (Cleavage/Elution after thrombin 
release). Tested fractions were dialysed against PBS. PLA1 activity was measured 
using Enzcheck™ PLA1 assay (Molecular Probes®). Control was a commercial 
phospholipase A1 (Sigma L3295). TbPLA1b, full-length TbPLA1b; TbPLA1bSA171, 
mutated TbPLA1b where the putative active serine 171 was replaced by an alanine; 
GST, Glutathion-S-Transferase was eluted with 20mM glutathione instead of thrombin 
cleavage. Supplemental informations concerning expression and purification can be 
found on figure S1. 
 
B / Left: TbPLA1b is expressed in both Bloodstream and Procyclic forms. Total protein 
extracts from both forms of Tb were resolved by SDS-PAGE and transferred on 
nitrocellulose as described in materiel and method section. Membranes were probed 
with sera raised against TbPLA1b and PFR. Right panel is a control with the pre-
immune sera from the animal before immunisation with TbPLA1b. Middle: Inhibition of 
TbPLA1b expression by interference RNA. Growth of the parental cell-line and 3 
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independant clones cultivated with (i) or without (ni) tetracycline. Right panel shows 
the ∆TbPLA1b validation by Western Blotting as TbPLA1b is not detected anymore. A 
specific affinity-purified anti-TbPLA1b antibody was used and PFR was used as 
loading control. 
C-D / Mice infection with wild-type (dark grey) and ∆TbPLA1b (light grey) Tb427 BSF. 
Error bars represent the standard error of the mean (n=4 per group). 
C / Parasitemia of infected mice quantified by hemocytometer. 
D / Number of parasites in heart, kidney and gonadal adipose tissue, 5 days after 
infection, quantified by qPCR. 
 
Figure 3: Subcellular distribution of TbPLA1b in Bloodstream forms 
Digitonin titration (left of B, C and D): Western blot analysis of the supernatant (s) and 
pellet (p) fractions from cells incubated with 0,01-0,4 mg digitonin/ mg protein in STE 
buffer containing 150 mM NaCl. The digitonin concentration required to release 
cytosolic (cyt) and glycosomal (gly) marker proteins are indicated by vertical dash line. 
TbPLA1b was detected with specific anti-TbPLA1b in A and anti-TY in B, C and D.  
For technical reasons two gels/membranes were needed to analyse the whole set of 
sample. The Vertical line between 100 and 160 indicates a delimitation between two 
different membranes. 
Hypotonic lysis (middle of B, C and D): Western blot analysis of supernatant (s) and 
pellet (p) fractions from cells incubated with hypotonic buffer. Anti-TY was used for 
detection of TbPLA1b. 
Immunofluorescence Assay (IFA; right of B, C and D). Cells were stained with 
monoclonal mouse anti-Ty (Fluorescein channel) and rabbit anti-Aldolase (Alexa 568 
channel). Nucleus and kinetoplast are stained with DAPI. Anti-TY was used for 
detection of TbPLA1b. 
 
Figure 4: TbPLA1b as a potent virulence factor 
A / Left: Detection of PLA1b in WT Tb BSF excreted/secreted material (E/S). Threonine 
Dehydrogenase (TDH) was used as a negative control. Specific anti-TbPLA1b was 
used for detection. Right: Quality control of Whole Cell Extract (WCE) and Excreted-
Secreted Antigens (SDS-PAGE stained by Coomassie). 
B / Antibodies directed against TbPLA1b are produced during infection Recombinant 
full-length TbPLA1b was resolved by SPS-PAGE followed by a Western Blot. Mice 
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serum taken before and during infection by T.b gambiense were used as primary 
antibody. Signal is detected only during infection (arrow).  
 

Supplemental 
 
Figure S1: Expression and purification of TbPLA1b. Left: Expression in E.coli 
BL21Star, non-induced, NI; induced with IPTG, I. Middle: Purification steps using 
Glutathion sepharose beads followed by glutathione elutions.  SF (Soluble Fraction), 
FT (Flow Through), W1-2 (Washs), E1-3 (elutions with glutathion). Right: Thrombin 
cleavage. MW, Molecular weight; W (Wash); CE1-2 (Cleavage-Elution). 
 
Figure S2: A: Multiple sequence alignment of TbLysoPLA and Tb, Tcr and Lbr 
PLA1. Amino acid sequences were aligned with Clustal Omega using basic settings 
and edited using the Jalview software. Dark blue contains conserved residues, white 
to light blue contains conservative changes. The lipase consensus pattern is 
underscored by a red lign. TbLysoPLA, Trypanosoma brucei LysoPLA (Accession 
number in GeneDB Tb927.8.6390); TbPLA1, Trypanosoma brucei PLA1 (Accession 
number CAG29794, 19); TcPLA1, Trypanosoma cruzi PLA1 (Accession number 
JN975637, 13); LbrPLA1, Leishmania braziliensis PLA1 (Accession number KJ957826, 
14). B: Percentage of identity among kinetoplastids. Protein sequences were 
aligned using Clustal Omega Algorythm with basic settings then identity matrix was 
retrieved. C: Expression of TbPLA1b and TbPLA1. Total protein extracts were 
resolved by SDS-PAGE and transferred on nitrocellulose as described in materiel and 
method section. Membranes were probed with anti-TbPLA1b, anti-TbPLA1a and anti-
PFR. TbBsf, T. brucei Bloodsream form; TbPCF, T. brucei Procyclic form; TbPLA1b; 
TbPLA1b knock-out cell-line Tb bloodstream form; LmxPM, Leishmania Mexicana 
promastigote form. PFR was used as loading control. 
 
Figure S3: Generation of the ∆TbPLA1b cell-line. TbPLA1b alleles were replaced 
in the Tb427 parental cell-line by blasticidin and puromycin resistance genes.  
A / Representation of the wild type and recombinant loci and the PCR strategy to 
identify marker integration and wild-type loci. 
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B / Analysis of genomic DNA extraction from parental cell-line (WT) or from a clone 
∆TbPLA1b by PCR amplification of the fragments presented in A (for primers see 
supplementary table).  
 
Table S1: Percentage of conservation of PLA1b among kinetoplastids. Protein 
sequences were aligned using Clustal Omega Algorythm with basic settings then 
identity matrix was retrieved. 
 
Table S2: Primers used for PCR 
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Ces	 analyses	 complémentaires	 ne	 sont	 pas	 présentes	 dans	 l’article	 ci-dessus	 et	

permettent	de	mettre	 en	 avant	d’autres	 résultats	 sur	TbPLA1b	et	 d’approfondir	notre	

connaissance	de	cette	protéine.		

TbPLA1b	retrouvée	dans	le	trypanosome	africain,	est	une	protéine	de	280	acides	aminés	

dont	 le	 gène	 présente	in	 silico	 des	motifs	 spécifiques	 permettant	 de	 la	 classer	 dans	 la	

famille	des	lipases.		

	

En	effet,	le	gène	de	la	TbPLA1b	est	composé	de	843	paires	de	bases	(pb)	et	possède	un	

site	GGA-TTC-TCG-CAA-GGT,	dont	l’analogie	peptidique	G-X-S-X-G	prend	la	forme	ici	de	

G-F-S-Q-G	entre	 les	acides	aminés	169	et	173	de	 la	protéine.	Nous	remarquons	que	ce	

pentapeptide	 catalytique	 se	 situe	 environ	 au	milieu	 de	 la	 protéine	 et	 est	 accompagné	

d’une	 histidine	 (AA255)	 et	 d’un	 acide	 aspartique	 (AA223)	 complétant	 la	 triade	

catalytique	de	l’enzyme.		

	

Afin	d’appréhender	 la	 fonction	de	ce	premier	candidat,	nous	avons	 fait	des	analyses	in	

silico,	à	l’aide	de	bases	de	données	disponibles	sur	internet.	Grâce	à	la	base	de	données	

TritrypDB,	nous	avons	pu	mettre	en	évidence	des	domaines	particuliers	de	la	TbPLA1b,	

annotée	sur	 le	 site	Tb927.8.6390,	qui	montrent	son	appartenance	à	 la	 famille	des	α/β	

hydrolases.			

Afin	d’avoir	une	idée	large	de	la	fonction	putative	de	la	TbPLA1b,	nous	avons	recherché	

sa	 présence	 dans	 d’autres	 organismes.	 C’est	 ainsi	 que	 nous	 avons	 découvert	 que	ce	

premier	 candidat	 possède	 un	 orthologue	 présent	 dans	 les	 cellules	 de	 cortex	 rénal	 de	

lapin,	étudié	 il	y	a	plus	de	20	ans.	Cette	analogie	a	aussi	été	retrouvée	dans	 le	génome	

humain	(Devedjiev	et	al.	2000)	(Aijun	Wang	et	al.	1999)	et	dans	le	génome	de	rat	(Aijun	

Wang,	 Deems,	 et	 Dennis	 1997),	 conférant	 à	 cette	 protéine	 une	 structure	 qui	 semble	

conservée	dans	le	temps.		

Dans	 le	 trypanosome	 africain,	 cette	 protéine	a	 une	 masse	 moléculaire	

d’approximativement	28	kD.	L’étude	de	cette	protéine	dans	d’autres	organismes	tels	que	

le	lapin	a	permis	de	lui	attribuer	une	fonction	PLA2	calcium	indépendante	en	plus	d’une	

activité	lysophospholipase	(Portilla	et	al.	1998).		Nous	remarquerons	ici,	que	la	protéine	

à	 activité	 PLA1	 et	 lysoPL	 recherchée	 par	 les	 équipes	 qui	 travaillaient	 sur	 les	

phospholipases	dans	le	passé,	pesait	28	kD	(Mellors	et	Samad	1989).	
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L'annotation	 principale	 dans	 les	 différents	 génomes	 où	 cette	 protéine	 possède	 une	

annotation	 de	 fonction,	 reste	 principalement	 son	 activité	lysophospholipase.	Les	

annotations	à	travers	le	temps	ne	sont	pas	très	précises	et	relativement	contradictoires,	

il	nous	appartient	donc	de	préciser	l’activité	de	TbPLA1b	dans	le	parasite.	

		

Afin	 d’observer	 la	 proximité	 phylogénique	 de	 ces	 différentes	 lipases	 avec	 le	

trypanosome	africain	j’ai	réalisé	des	alignements	de	séquence	avec	le	logiciel	Geneious	

entre	la	TbPLA1b	du	trypanosome	(D6XM23),	la	PLA1b	humaine	(O75608),	la	PLA1b	du	

rat	(P70470)	et	la	PLA1b	du	Pseudomonas	(Q51758).		

On	observe	sur	cet	alignement	(Figure	46)	que	les	séquences-clés	du	pentapeptide	et	de	

la	triade	catalytique	sont	conservées	d’un	point	de	vue	évolutif,	conférant	à	cette	lipase	

une	vraie	phylogénie	et	possiblement	une	fonction	commune.	

	

Un	 site	 spécifique	 existe	dans	 la	 version	particulière	du	 trypanosome	africain	 avec	 en	

toute	 fin	 de	 protéine	 un	 site	 terminal	 -SKS.	 Cette	 séquence	 est	 proche	de	 la	 séquence	

SKL,	séquence	canonique	permettant	l’adressage	aux	peroxysomes	et	par	extension	aux	

glycosomes	(aussi	nommée	PTS1	(peroxysome	targeting	sequence).		

Sur	le	site	TritrypDB,	cette	protéine	est	prédite	pour	être	glycosomale.	Cependant	avec	

le	site	TrypTag	(Dean,	Sunter,	et	Wheeler	2017),	qui	montre	 les	 immunofluorescences	

de	toutes	les	protéines	du	génome	du	parasite	étiquetées,	cette	localisation	n’est	plus	la	

même.		

On	observe	en	effet	une	localisation	cytoplasmique	quand	la	protéine	est	tagguée	en	N-

terminal	 et	 au	 niveau	 du	 flagelle,	 du	 cytoplasme	 et	 de	 la	 lumière	 du	 noyau	 cellulaire	

quand	elle	est	tagguée	au	niveau	C-terminal.		

Une	 analyse	 globale	 prédictive	 localise	 TbPLA1b	 dans	 les	 glycosomes	 (Durrani	 et	 al.	

2020).	 La	 localisation	de	TbPLA1b	est	 très	discutée.	 Selon	 (A.	Wang	et	 al.	 2000)	 cette	

lysophospholipase	est	associée	au	réticulum	endoplasmique	et	à	 l’enveloppe	nucléaire.	

Selon	 (Hirano	 et	 al.	 2009)	 elle	 est	 aussi	 en	 complément	 dans	 le	 cytosol	 et	 sur	 la	

membrane	 plasmique.	 Le	 rôle	 de	 la	 protéine	 serait	 selon	 eux	 de	 dépalmitoyler	 les	

protéines	et	d’éliminer	les	lysophospholipides	du	cytosol.	Cette	localisation	a	été	étudiée	

dans	 l’article	 joint	à	 cette	 thèse	et	nous	avons	conclu	que	TbPLA1b	se	 trouve	à	 la	 fois	

dans	le	glycosome	et	le	cytosol.	
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Figure	46	:	Alignement	des	orthologues	de	la	TbPLA1b	au	niveau	du	pentapeptide	catalytique	
	

Alignement	de	PLA1b	humaine	(O75608),	PLA1b	de	rat	(P70470),	de	la	PLA1b	de	Pseudomonas	(Q51758)	de	TbPLA1b	de	trypanosoma	(D6XM23).	Les	

identifiants	utilisés	sont	les	identifiants	Uniprot.	On	voit	une	conservation	de	la	triade	catalytique	à	travers	l’évolution.		
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Par	chance,	 la	structure	d’une	protéine	analogue	a	été	cristallisée	dans	 le	Pseudomonas	

fluorescens	 :	elle	 possède	 le	 motif	 α/β	 hydrolase	consensus	des	 lipases	(Kim	 et	 al.	

1997).		 Plus	 tard,	 l’étude	 de	 cette	 protéine	 dans	 le	 génome	 humain,	a	 permis	 aux	

chercheurs	 de	 cristalliser	une	 structure	 comparable	 à	 celle	 présente	 dans	

le	Pseudomonas	fluorescens	 (Figure	 47).	 Encore	 une	 fois,	 l’activité	 principale	 décrite,	

reste	 l’activité	lysophospholipase	 (Devedjiev	 et	 al.	 2000).	Une	 autre	 caractéristique	

intéressante	 de	 cette	 protéine	 est	 son	 absence	 de	 besoin	 d’activation	 interfaciale,	 qui	

rend	l’activité	de	certaines	lipases	très	contraignantes.		

	

Figure	47	:	Comparaison	de	la	structure	cristalline	des	orthologues	de	la	TbPLA1b	dans	le	

Pseudomonas	aeruginosa	et	dans	l'Homme	

	

D’après	(Kim	et	al.	1997)et	(Devedjiev	et	al.	2000)	:	A	gauche	en	1,	cristallisation	de	la	PLA1b	
chez	Pseudomonas	fluorescens	et	à	droite	en	2,	cristallisation	de	PLA1b	humaine.	
	

Dans	 la	 Figure	 47,	 on	 remarque	 une	 organisation	 identique	 des	 différents	 hélices	 et	

feuillets.	De	même,	 le	 site	 catalytique	est	extrêmement	bien	conservé,	avec	une	sérine	

catalytique	positionnée	exactement	au	même	endroit	pour	les	deux	protéines	et	très	peu	

de	décalage	pour	les	deux	autres	acteurs	(acide	aspartique	et	histidine)	de	la	triade.	La	

1	 2	
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très	haute	conservation	de	cette	protéine	dénote	d’une	activité	fondamentale	au	sein	de	

la	cellule.	

	

Grâce	à	un	logiciel	en	ligne	«	I-TASSER	»	(Roy,	Kucukural,	et	Zhang	2010)	nous	sommes	

en	capacité	de	prédire	la	structure	que	pourrait	avoir	TbPLA1b	et	si	elle	ressemble	aux	

protéines	orthologues	déjà	cristallisées	(Yang	et	Zhang	2015).	

	

La	 protéine	 qui	 possède	 la	 plus	 grande	 analogie	 de	 structure	 avec	 TbPLA1b	 est	 la	

protéine	 1fj2A,	 une	 protéine	 humaine	 classée	 EC	 3.1.4.39,	 ou	

alkylglycérophosphoéthanolamine	 phosphodiestérase,	 une	 lysophospholipase.	 Cette	

protéine	est	la	structure	2	de	la	Figure	47.	

N’ayant	 pas	 été	 décrite	 dans	 le	 parasite	qui	 nous	 intéresse,	 cette	 activité	 reste	

très	singulière,	d’autant	que	certains	auteurs	avaient	déjà	mentionné	dans	le	passé	une	

activité	lysophospholipase	dont	 on	 ne	 connait	 pas	 encore	 la	 provenance	 (Sage	 et	 al.	

1981).			

Un	 autre	 outil	 développé	 par	 le	 Dr.Tinti	 (Tinti	 et	 al.	 2019)	 permet	 de	 connaître	 le	

protéome	des	parasites	à	 chaque	moment	du	cycle	cellulaire	et	notre	protéine	semble	

exprimée	de	manière	constante	et	homogène	tout	le	long	du	cycle	(Figure	48).	Nous	ne	

pouvons	cependant	pas	conclure	à	son	activité	durant	le	cycle,	la	protéine	pouvant	subir	

certaines	modifications	la	rendant	parfois	active	ou	au	contraire	inactive.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	48	:	Evolution	de	l'expression	de	TbPLA1b	au	cours	du	cycle	cellulaire	selon	le	Dr.	Tinti	

	

Dans	 les	 trois	 réplicats	 de	 cette	 expérience,	 TbPLA1b	 est	 constante	 dans	 le	 temps.	 Le	 temps	 de	

doublement	 d’un	 trypanosome	 de	 forme	 sanguine	 est	 de	 7h	 et	 on	 observe	 ici	 qu’il	 n’y	 a	 pas	 de	

différence	entre	la	phase	G1,S	et	G2-M.	Le	niveau	d’expression	reste	identique.	
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1.3.1 Etude	de	la	croissance	de	de	427	possédant	3	allèles	de	TbPLA1b.	

Après	 les	 études	 portant	 sur	 la	 lignée	 KOTbPLA1b	 (voir	 article)	 reflétant	 son	 activité	

non	essentielle	à	 la	survie	du	parasite	en	condition	de	culture	classique,	 il	nous	a	paru	

judicieux	de	 tester	si	 la	protéine,	exprimée	en	plus	grande	quantité,	pouvait	avoir	une	

activité	 toxique	 pour	 le	 parasite.	En	 effet,	 comme	 nous	 l’avons	 précisé	 plus	 tôt,	 la	

régulation	de	la	quantité	de	lysophospholipides	doit	être	contrôlée	de	manière	très	fine	

car	en	trop	grande	quantité	ils	peuvent	être	toxiques	pour	la	cellule	(Plemel	et	al.	2018).		

Nous	 avons	 donc	 effectué	 une	 expérience	 de	 surexpression	 (Figure	 49)	 avec	 les	

différentes	versions	de	TbPLA1b	présentes	dans	l’article.		

	

Cette	 expérience	 consiste	 en	 la	 réintroduction	par	 l’intermédiaire	d’un	pLew100,	d’un	

allèle	 de	 TbPLA1b,	 taggué	 en	 N-terminal	 par	 un	 Ty-Tag	 dans	 les	 souches	 WT	 427	

du	Trypanosoma	brucei	brucei.	 Nous	 avons	 étudié	 la	 croissance	 des	 lignées	 cellulaires	

obtenues.	Des	western-blot	(WB)	nous	ont	permis	de	vérifier	la	présence	de	la	protéine	

et	de	conclure	que	sa	surexpression	n’était	pas	toxique	pour	le	parasite.	Il	est	important	

de	noter	que,	bien	que	les	protéines	réintroduites	soient	adressées	à	des	compartiments	

distincts,	cela	ne	change	pas	la	croissance	des	parasites.	

	

	

Figure	49	:	Etude	de	la	croissance	des	parasites	427	avec	surexpression	des	allèles	de	TbPLA1b	

mutés.	

	

Les	courbes	comportant	un	+	ont	été	cultivées	avec	de	la	tétracycline	tandis	que	celles	avec	un	–	

sont	cultivés	en	milieu	non	induit.	Le	WB	a	été	réalisé	à	J=10	de	la	courbe	de	croissance	ci-à-côté.	

	

La	 Figure	 49	montre	 que	 les	 parasites	 ne	 semblent	 pas	 être	 affectés	 par	 la	 présence	

d’une	plus	grande	quantité	de	TbPLA1b	en	condition	de	culture	standard.		
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Cela	suggère	plusieurs	hypothèses	:	

• L’activité	PLA1	de	la	protéine	est	très	faible	et	donc	n’influence	pas	l’homéostasie	

du	parasite	en	conditions	de	culture.	

• Il	y	a	une	régulation	interne	et	la	présence	de	la	protéine	ne	prévaut	pas	de	son	

activité.	On	pourrait	penser	que	la	protéine	pourrait	être	inactivée.	

• La	protéine	est	sécrétée	si	elle	est	en	trop	grande	quantité	dans	le	parasite.	

• La	protéine	est	stockée	dans	les	glycosomes.		

1.3.2 Répartition	de	TbPLA1b	

Nous	 avons	 posé	 l’hypothèse	 que	 les	 glycosomes	 pouvaient	 être	 un	 compartiment	 de	

stockage	saturable.	Cela	impliquait	que	si	l’hypothèse	était	juste,	nous	verrions	une	plus	

grande	quantité	de	protéines	dans	le	cytoplasme	du	parasite	ou	sécrétées	dans	le	milieu	

extérieur	 mais	 toujours	 la	 même	 quantité	 dans	 le	glycosome.	 Pour	 vérifier	 cette	

hypothèse	 nous	 avons	 réalisé	 deux	 expériences	 de	 fractionnement,	 l’une	 par	 une	

méthode	de	lyse	hypotonique	et	l’autre	grâce	à	un	détergent,	la	digitonine.		

	

1.3.3 La	lyse	hypotonique	

A	 l’aide	 d’un	 tampon	 hypotonique	 qui	 entraine	 la	 lyse	 des	 parasites,	 nous	 avons	 pu	

fractionner	les	protéines	solubles	(S)	du	parasite	et	les	protéines	non	solubles	(NS).	Les	

protéines	contenues	dans	 les	compartiments	cellulaires	comme	la	mitochondrie	ou	 les	

glycosomes	ne	sont	pas	affectées	par	ce	tampon.		

	

Par	 conséquent,	 on	 trouvera	 automatiquement	 ces	 protéines	 dans	 la	 fraction	 non	

soluble.	 Il	 faut	noter	 ici	que	 l’anticorps	qui	révèle	TbPLA1b,	révèle	à	 la	 fois	 la	protéine	

native,	 qui	 va	 se	 retrouver	 à	 une	 taille	moindre	 que	 TbPLA1b	 tagguée,	 et	 la	 protéine	

tagguée.	En	effet	cette	dernière	est	plus	 lourde	(31kD)	car	elle	comporte	un	Ty-tag	en	

plus	de	la	séquence	originelle.		

	

La	 Figure	 50-1,	 montre	 à	 J6	 d’induction	 à	 la	 tétracycline,	 la	 présence	 de	 la	 protéine	

surexprimée	dans	 les	différents	 compartiments.	Deux	notions	 sont	 alors	 à	prendre	 en	

compte	;	 1/	 La	 quantité	 de	 protéine	 native	 et	 sa	 répartition	;	 et	 2/	 la	 quantité	 de	

protéine	surexprimée	et	sa	répartition.		
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La	Figure	50-2	permet	de	quantifier	cette	répartition	que	l’on	observe	visuellement	sur	

la	partie	1	par	rapport	à	une	moyenne	hypothétique	de	répartition.	C’est-à-dire	que	si	on	

avait	 50%	 de	 répartition	 de	 la	 protéine	 dans	 chaque	 extrait	 entre	 le	 culot	 et	 le	

surnageant,	les	plots	des	graphiques	représentant	les	culots	et	les	surnageants	seraient	

alignés	sur	le	plot	«	moyenne	culot	+	surnageant	».	Cela	n’est	pas	le	cas	ici,	en	effet	dans	

la	 partie	 2-A,	 on	 observe	 clairement	 une	 distribution	 hétérogène	 de	 la	 protéine	

surexprimée.	La	surexpression	de	TyTbPLA1bSKL	la	dirige	de	manière	quasi	totale	dans	

les	glycosomes,	tandis	que	TyTbPLA1b-SKS	reste	en	quasi	totalité	dans	le	cytoplasme.		

Toujours	 en	 comparant	 par	 rapport	 à	 la	 moyenne	 d’expression	 totale	 de	 la	 protéine,	

concernant	TbPLA1b	native	(Figure	50,	2-B),	on	observe	que	sa	répartition	est	presque	

parfaitement	 homogène	 entre	 la	 quantité	 de	 TbPLA1b	 dans	 les	 glycosomes	 et	 celle	

présente	dans	le	cytoplasme.	On	peut	poser	ici	trois	conclusions	:	

• la	surexpression	de	la	TbPLA1b	n’induit	pas	de	modification	de	la	distribution	de	

la	protéine	native.		

• Les	 signaux	 d’adressage	 SKL	 ou	 SKS	 ont	 une	 efficacité	 indéniable	 sur	 la	

compartimentalisation	des	protéines.		

• Les	glycosomes	ne	semblent	pas	être	saturés	en	TbPLA1b.	

	

Cependant,	de	manière	 intéressante,	 la	protéine	TyTbPLA1b-SKS	 (pour	 laquelle	 le	 site	

d’adressage	 au	 glycosome	 a	 été	 tronqué),	 en	 présence	 de	 la	 protéine	 native,	 peut	 se	

retrouver	en	quantité	minime	dans	les	glycosomes.	On	peut	suggérer	que	TbPLA1b	peut	

former	un	hétéropolymère	de	la	version	native	TbPLA1b	et	mutée	TbPLA1b-SKS	avant	

d’entrer	dans	le	glycosome.	Cela	permettrait	à	la	version	mutée	incapable	de	se	localiser	

par	elle-même	dans	le	glycosome	de	s’y	retrouver.	Une	éventuelle	redondance	entre	les	

différentes	 PLA1	 du	 trypanosome	 africain	 nous	 a	 poussé	 à	 comparer	 TbPLA1b	 avec	

TbPLA1a,	protéine	déjà	décrite	au	préalable	par	T.	Smith	et	étant	cytosolique	(Richmond	

et	 Smith	 2007a).	 L’hypothèse	 portait	 sur	 le	 fait	 que	 le	 cytoplasme	 ne	 peut	 contenir	

qu’une	quantité	définie	de	protéine	à	activité	PLA1.	En	conséquent,	pour	réguler	cette	

activité,	 il	 faudra	que	 le	parasite	se	débarrasse	d’une	partie	des	enzymes	porteuses	de	

cette	activité	si	la	quantité	de	PLA1	augmente.		

	



	 146	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Figure	50	:	Lyse	hypotonique	sur	les	mutants	de	surexpression	des	différentes	versions	de	la	TbPLA1b	et	analyse	quantitative	de	la	quantité	de	TbPLA1a	par	
rapport	à	la	quantité	totale	de	protéine.	
	
1-Expérience	de	lyse	hypotonique	des	différents	mutants	avec	les	marqueurs	cytoplasmique	(énolase),	glycosomal	(aldolase),	la	TbPLA1b	native	à	28	kD,	la	
TbPLA1b	surexprimée	et	mutée	à	31	kD	à	J6	d’induction	à	la	tétracycline	et	la	TbPLA1a.	2-	Analyse	comparative	de	la	répartition	de	la	TbPLA1b	dans	les	
différents	compartiments	en	fonction	du	mutant	de	localisation.	3-	Western	blots	natifs	des	TbPLA1a	et	énolase	pour	lesquels	on	a	sorti	le	bruit	de	fond	
grâce	 au	 logiciel	 Image	 J.	 4-	 Quantification	 grâce	 à	 Image	 J	 de	 la	 quantité	 de	 TbPLA1a	 totale	 comparée	 à	 la	 quantité	 d’énolase	 totale	 selon	 le	mutant	
TbPLA1b	de	surexpression.		
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Nous	 avons	 donc	 quantifié	 la	 protéine	 TbPLA1a	 dans	 chaque	 extrait	 des	 mutants	

possédant	 un	 allèle	 surnuméraire	 (Figure	 50-3).	 La	 quantité	 de	 protéine	 TbPLA1a	 de	

chaque	extrait	total	a	été	ajustée	à	la	quantité	d’énolase,	témoin	de	charge,	afin	d’obtenir	

un	pourcentage	de	présence	de	TbPLA1a	dans	 les	différents	mutants	de	surexpression	

précédemment	décrits	(Figure	50-4).	On	observe	qu’en	présence	de	la	TyTbPLA1b-SKS	

surnuméraire	(protéine	uniquement	cytosolique),	la	quantité	de	TbPLA1a	est	de	60%	la	

quantité	d’énolase	tandis	que	la	surexpression	de	TyTbPLA1b,	qui	peut	aussi	aller	dans	

les	 glycosomes,	 et	 de	 120%.	 Cette	 différence	 pourrait	 être	 attribuée	 au	 fait	 que	 la	

quantité	de	TbPLA1a	est	régulée	en	fonction	de	la	quantité	de	TbPLA1b.	

1.3.4 Fractionnement	à	la	digitonine		

Les	premiers	résultats	de	la	lyse	hypotonique	nous	ont	suggéré	que	TbPLA1b	pouvait	se	

polymériser	 avant	 d’entrer	 dans	 les	 glycosomes,	 ce	 qui	 expliquerait	 la	 présence	 de	 la	

TyTbPLA1b-SKS	 dans	 ces	 compartiments	 bien	 qu’elle	 n’ait	 plus	 de	 site	 d’adressage.	

Nous	pouvons	exclure	l’existence	d’un	hétéropolymère,	en	effet	la	protéine	TyTbPLA1b-

SKS	 exprimée	 dans	 le	 KOTbPLA1b	 est	 uniquement	 cytosolique,	 confirmant	

l’indépendance	de	TbPLA1b	pour	entrer	dans	 les	glycosomes	(ne	nécessite	pas	 l’action	

d’une	autre	protéine)	(cf	Article	soumis).	

Nous	avons	donc	effectué	une	expérience	de	digitonine	afin	d’observer	plus	précisément	

la	 localisation	 de	 la	 TyTbPLA1b-SKS	 dans	 un	 contexte	 où	 l’allèle	 TbPLA1b	 natif	 est	

encore	présent	(Figure	51).	

Figure	51	:	Fractionnement	à	la	digitonine	des	parasites	427+TyTbPLA1b-SKS	
	

La	figure	montre	les	culots	traités	avec	des	concentrations	croissantes	de	digitonine.	L’énolase	est	
le	marqueur	cytoplasmique	et	l’aldolase	le	marqueur	glycosomal.		
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La	protéine	tronquée	pour	le	site	d’adressage	aux	glycosomes	(-SKS)	qui,	dans	la	lignée	

KOTbPLA1b	 ne	 peut	 pas	 atteindre	 ce	 compartiment,	 le	 peut	 dans	 les	 conditions	 de	

présence	des	allèles	natifs,	 au	même	 titre	que	 la	TbPLA1b	endogène.	Cette	expérience	

confirme	 donc	 notre	 hypothèse	 d’homopolymérisation.	 La	 question	 suivante	 est	 de	

trouver	 sous	 quelle	 conformation	 TbPLA1b	 est	 prise	 en	 charge	 par	 les	 systèmes	

d’import	 aux	 glycosomes.	 Deux	 autres	 expériences	 ont	 apporté	 des	 réponses	 à	 ce	

questionnement.	

1.3.5 Analyse	par	chromatographie	liquide	haute	performance	(HPLC)	

La	protéine	TbPLA1b	a	été	exprimée	de	manière	hétérologue	dans	un	système	bactérien	

sur	 des	E.	 Coli	 BL21.	 Cette	 protéine	 purifiée	 a	 été	 analysée	 par	 une	 chromatographie	

liquide	 afin	 de	 voir	 si	 nous	 obtenions	 différents	 points	 de	 rétention	 du	 produit,	

autrement	dit,	diverses	conformations	de	la	protéine	(Figure	52).		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	52	:	Etude	par	HPLC	de	la	TbPLA1b		
	

La	courbe	280	représente	la	rétention	de	la	TbPLA1b,	seule	protéine	présente	dans	l’échantillon.	
La	courbe	254	montre	les	contaminants,	notamment	les	acides	nucléiques.	
	
Ce	que	nous	avons	pu	observer	est	l’apparition	de	deux	pics	distincts.	Un	premier	petit	

pic,	correspondant	à	une	forme	polymère,	probablement	dimérique,	et	un	second	grand	

pic,	correspondant	à	une	forme	monomère,	en	plus	grande	quantité.	Il	est	intéressant	de	

savoir	 que	 cette	 protéine	 a	 la	 faculté	 de	 prendre	 une	 conformation	 autre	 que	

monomérique	à	l’intérieur	de	la	bactérie.		
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1.3.6 Analyse	par	gel	natif	

Un	gel	natif,	non	dénaturant	a	été	réalisé	sur	 la	souche	Antat	sauvage	du	parasite	afin	

d’observer	le	poids	que	pouvait	avoir	le	polymère	de	la	TbPLA1b.	Les	mêmes	dépôts	ont	

été	 effectués	 sur	 un	 même	 gel	 afin	 d’en	 colorer	 une	 partie	 avec	 de	 l’Instant	 Blue®,	

comportant	le	marqueur	de	charge	et	de	faire	un	WB	sur	l’autre	partie,	sur	laquelle	nous	

n’avions	pas	de	marqueur	de	charge.	On	peut	supposer	que	la	migration	étant	la	même,	

nous	aurions	donc	un	marqueur	sur	le	WB	(Figure	53).			

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	53	:	Gel	natif	par	extration	à	la	digitonine	de	parasites	Antat	sauvages.	
	

La	 partie	 gauche	 de	 la	 figure	 montre	 la	 coloration	 à	 l’Instant	 Blue®	 après	 extraction	 avec	 des	
quantités	croissantes	de	digitonine.	Les	mêmes	extraits	(surnageants)	sont	testés	en	WB	avec	un	
anticorps	révélant	TbPLA1b.	PM	:	Membrane	plasmique,	G	=	glycosome	et	M	=	mitochondrie.	
	

On	observe	sur	la	Figure	53,	que	l’homodimère	pèse	environ	242	kDa.	Ceci	correspond	à	

8	TbPLA1b.	Autrement	dit,	cette	phospholipase	particulière	aurait	la	capacité	de	former	

des	 octamères	 de	 protéine.	 Cette	 disposition	 est	 étonnante	 pour	 une	 phospholipase	

(Kingma	et	Egmond	2002),	en	effet	la	plupart	sont	retrouvées	sous	forme	de	dimère.	

1.3.7 Possible	voie	de	sécrétion	de	TbPLA1b	

Puisque	 nous	 avions	 à	 disposition	 les	 mutants	 d’adressage	 de	 TbPLA1b,	 nous	 avons	

voulu	tester	quelle	était	la	fraction	de	TbPLA1b	sécrétée	dans	les	parasites.	Deux	voies	

de	sécrétion	étaient	possibles.	La	première	voyait	 la	partie	cytoplasmique	de	TbPLA1b	

sécrétée	 dans	 le	 milieu	 extérieur,	 grâce	 à	 la	 poche	 flagellaire.	 La	 deuxième	 pouvait	

Instant Blue WB

0,02  0,1  0,2  0,3 0,02  0,1  0,2  0,3

mg digitonine/mg protéines mg digitonine/mg protéines
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consister	 en	 l’excrétion	 des	 glycosomes.	 Cependant,	 il	 est	 important	 de	 souligner	 que	

selon	l’analyse	du	sécrétome,	seulement		8%	des	protéines	du	protéome	glycosomal	se	

retrouvent	dans	 le	sécrétome	(Geiger	et	al.	2010),	ce	n’est	donc	pas	 la	piste	principale	

d’étude.	Pourtant,	le	renouvellement	des	glycosomes	est	constant	dans	le	parasite,	selon	

ses	 besoins	 énergétiques,	 ils	 sont	 recyclés	 par	 le	 système	 endolysosomal,	 par	

pexophagie	 (Bauer	 et	 Morris	 2017).	 Or,	 des	 études	 ont	 montré	 que	 des	 vésicules	 de	

sécrétion	 pouvaient	 se	 détacher	 du	 parasite,	 impliquant	 la	 sécrétion	 dans	 le	 milieu	

extérieur	de	certaines	protéines	par	 la	voie	de	ces	vésicules.	Nous	avons	donc	effectué	

une	expérience	de	 excrétion/sécrétion	avec	 les	différents	mutants,	 afin	de	déterminer	

quelle	fraction	était	sécrétée	(Figure	54).	

	

	

	

	

	

	

Figure	54	:	Western	blot	de	la	sécrétion	de	la	TbPLA1b	dans	les	différents	mutants	de	la	lignée	
KOTbPLA1b	

	
Dans	le	KOTbPLA1b,	réexpression	des	différentes	versions	de	la	TyTbPLA1b	et	mise	en	condition	
de	 sécrétion	des	parasites.	 Le	 total	 de	parasite	WT	est	 à	une	 concentration	de	105	 cellules	 /mL.	
Révélation	TbPLA1b	par	anti-TbPLA1b.	PFR	=	Paraflagellar	rod,	protéine	non	sécrétée.	
	

Le	résultat	de	notre	expérience,	montre	que	TyPLA1bSKL	qui	possède	un	site	canonique	

d’adressage	 aux	 glycosomes	 semble	 moins	 sécrétée	 que	 TyTbPLA1b-SKS	 qui	 est	

entièrement	cytoplasmique.	On	peut	donc	supposer	que	c’est	la	partie	cytoplasmique	du	

pool	de	TbPLA1b	natif	qui	est	sécrétée	par	le	parasite.	Le	glycosome	jouerait	un	rôle	de	

stockage	 ou	 TbPLA1b	 aurait	 une	 activité	 encore	 inconnue	 dans	 les	 glycosomes.	 Cette	

expérience	mérite	d’être	renouvelée	avec	un	contrôle	de	sécrétion	comme	l’énolase	par	

exemple.	 	 En	 parallèle	 nous	 avons	 effectué	 le	 sécrétome	 des	 cellules	 Antat	 que	 nous	

avons	analysé	en	protéomique	et	dans	lequel	nous	retrouvons	la	TbPLA1b.	

1.3.8 Analyses	complémentaires	de	TbPLA1b	:	conclusion	générale		

Pour	 conclure	 sur	 TbPLA1b,	 on	 peut	 lui	 prêter	 une	 localisation	 originale	 bi-

compartimentale,	 à	 la	 fois	 cytoplasmique	 et	 glycosomale,	 affectée	 à	 ce	 compartiment	

particulier	par	un	PTS-1	de	faible	affinité	qu’est	le	SKS.	Sa	structure	quaternaire	est	aussi	

WT tot ext KoTbPLA1b     KOTbPLAb KOTbPLAb KOTbPLA1b
TyTbPLA1b TyTbPLA1b –SKS TyTbPLA1bSKL  

PFR

TyPLA1b
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atypique	puisqu’	elle	semble	se	conformer	en	octamère.	La	sécrétion	de	cette	protéine	

semble	passer	par	 le	pool	d’enzyme	cytoplasmique	et	non	glycosomale,	confirmant	 les	

hypothèses	 du	 Dr.	 Geiger	 (Geiger	 et	 al.	 2010).	 La	 présence	 de	 certaines	 protéines	 du	

protéome	du	glycosome	dans	le	sécrétome	du	parasite	pourrait	s’expliquer,	comme	c’est	

le	cas	ici,	par	une	bi-compartimentalisation	de	certaines	protéines.		

	

Pour	 observer	 la	 structure	 moléculaire	 de	 la	 protéine,	 nous	 avons	 essayé	 de	

cristalliser	TbPLA1b	avec	 l’aide	du	Dr.	Paul	Lesbats.	Nous	 avons	 seulement	pu	obtenir	

un	très	petit	cristal.	Après	avoir	essayé	avec	une	plus	grande	quantité	de	protéine	et	de	

mélange	 de	précipitation,	 nous	 n’avons	 hélas	 pas	 pu	 obtenir	 plus	 de	 cristaux.	 La	

cristallisation	 d’une	 protéine	 est	 un	 processus	 complexe	mettant	 en	 jeu	 beaucoup	 de	

paramètres.	 Il	nous	reste	encore	un	grand	nombre	de	conditions	à	tester	pour	espérer	

obtenir	 des	 cristaux	 exploitables.	 Une	 approche	 complémentaire	 pour	 étudier	 la	

structure	 pourrait	 être	 le	 recours	 à	 la	 cryomicroscopie	 électronique,	 technologie	

développée	au	laboratoire	par	le	Dr	Rémi	Fronzes.	

1.3.9 Les	expériences	et	les	analyses	de	lipidomique	

Les	 analyses	 lipidomiques	 ont	 été	 effectuées	 dans	 un	 laboratoire	 partenaire	 à	 St	

Andrews	 en	 Ecosse	 afin	 de	 déterminer	 la	 spécificité	 de	 substrat	 et	 l’activité	 de	 la	

TbPLA1b.	

1.3.9.1 La	lipidomique	globale	sur	lysat	de	cellule.	

Tout	 d’abord,	 des	 analyses	 de	 la	 composition	 lipidique	 des	 différents	mutants	 ont	 été	

réalisées	à	partir	d’extraits	totaux.	C’est-à-dire	que	l’ensemble	du	spectre	lipidique	a	pu	

être	observé	pour	chaque	parasite.		

Tous	 les	 mutants	 de	 localisation	 des	 427	 KOTbPLA1b	 présents	 dans	 la	 publication	

(TyTbPLA1b,	TyTbPLA1b-SKS,	TyTbPLA1bSKL)	ainsi	que	les	cellules	sauvages	Antat	et	

427	 et	 les	 Antat1173	 KOTbPLA1c,	 AntatKOTbPLA1b	 et	 Antat1173KOTbbLa	 ont	 été	

testés.	 Il	 est	 important	 de	 rappeler	 qu’au	 cours	 de	 notre	 étude,	 nous	 avons	 pensé	

judicieux	 de	 travailler	 sur	 la	 souche	 Antat	 qui	 induit	 une	 symptomathologie	 moins	

sévère	 chez	 la	 souris	 et	 permet	 l’étude	 plus	 approfondie	 de	 facteurs	 de	 virulence	

putatifs.			
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Malheureusement,	 les	 différents	 spectres	 analysés	 ne	 nous	 ont	 pas	 permis	 d’élaborer	

d’hypothèse	quant	 à	 l’activité	des	différentes	 lipases.	Une	partie	de	 cet	 échec	pourrait	

s’expliquer	par	la	complexité	de	la	reproductibilité	de	la	technique	et	l’adaptabilité	très	

importante	 des	 parasites.	 En	 effet,	 ces	 derniers	 pourraient	 compenser	 la	 perte	 d’une	

lipase	par	l’action	d’une	autre	lipase	qui	possèderait	la	même	activité.	

1.3.9.2 Les	analyses	de	lysats	d’Antat	sauvage	supplémentés	en	TbPLA1b	

Afin	de	remédier	à	cette	adaptation	systématique	du	parasite,	nous	avons	imaginé	une	

nouvelle	 expérience	 qui	 consiste	 à	 incuber	 les	 extraits	 de	 parasites,	 contenant	 ses	

propres	lipides,	avec	notre	protéine	recombinante.	

	

Le	surplus	d’enzyme	induit	une	modification	des	spectres,	reflet	des	lipides	hydrolysés	

par	la	TbPLA1b.	En	effet,	chaque	pic	correspond	à	un	lipide	particulier	et	la	disparition	

d’un	pic	est	synonyme	de	la	lyse	du	lipide	correspondant.	L’avantage	de	cette	méthode	

réside	 dans	 le	 fait	 que	 les	 enzymes	 ont	 ainsi	 à	 leur	 disposition	 dans	 le	 lysat,	 leur(s)	

substrat(s),	leur(s)	partenaire(s)	métabolique(s)	et	leur(s)	co-facteur(s)	éventuel(s).	

	

Cependant,	cette	expérience	n’est	pas	sans	faille,	car	nous	savons	que	les	phospholipases	

ne	 sont	 pas	 des	 enzymes	 à	 activité	 très	 spécifique.	 En	 trop	 grande	 quantité,	 elles	

pourraient	 détruire	 plus	 que	 les	 lipides	 qu’elles	 coupent	 en	 conditions	 natives.	

Néanmoins,	même	si	elles	peuvent	couper	plusieurs	substrats,	 il	demeure	une	sorte	de	

spécificité	dans	le	sens	où	une	enzyme	à	activité	PLA1	aura	rarement	une	activité	PLA2,	

sauf	si	c’est	une	PLB.		

	

L’analyse	 des	 différents	 graphiques	 obtenus	 pour	 cette	 expérience	 doit	 se	 faire	 par	

étape.	 La	 quantité	 de	 phospholipides	 est	 immense	 dans	 le	 parasite	 et	 il	 est	 donc	 très	

difficile	d’observer	des	diminutions	de	pics.	De	plus,	l’extraction	des	lipides	est	toujours	

différente	 il	 est	 donc	 important	 de	 faire	 les	 extractions	 pour	 chaque	 échantillon	 au	

même	moment.		

	

Parce	 que	 nous	 suspections	 l’activité	 lysophospholipase	 de	 TbPLA1b,	 nous	 nous	

sommes	intéressés	à	la	disparition	éventuelle	de	certains	lysophospholipides.	En	moins	

grande	quantité	que	 les	phospholipides,	 l’action	d’une	quantité	 conséquente	d’enzyme	

pourrait	 être	 visible	 au	 niveau	 des	 spectres.	 Il	 est	 à	 noter	 que	 la	 seule	 analyse	
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interprétable	 est	 celle	 des	 lipides	 de	 la	 famille	 des	 phosphatidylcholines.	 Les	 autres	

types	de	glycérophospholipides	n’ont	pas	donné	de	résultats	exploitables.	Nous	tenons	à	

souligner	que	tous	ces	résultats	sont	préliminaires	et	que	ces	expériences	doivent	être	

reproduites	pour	amener	à	une	conclusion	valable	des	activités.	

1.3.9.2.1 Validation	du	profil	des	Antat	WT	et	de	la	méthodologie	

La	première	étape	a	été	d’observer	le	spectre	lipidique	des	cellules	Antat	WT	(contrôle	

négatif)	(Figure	55),	qui	possèdent	deux	copies	de	TbPLA1b.	

	

	

	

		

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	55	:	Spectre	lipidique	des	parasites	Antat	WT	
	
Entouré	en	bleu	nous	avons	l’étalon	interne	SPLASH	LIPIDOMIX®	et	en	jaune	les	lysophosholipides	
du	parasite.	Cela	est	valable	pour	tous	les	graphiques	de	la	partie	lipidomique.	
	

On	 observe	 que	 dans	 ces	 conditions	 natives,	 il	 y	 a	 présence	 de	 lysophospholipides	

provenant	de	PC	de	courtes	chaines	(<36	carbones)	comme	le	lysoPC	(18	:2)	au	pic	522	

et	le	LysoPC(18	:0)	au	pic	526.5.	En	conditions	normales,	on	peut	imaginer	qu’il	y	a	dans	

la	cellule	une	quantité	faible	de	lysoPC	toujours	présente.		

	

Pour	valider	l’activité	des	enzymes	dans	les	conditions	de	l’expérience,	nous	avons	testé	

une	 PLA2	 de	 pancréas	 de	 bœuf	 industrielle,	 pour	 observer	 un	 changement	 de	

constituants	 lipidiques	(Figure	56).	En	effet,	si	ce	profil	avait	été	 le	même	que	le	profil	

WT,	nous	n’aurions	pas	pu	conclure	sur	la	suite	des	expériences.	

	

 +Prec (184.10): 297 MCA scans from Sample 27 (20200131 SARAH LYSATE ASSAY C- +VE P184 LYSO) of 20200131 SARAH.wiff (Nanospray), S... Max. 2.4e5 cps.
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On	observe	ici	que	le	profil	est	modifié	avec	l’apparition	de	pics	particuliers	sous	l’effet	

de	 la	 PLA2	 comme	 le	 LysoPC	 (24	:0)	 au	 pic	 605,5.	 On	 peut	 donc	 conclure	 que	 les	

variations	potentielles	que	nous	verrons	sous	l’action	deTbPLA1b	devraient	être	dues	à	

la	présence	en	excès	de	cette	dernière.	Les	LysoPC	que	nous	avons	retrouvé	sont	ceux	

qui	ne	possèdent	pas	de	doubles	liaisons	dans	leur	chaine	aliphatique.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	56	:	Spectre	lipidique	des	parasites	Antat	WT	supplémentés	en	PLA2	bovine	
	

1.3.9.2.2 Comparaison	des	Antat	WT	avec	les	Antat	KOTbPLA1b	

On	 observe	 que	 le	 profil	 lipidique	 entre	 les	 cellules	 KOTbPLA1b	 et	 WT	 427	 est	

quasiment	le	même.	Selon	notre	hypothèse,	il	semblerait	donc	qu’une	autre	protéine	ait	

les	 mêmes	 capacités	 enzymatiques	 que	 TbPLA1b,	 permettant	 au	 profil	 des	

lysophospholipides	de	rester	le	même	(Figure	57).	Deux	questions	se	posent	à	ce	stade	:	

	

• Quelle	est	l’enzyme	qui	possède	la	même	fonction	que	TbPLA1b	et	qui	prend	sa	

fonction	 métabolique	 quand	 cette	 dernière	 est	 indisponible	?	 Il	 est	 à	 noter	

qu’aucune	 protéine	 possédant	 de	 fonction	 similaire	 putative	 n’a	 été	 retrouvée	

dans	les	analyses	protéomiques.	Une	des	raisons	pourrait	être	que	cette	protéine	

remplaçante	 a	 une	 très	 forte	 activité	 catalytique	 et	 le	 parasite	 n’aurait	 pas	 la	

nécessité	de	la	surexprimer	pour	obtenir	l’activité	TbPLA1b.		

	

• Quelle	est	l’activité	de	TbPLA1b	?	

	

 +Prec (184.10): 297 MCA scans from Sample 10 (20200131 SARAH LYSATE ASSAY C+ +VE P184 LYSO) of 20200131 SARAH.wiff (Nanospray), S... Max. 7.6e5 cps.
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Figure	57:	Spectre	lipidique	des	parasites	Antat	KOTbPLA1b	
	

1.3.9.2.3 Comparaison	des	Antat	sauvages	et	des	Antat	supplémentés	en	TbPLA1b	

Afin	de	répondre	à	cette	deuxième	question,	nous	avons	ajouté	en	excès	TbPLA1b	sur	les	

lysats	de	parasites	(Figure	58).		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	58:	Spectre	lipidique	des	parasites	Antat	WT	supplémentés	en	TbPLA1b	
	

Les	 résultats	 que	 nous	 observons	 ici	 montrent	 la	 disparition	 de	 certains	

lysophospholipides	 présents	 dans	 les	 cellules	 Antat	 comme	 par	 exemple	 le	 lysoPC	

(18	:2)	au	pic	522	et	le	lysoPC(18	:0)	au	pic	526.5	mais	aussi	les	lysoPC	(22	:4)	et	(22	:6).	

La	disparition	de	ces	lysoPC	pourrait	aller	dans	le	sens	d’une	activité	lysophospholipase	
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de	 TbPLA1b.	 Activité	 retrouvée	 pour	 les	 orthologues	 de	 TbPLA1b	 dans	 d’autres	

microorganismes	et	chez	l’Homme.	

	

D’autre	part	il	est	possible	que	TbPLA1b	ne	coupe	pas	que	les	lipides	de	la	famille	des	PC	

mais	aussi	ceux	d’une	autre	 famille	de	Glycérophospholipides.	Comme	nous	 l’avons	vu	

dans	 les	 expériences	 d’activité	 de	 l’article	 en	 révision,	 TbPLA1b	 coupe	 les	

phosphatidyléthanolamines	 (présent	 dans	 le	 kit	 EnzCheck®),	 ce	 qui	 lui	 confère	 aussi	

une	activité	PLA1.	Cependant	 les	résultats	de	ces	expériences	de	 lysats	méritent	d’être	

répétés	avant	d’être	certains	de	l’activité	lysophospholipase.	

	

Une	 hypothèse	 originale	 serait	 que	 TbPLA1b	 qui	 possède	 de	 multiples	 localisations,	

puisse	 avoir	 des	 activités	 différentes	 selon	 le	 compartiment,	 dépendant	 plutôt	 des	

lipides	à	disposition	que	de	l’activité	propre	de	l’enzyme.	Dans	les	lysats	de	cellules,	tous	

les	compartiments	sont	mélangés	on	ne	peut	donc	pas	discriminer	la	fonction.	Il	serait	

intéressant	de	 répéter	 ces	expériences	en	étudiant	 chaque	compartiment	 cellulaire,	 sa	

structure	en	lipides	et	les	activités	des	lipases	sur	ces	compartiments.			
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2 TbPLA1c	
 

2.1.1 Généralités	

Le	deuxième	candidat	étudié	durant	cette	thèse	est	la	protéine	dont	la	dénomination	est	

Tb927.9.12700.	Dans	la	banque	de	données	génomiques	des	trypanosomes,	TritrypDB,	

elle	est	annotée	Phospholipase	A1	et	c’est	pourquoi	nous	avons	retenu	ce	candidat.	Nous	

l’avons	nommé	durant	ma	thèse	TbPLA1c.	Cette	protéine	possède	447	acides	aminés	et	

pèse	49,9	kD.	Il	est	important	de	noter	que	cette	protéine	a	aussi	une	annotation	PLA2	

pour	 la	 souche	 427	 du	 Trypanosoma	 brucei	 brucei	 et	 pour	 Trypanosoma	 brucei	

gambiense	sur	TriTrypDB.	

2.1.2 Recherche	d’orthologues	et	comparaison	de	séquences.	

Grâce	à	des	analyses	in	silico	nous	avons	pu	retrouver	deux	orthologues	intéressants	de	

TbPLA1c	 (Q38DE4).	 Le	premier	 chez	 l’Homme	 (Q13093)	 et	 le	deuxième	 chez	 le	 chien	

(Q28262)	(Figure	59).	Ces	orthologues	possèdent	le	même	pentapeptide	catalytique	sur	

les	 trois	 enzymes,	 c’est	 à	dire	une	version	G-X-S-X-G	qui	prend	 ici	 la	 forme	G-H-S-F-G.	

Nous	ne	pouvons	pas	définitivement	statuer	sur	le	reste	de	la	triade	catalytique	car	les	

analyses	 structurales	 n’ont	 pas	 permis	 de	 les	 distinguer.	 Cependant,	 on	 compte	 deux	

histidines	 conservées	 et	 six	 acides	 aspartiques	 sur	 les	 séquences	 homologues.	 L’acide	

aspartique	 le	 plus	 probablement	 mis	 en	 jeu	 dans	 la	 triade	 catalytique	 serait	 l’acide	

aminé	 344	 de	 la	 séquence	 consensus	 de	 la	 Figure	 59	 (Tjoelker	 et	 al.	 1995).	 D’autres	

zones,	 peut-être	 utilisées	 pour	 la	 liaison	 au	 substrat	 sont	 conservées	 aussi,	 comme	 la	

séquence	VSFHGL.		Le	pentapeptide	actif	de	cette	protéine	se	retrouve	au	tiers	terminal	

de	la	protéine.		

Le	 logiciel	 I-Tasser	 nous	 a	 permis	 de	 modéliser	 la	 structure	 de	 TbPLA1c	 et	 de	 la	

comparer	à	des	structures	de	protéines	similaires	déjà	cristallisées.	La	protéine	la	plus	

proche	de	la	TbPLA1c	est	la	protéine	Q13093	humaine	(gène	PLA2G7).	Elle	est	annotée	

comme	 platelet-activating	 factor	 acétylhydrolase,	 EC	 3.1.1.47.	 Elle	 hydrolyserait	

préférentiellement	les	lipides	à	groupe	de	tête	choline.	Cette	protéine	serait	une	forme	

particulière	 de	 PLA2.	 Elle	 est	 en	 effet	 trop	 lourde	 pour	 être	 une	 PLA2	 sécrétée	 et	

possède	 un	 pentapeptide	 catalytique	 typique	 des	 lipases	 neutres.	 Ce	 qui	 fait	 d’elle	 un	

hybride	entre	une	PAF	et	une	PLA2	calcium	dépendante	sécrétée	(Tjoelker	et	al.	1995).	

	



	 158	

	

Figure	59	:	Alignement	TbPLA1c	de	l'Homme,	du	chien	et	du	trypanosome	africain	avec	le	logiciel	Geneious	
	
Le	pentapeptide	catalytique	est	représenté	par	une	flèche	rouge.	En	bleu,	peptide	sélectionné	pour	la	création	d’anticorps	dirigés	contre	TbPLA1c.	En	
vert,	 les	 deux	peptides	utilisés	dans	 la	même	 intention	par	 le	Dr.	Muhammad.	Q38DE4	=	TbPLA1c	 trypanosome,	Q13093	PLA1c	humaine,	Q28262	=	
PLA1c	chien.	
	



	 159	

2.1.3 Localisation	de	TbPLA1c	
2.1.3.1 Étude	de	la	séquence	

D’après	le	site	TriTrypDB,	TbPLA1c	possède	un	peptide	signal	qui	permet	son	adressage	

à	 la	 membrane	 et	 possiblement	 son	 envoi	 dans	 le	 milieu	 extracellulaire	 ainsi	 qu’un	

domaine	 transmembranaire	 (Figure	 60).	 Ce	 domaine	 transmembranaire	 a	 aussi	 été	

prédit	 par	 le	 site	 Outcyte	 avec	 un	 score	 de	 0,9973.	 La	 protéine	 parasitaire	 n’est	 pas	

prédite	pour	avoir	un	peptide	signal	alors	que	la	protéine	humaine,	l’est,	pour	un	score	

de	0,896.	Ceci	peut	s’expliquer	par	les	limites	du	logiciel	qui	ne	prend	en	compte	que	les	

70	premiers	acides	aminés	pour	prédire	le	site	dans	lequel	le	peptide	signal	pourrait	se	

trouver.	Cependant,	on	peut	observer	sur	l’alignement	(Figure	59)	que	TbPLA1c	possède	

déjà	 36	AA	 de	 plus	 que	 son	 orthologue	 humaine.	 Ce	 signal	 peut	 donc	 logiquement	 se	

trouver	 après.	 Tronquer	 la	 protéine	 de	 ses	 36	 premiers	 acides	 aminés	 ne	 change	

cependant	rien	à	la	prédiction.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	
Figure	60	:	Prédiction	des	différents	domaines	de	TbPLA1c	selon	TriTrypDB.	

	
On	observe	dans	le	carré	rouge	la	présence	de	la	prédiction	pour	le	peptide	signal	
et	le	domaine	transmembranaire.		

2.1.3.2 Les	méta-analyses	et	le	TrypTag	

Sur	le	site	TriTrypDB,	nous	pouvons	voir	plusieurs	localisations	prédites	pour	TbPLA1c.	

La	première	localisation	intéressante	est	glycosomale.	L’équipe	du	Dr.	Ferguson	(Güther	

et	al.	2014),	par	une	technique	de	SILAC	et	Spectrométrie	de	Masse	a	été	en	mesure	de	la	

détecter	 (high	 confidence).	 Cependant,	 cela	 va	 à	 l’encontre	 des	 données	 publiées	 par	

deux	 fois	 par	 le	 Dr.	 Colosante,	 qui	 ne	 la	 retrouve	 pas	 dans	 le	 glycosome	 (Claudia	

Colasante	et	al.	2013).	 Il	 faut	noter	que	TbPLA1b	a	été	 retrouvé	dans	une	analyse	des	

glycosomes	de	Trypanosoma	brucei	brucei	(C	Colasante	et	al.	2006).	
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Les	 analyses	 de	 TrypTag	 nous	 montrent	 une	 autre	 localisation	 possible	 pour	 cette	

protéine	(Figure	61).	

La	protéine	taguée	en	N-term	montre	une	localisation	à	la	lumière	du	noyau	cellulaire.	

En	C-term	elle	montre	une	 localisation	dans	 le	RE	et	 le	pore	nucléaire.	 La	 localisation	

exacte	de	cette	protéine	n’a	donc	pas	encore	été	décrite	avec	certitude.		

	

	

	

	

	

	

	
Figure	61	:	Localisation	de	TbPLA1c	en	N-term	et	en	C-term	de	la	protéine	d’après	le	site	Tryptag		

2.1.3.3 L’expression	le	long	du	cycle	cellulaire	

Le	turnover	de	cette	protéine	est	constant	le	long	du	cycle,	comme	TbPLA1b	((Tinti	et	al.	

2019)).	 Cette	 protéine	 pourrait	 donc	 par	 exemple	 occuper	 une	 	 place	 dans	 le	

métabolisme	de	 fond	ou	dans	 la	 structure	du	parasite	 et	 n’est	 pas	modifiée	 lors	 de	 la	

multiplication	du	parasite	(Figure	62).		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	62	:	Evolution	de	la	quantité	de	TbPLA1c	le	long	du	cycle	cellulaire	selon	le	Dr.	Tinti.	
	

2.1.3.4 TbPLA1c	dans	la	littérature	

L’activité	 PLA2	 au	 sein	 du	 trypanosome	 africain	 est	 depuis	 longtemps	 discutée	 voire	

controversée	(Eintracht	et	al.	1998).	Beaucoup	de	chercheurs	pensaient	que	le	parasite	

en	était	dépourvu	(Ridgley	et	Ruben	2001)	et	qu’il	 compensait	avec	une	activité	PLA1	
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suivie	d’une	activité	lysoPLA.	Cependant,	cette	activité	a	pu	en	certaines	occasions	être	

démontrée	(Eintracht	et	al.	1998),	(María	Laura	Belaunzarán,	Lammel,	et	de	Isola	2011).	

Le	Dr	Muhammad	proposa	dans	sa	 thèse	 l’étude	d’une	phospholipase	du	trypanosome	

africain	 dont	 l’orthologue	 humain	 était	 annoté	 PLA2.	 Il	 décrivit	 TbPLA1c	 comme	 une	

PLA2	(Muhammad	2009).	Ensuite	le	Dr.	Nok	publia	un	article	sur	des	alignements	entre	

différents	organismes	et	kinétoplastidés	pour	cette	PLA2	(I.	Y.	Longdet	et	al.	2015),	puis	

sa	proposition	de	vaccination	grâce	à	cette	enzyme	(I.	Longdet	et	al.	2016).		

Le	 Dr.	 Nok	 a	 étudié	 TbPLA1c	 du	 trypanosome	 africain	 afin	 de	 développer	 une	 piste	

vaccinale.	A	l’image	des	PLA2	présentes	dans	les	venins	de	serpent,	il	pensait	que	cette	

enzyme	 aurait	 de	 bonnes	 capacités	 immunogènes.	 Il	 a	 donc	utilisé	 l’ADN	de	TbPLA1C	

pour	immuniser	des	souris.	Il	explique	que	la	présence	de	motifs	CpGs	permettrait	une	

immunostimulation	globale	de	l’hôte,	produisant	une	activité	trypanocide	rapide.	Il	a	en	

plus	 ajouté	 à	 certains	 groupes	 de	 souris	 un	 booste	 vaccinal	 de	 protéine	 TbPLA1c,	

améliorant	encore	la	résistance	des	souris	au	parasite	(I.	Longdet	et	al.	2016).	

	

 
2.2.1 La	localisation	de	la	TbPLA1c	dans	le	trypanosome	africain	

Afin	d’élucider	la	localisation	de	TbPLA1c	dans	le	Trypanosoma	brucei	brucei	nous	avons	

utilisé	différentes	approches.	

• Expression	dans	 le	 trypanosome	d’une	 version	 tagguée	de	TbPLA1c	 à	 l’aide	du	

plasmide	 pLew100	 (TbPLA1cTy)	 dans	 une	 lignée	 n’exprimant	 plus	 la	 protéine	

native	(KOTbPLA1c).	

• Stratégie	d’endotagging	in	situ	afin	d’avoir	l’expression	native	de	la	protéine.		

2.2.1.1 Réexpression	de	TbPLA1cTy	dans	le	trypanosome	à	l’aide	du	pLew	100	

Cette	 approche	 ayant	 fait	 ses	 preuves	 pour	 TbPLA1b	 (partie	 précédente)	 nous	 avons	

choisi	de	 l’utiliser	afin	de	déterminer	 la	 localisation	de	TbPLA1c.	Pour	cela	nous	avons	

d’abord	 créé	 une	 lignée	 Knock-Out	 dans	 laquelle	 ont	 été	 supprimés	 les	 allèles	 de	

TbPLA1c.	 Les	 détails	 concernant	 la	 création	 de	 ce	 mutant	 sont	 présentés	 plus	 bas	

(2.2.5.1).	Ensuite	nous	avons	réintroduit	une	copie	de	TbPLA1c	possédant	un	 tag	Ty	à	

l’aide	du	plasmide	pLew100.	La	même	approche	d’expression	d’une	version	 tagguée	a	

été	 utilisée	 dans	 la	 souche	 sauvage	 Antat	 1173.	 L’anticorps	 anti-Ty	 nous	 permet	 de	

détecter	la	copie	introduite	par	WB,	comme	le	montre	la	Figure	63.	
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Malgré	l’ajout	croissant	de	tétracycline	inductrice,	TbPLA1c	n’était	pas	visible,	ni	en	WB,	

ni	 en	 fluorescence	 après	 une	 sélection	 pourtant	 effective	 à	 la	 phléomycine.	 Plusieurs	

clones	 de	 bactéries	 ont	 été	 utilisés	 et	 plusieurs	 transfections	 ont	 été	 réalisées	 sans	

résultat.	L’anticorps	Ty	a	été	vérifié	sur	une	membrane	en	parallèle	et	était	fonctionnel.		

	

Sur	la	Figure	63,	on	observe	que	l’énolase,	marqueur	de	charge,	est	tout	à	fait	présente,	

tandis	 que	 l’anticorps	 anti-Ty	 ne	 révèle	 aucune	 protéine.	 Malgré	 la	 réexpression,	 la	

protéine	 ne	 semble	 pas	 présente.	 Une	 solution	 pour	 vérifier	 la	 présence	 de	 l’allèle	

réintroduit	 serait	 d’extraire	 l’ADN	 génomique	 du	 mutant	 d’intérêt	 et	 d’essayer	

d’amplifier	 par	 PCR	 le	 nouvel	 allèle	 comprenant	 le	 Ty.	 Cette	 approche	 de	 localisation	

n’ayant	 pas	 fonctionnée	 nous	 avons	 donc	 décidé	 d’utiliser	 la	 technique	 d’introduction	

d’un	tag	directement	au	locus	du	gène	ou	«	endotagging	».	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	63	:	Western	Blot	de	vérification	de	la	présence	de	TbPLA1cTy		
	

Les	Antat	1173TbPLA1cTy	et	AntatKOTbPLA1cTbPLA1Ty	induites	et	non	induites	à	la	tétracycline	
pendant	5	jours	sont	testées	afin	de	vérifier	la	présence	de	la	TbPLA1cTy.	L’anticorps	monoclonal	
anti-Ty	a	été	utilisé	pour	révéler	les	protéines	tagguées.	
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2.2.1.2 Endotagging	Ty-eYFP-TyTbPLA1c	et	TbPLA1c10Ty	

La	 stratégie	 d’endotagguer	 des	 protéines	 de	 parasite	 a	 plusieurs	 avantages.	 D’abord,	

cette	 technique	 ne	 nécessite	 pas	 l’ajout	 d’un	 plasmide	 entier	 dans	 le	 parasite	 ce	 qui	

favorise	la	réussite	des	transfections	et	rend	l’approche	moins	chronophage.	De	plus	elle	

permet	de	tagguer	la	protéine	à	son	locus	et	donc	de	favoriser	la	régulation	endogène	de	

l’expression	de	la	protéine	ciblée	tout	en	s’affranchissant	des	erreurs	de	polymérisation	

éventuelles.	Pour	réaliser	cette	étude	de	localisation,	nous	avons	utilisé	deux	plasmides.	

Le	premier	plasmide	est	 celui	qui	 figure	dans	 la	publication	originale	de	Sam	Dean,	 le	

pPotv2	(Dean	et	al.	2015).	Nous	avons	utilisé	ce	plasmide	pour	tagguer	la	protéine	en	N-

term.	La	particularité	de	ce	plasmide	est	qu’il	possède	un	enchainement	de	Tag	Ty-eYFP-

Ty.	 Comme	 nous	 pouvons	 l’observer	 sur	 la	 Figure	 64,	 le	 profil	 d’expression	 en	

immunofluorescence	montre	une	localisation	de	type	glycosomale.	En	effet	on	peut	voir	

que	TyTbPLA1c	semble	colocaliser	avec	l’aldolase,	marqueur	du	glycosome.		

	

Figure	64	:	Endotagging	TbPLA1c	en	N-term	grâce	au	pPotV2.	
	

En	rouge	TbPLA1c	révélée	par	le	Ty-Tag.	En	vert,	Bip,	marqueur	du	Réticulum	endoplasmique	ou	
aldolase	marqueur	de	glycosome.	En	bleu	Dapi,	marqueur	des	acides	nucléiques.	
	

La	possibilité	que	la	protéine	soit	retenue	dans	le	RE,	de	par	sa	concentration	autour	du	

noyau	 cellulaire	 nous	 a	 conduit	 à	 effectuer	 un	 autre	 endotagging	 en	 C-term	 de	 la	

protéine.	En	effet,	il	est	tout	à	fait	possible	qu’un	tag	aussi	important	gêne	la	localisation,	

d’autant	plus	que	certains	sites	sont	prédits	en	N-term	pour	acheminer	la	protéine	à	la	

TyTbPLA1c	 Bip	 Merge	

TyTbPLA1c	

Dapi	 Phase	

Phase	Dapi	Merge	Aldolase	
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membrane	plasmique.Nous	avons	pu	étiqueter	TbPLA1c	avec	un	tag	composé	de	10Ty	

en	C-term	dans	 les	souches	Trypanosoma	brucei	brucei	427,	Antat	Smox	et	Antat	1173	

avec	l’aide	du	pPotv7	de	Sam	Dean.	Pour	les	trois	souches,	nous	avons	obtenu	le	même	

profil.	 Nous	 présenterons	 donc	 indifféremment	 les	 divers	marquages	 que	 nous	 avons	

effectué	pour	trouver	la	localisation	de	la	protéine	(Figure	65).		

	

Figure	65	:	Endotagging	TbPLA1c	en	C-term	grâce	au	pPotV7.	
	

	
En	 vert	TbPLA1c	 révélée	par	 le	Ty-Tag.	 En	 rouge,	 énolase,	marqueur	 cytoplasmique	ou	 aldolase	
marqueur	de	glycosome.	En	bleu	Dapi,	marqueur	des	acides	nucléiques.	
	

Sur	la	Figure	65,	malgré	un	faible	signal,	la	protéine	ne	semble	pas	être	localisée	dans	les	

glycosomes.	 Par	 contre,	 un	 signal	 jaune,	 de	 colocalisation	 semble	 apparaître	 avec	

l’énolase.	TbPLA1c	pourrait	 soit	être	en	partie	cytoplasmique	(par	exemple	une	partie	

transmembranaire	 et	 une	 partie	 cytoplasmique)	 ou	 les	 signaux	 sont	 trop	 forts	 et	

induisent	un	biais	de	colocalisation.		

	

En	conséquent,	à	la	suite	de	différentes	expériences,	nous	n’avons	malheureusement	pas	

pu	conclure	sur	la	localisation	de	cette	protéine.	En	effet,	la	technique	de	l’endotagging	

pose	un	problème	concernant	 la	 localisation	de	 la	protéine,	nous	ne	pouvons	être	sûrs	

que	 cela	 n’interfère	 pas	 sur	 son	 adressage	 et	 sa	 structure	 quaternaire.	 De	 plus,	 notre	

résultat	 d’immunofluorescence	 n’est	 pas	 le	 même	 que	 celui	 du	 site	 Tryptag.	 Une	 des	

TbPLA1c10Ty	 Merge	 Dapi	 Phase	Enolase	

TbPLA1c10Ty	 Merge	 Dapi	 Phase	Aldolase	
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solutions	 serait	 de	 pouvoir	 réexprimer	 TbPLA1c	marquée	 d’un	 seul	 Ty-Tag	mais	 nos	

tentatives	ont	pour	le	moment	échoué.		

2.2.2 Solubilité	de	TbPLA1c	

Afin	 de	 savoir	 si	 la	 protéine	 est	 soluble,	 j’ai	 effectué	 un	 test	 de	 lyse	 hypotonique	 en	

utilisant	 l’énolase	 comme	 marqueur	 de	 solubilité	 cytoplasmique	 et	 l’aldolase	

glycosomale	sur	les	Antat1173TbPLA1c10Ty.	L’aldolase	est	une	protéine	soluble	et	son	

maintien	 dans	 les	 glycosomes	 après	 cette	 expérience	 montre	 un	 enrichissement	 des	

culots	en	glycosomes,	ces	derniers	ne	sont	pas	lysés	par	le	tampon	de	lyse	hypotonique.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
Figure	66	:	Expérience	de	lyse	hypotonique	avec	révélation	de	la	TbPLA1c10Ty	à	gauche,	de	

l'aldolase	et	de	l'énolase	à	droite.	
	
A	gauche,	révélation	de	Antat1173TbPLA1c10Ty	avec	l’anticorps	anti-Ty,	à	droite	dans	le	puits	C,	
présence	de	 l’aldolase	 (41,1	kD)	et	dans	 le	puits	 S	présence	de	 l’énolase	 (46,6	kD).	C	=	 culot,	 S=	
surnageant.	
	

Dans	 la	 Figure	 66,	 le	 changement	 de	 taille	 correspondant	 à	 TbPLA1c	 (49kD)	 +	 10Ty	

(30kD)	 n’est	 pas	 exact.	 Nous	 sommes	 aux	 alentours	 de	 70kD	 au	 lieu	 de	 80kD	 et	

l’apparition	 de	 bandes	 qui	 n’étaient	 pas	 à	 la	 bonne	 taille	 malgré	 un	 anti-Ty	 très	

spécifique	 (130kD),	 nous	 ont	 fait	 douter	 de	 l’efficacité	 de	 notre	 expérience.	
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Figure	67	:	Évolution	de	l'expression	de	la	TbPLA1c10Ty	en	présence	de	l’ARNiTbPLA1c	dans	la	souche	427	
	
L’analyse	quantitative	a	été	réalisée	sur	le	western	blot	à	4	jours	d’induction	en	normalisant	la	quantité	de	protéine	par	rapport	à	la	PFR	(PFR	=	Marqueur	
de	charge).	La	TbPLA1c10Ty	est	révélée	en	vert	par	l’anti-Ty	et	le	VSG	est	révélé	en	rouge	par	un	anti-VSG	sur	la	figure	d’immunofluorescence.	
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Afin	d’observer	si	la	protéine	marquée	était	véritablement	TbPLA1c,	nous	avons	utilisé	

la	technique	de	l’ARN	interférence	pour	supprimer	l’expression	de	TbPLA1c	et	aussi	par	

conséquent	de	TbPLA1cTy.	Nous	avons	induit	les	cellules	à	la	tétracycline,	enclenchant	

ainsi	le	processus	d’interférence	pendant	4,	6	et	10	jours	et	pu	observer	grâce	à	un	WB,	

une	 diminution	 conséquente	 de	 l’expression	 de	 la	 protéine,	 qui	 passe	 de	 100%	

d’expression	 à	 13%	 sur	 extraits	 totaux	 en	 seulement	 4	 jours	 (Figure	 67).	 La	 protéine	

tagguée	 était	 donc	 bien	 TbPLA1C.	 Elle	 se	 trouverait	 dans	 la	 fraction	membranaire	 ou	

insoluble	du	parasite.	

2.2.3 Création	d’anticorps	spécifiques	

Afin	de	localiser	TbPLA1c	de	manière	plus	précise	et	en	conditions	natives,	nous	avons	

envisagé	d’utiliser	des	anticorps	spécifiques	dirigés	contre	cette	enzyme.	Pour	cela,	nous	

avons	tenté	de	l’exprimer	dans	des	conditions	hétérologues	en	utilisant	E.Coli	BL21.		

Après	 un	 grand	 nombre	 de	 tentatives	 pour	 l’exprimer,	 en	 jouant	 sur	 les	 milieux,	 les	

souches	 de	 bactéries	 et	 les	 températures,	 nous	 n’avons	 pas	 pu	 obtenir	 de	 protéine	

soluble.	Nous	avons	changé	le	plasmide	d’expression	pGEX	pour	un	PetSUMO,	sans	plus	

de	succès.	Nous	avons	donc	décidé	de	synthétiser	un	peptide	spécifique	de	 la	protéine	

afin	de	créer	des	anticorps	que	nous	pourrions	tester	(Figure	59).		

Ce	peptide,	à	la	séquence	suivante	:	GHCDNSASFMRDSSGKE,	nous	a	permis	d’immuniser	

deux	 lapins.	 Après	 multiplication	 des	 tests,	 les	 anticorps	 donnent	 un	 signal	 non	

spécifique	 et	 non	 stable	 entre	 les	 différentes	 expériences.	 Beaucoup	 de	 bandes	

apparaissent	et	nous	avons	dû	nous	rendre	à	 l’évidence	que	ces	anticorps	ne	sont	pas	

utilisables.		

Il	faut	noter	que	TbPLA1c	a	été	exprimée	par	le	Dr.	Khalid	Muhammad	qui	a	aussi	réussi	

à	 la	 purifier.	 Ces	 expériences	 n’ont	 pas	mené	 à	 la	 publication	 d’un	 article	 scientifique	

mais	 peuvent	 être	 consultées	 dans	 la	 thèse	 du	 Dr	 Khalid	 Muhammad	 (Muhammad	

2009).	 Durant	 ses	 expériences,	 le	 Dr	 Muhammad	 a	 immunisé	 deux	 lapins	 avec	 des	

peptides	 particuliers	 de	 la	 TbPLA1c	 et	 a	 ainsi	 pu	 obtenir	 des	 anticorps	 spécifiques	

dirigés	 contre	 la	 protéine	 d’intérêt.	 Comme	 nous	 pouvons	 l’observer,	 le	 peptide	 que	

nous	avons	choisi	n’était	pas	commun	à	celui	du	Dr.	Muhammad.	Ces	trois	peptides	sont	

ajoutés	à	l’alignement	de	séquence	pour	les	situer	dans	la	protéine	(Figure	59).	
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2.2.4 Expression	de	TbPLA1c	dans	Rosetta	2	

Par	 chance,	 lors	 de	 mon	 séjour	 à	 St	 Andrews,	 nous	 avons	 pu	 tester	 une	 souche	 de	

bactérie	 Rosetta	 2	 et	 un	 milieu	 d’auto-induction	 qui	 nous	 ont	 permis	 d’exprimer	 la	

protéine	dans	la	fraction	soluble	du	lysat	bactérien	(Figure	68).	Nous	avons	pu	visualiser	

la	protéine	grâce	à	des	anticorps	anti-his,	apportés	par	le	plasmide	petSUMO.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	68	:	Purification	de	la	TbPLA1c	grâce	au	plasmide	petSumo	
	

Étapes	de	purification	de	la	TbPLA1c.	E	=	élution	(fraction	purifiée	de	la	protéine)	

	

Il	 est	 à	noter	 ici	 que	 le	 clonage	dans	 le	petSUMO	a	 été	 réalisé	 à	partir	 de	 la	TbPLA1C	

tronquée	pour	la	partie	N-Term	et	comprend	donc	seulement	les	acides	aminés	82	à	447	

de	 la	 protéine.	 La	 partie	 initiale	 de	 la	 protéine	 peut	 possiblement	 contenir	 un	 site	

transmembranaire	gênant	l’expression	dans	les	bactéries.	De	plus,	cette	première	partie	

n’est	pas	conservée	entre	les	espèces,	elle	ne	devrait	donc	pas	influer	sur	l’activité.		

Il	 faudra	 donc	 dans	 l’avenir	 tester	 cette	 protéine	 sur	 différents	 substrats	 afin	 d’en	

déterminer	l’activité	principale.		
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2.2.5 Études	fonctionnelles	de	TbPLA1c	
2.2.5.1 Vérification	des	mutants	KOTbPLA1c	

Les	 longs	primers	utilisés	pour	 l’endotagging	comportant	des	régions	homologues	aux	

régions	UTR	spécifiques	des	protéines	étudiées	nous	ont	permis	de	générer	des	KO	de	

TbPLA1c	 de	 façon	 simple.	 Cette	 technique	 nous	 a	 permis	 de	 réutiliser	 les	 primers	 de	

localisation	et	de	faire	des	Knock-Out	sans	ajout	d’un	plasmide	entier	mais	seulement	du	

marqueur	de	résistance	au	locus	par	recombinaison	homologue.		

	

Il	n’y	a	donc	pas	eu	d’étape	de	clonage	préliminaire	mais	seulement	deux	PCR	et	deux	

transfections.	J’ai	pu	ainsi	obtenir	deux	clones	de	KOTbPLA1c	dans	la	souche	Antat	et	un	

clone	dans	la	souche	Antat	1173	(Figure	69).	

	

	

	
Figure	69	:	PCR	de	vérification	du	KOTbPLA1c	dans	Antat1173	
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2.2.5.2 Croissance	des	KOTbPLA1c	en	milieu	IMDM	

Les	mutants	n’ont	pas	de	difficulté	de	croissance	en	milieu	de	croissance	classique	et	se	

divisent	en	environ	7h,	à	l’image	des	cellules	sauvages	(Figure	70).	

Souche Temps de doublement en heure 

Antat 7,02 

Antat 1173 6,94 

AntatKOTbPLA1c#3 7,31 

AntatKOTbPLA1c#4 7,16 

Antat1173KOTbPLA1c#1 7,19 

	
	

Figure	70	:	Temps	de	doublement	des	KOTbPLA1c	par	rapport	aux	cellules	Antat	sauvages	
	
Les	analyses	d’activité	et	 les	démarches	d’étude	de	 fonction	ont	été	 faites	en	parallèle	

sur	tous	les	mutants	que	nous	avons	réalisés	durant	cette	étude.	Nous	traiterons	donc	de	

ces	résultats	dans	une	étude	comparative	de	cette	thèse.		
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3 Étude	de	l’activité	phospholipase	dans	le	trypanosome	africain.		
L’activité	 PLA1	 dans	 le	 trypanosome	 africain	 est	 très	 importante,	 comme	 nous	 le	

montrent	 les	 anciennes	 publications	 des	 années	 1980	 (Hambrey,	 Mellors,	 et	 Tizard	

1981).	Malgré	la	suppression	du	gène	codant	pour	TbPLA1b,	le	parasite	ne	semble	pas	

avoir	de	problèmes	de	croissance,	ni	de	virulence	(article	soumis).	Le	Dr.	Richmond	fit	le	

même	 constat	 quand	 il	 supprima	 le	 gène	 codant	 pour	 	 TbPLA1a	 (Richmond	 et	 Smith	

2007a).	Ces	deux	protéines	supprimées	en	parallèle	et	ayant	chacune	une	activité	PLA1,	

ne	 montrent	 pas	 de	 phénotype	 particulier.	 Parce	 que	 le	 parasite	 possède	 plusieurs	

phospholipases,	 il	 est	 légitime	 de	 se	 demander	 si	 certaines	 d’entre-elles	 ne	 sont	 pas	

redondantes.	

Les	phospholipases	A1	ne	sont	pas	des	enzymes	très	spécifiques,	peut-on	 imaginer	

que	si	le	parasite	ne	peut	pas	en	exprimer	une,	il	compensera	par	l’expression	d’une	

autre	?	 Toute	 la	 question	 est	 donc	 de	 savoir	 combien	 de	 phospholipases	 peuvent	 se	

complémenter	dans	le	trypanosome	africain.	Quand	l’une	ou	l’autre	fait	défaut,	quelle	

est	 l’ampleur	 de	 la	 compensation	 génétique	 de	 ce	 parasite,	 comment	 peut-il	

s’adapter	presque	à	volonté	?	

	

Pour	 répondre	 à	 cette	 question,	 la	 stratégie	 a	 été	 de	 tester	 l’activité	 globale	 PLA1	 et	

PLA2	des	parasites,	puis	mettre	en	place	une	 série	de	parasites	mutants,	délétés	pour	

une	 ou	 plusieurs	 phospholipases,	 afin	 d’observer	 s’il	 peut	 y	 avoir	 des	 changements	

d’activité.	 Puisque	 nous	 possédions	 déjà	 le	 mutant	 KOTbPLA1b	 dans	 la	 souche	

Trypanosoma	brucei	brucei	427,	la	première	série	d’expériences,	a	été	de	tester	des	ARN	

interférences	 (pLew	 100)	 des	 autres	 gènes	 que	 nous	 avons	 sélectionnés	 dans	 ce	

KOTbPLA1b	afin	d’en	observer	le	comportement	parasitaire	(Figure	71).	Il	est	à	noter	ici	

que	 le	 gène	 que	 nous	 avons	 appelé	 TbPLA1d	 (Tb427.08.7440),	 correspond	 à	 la	 PLA1	

étudiée	 par	 le	 groupe	 de	 recherche	 du	 Dr.	 Belaunzaran	 au	 Brésil.	 Elle	 a	 en	 effet	 été	

décrite	 dans	 Trypanosoma	 cruzi	 (María	 Laura	 Belaunzarán	 et	 al.	 2013).et	 dans	

Leishmania	braziliensis	 (Bott	et	al.	2020)	Puisqu’elle	a	été	annotée	comme	PLA1,	nous	

avons	trouvé	judicieux	de	l’inclure	aux	tests	de	redondance	de	l’activité	PLA1.		

TbbLa	 (Tb427.03.3870)	 est	 une	 enzyme	 à	 activité	 putative	 lipase	 que	 nous	 avons	

seulement	 réussi	 à	 endotagguer.	 Elle	 possède	 plusieurs	 domaines	 putatifs	

transmembranaires	et	semble	se	localiser	sous	le	VSG,	cependant	aujourd’hui,	rien	n’est	

confirmé.		
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Figure	71	:	Stratégie	d'étude	des	activités	phospholipases	des	mutants	à	partir	du	KOTbPLA1b.	

 

Le	Pr.	Smith	explique	dans	son	article	que	la	phospholipase	(TbPLA1a)	qu’il	a	décrite	est	

responsable	de	81%	de	l’activité	PLA1	(GPCho)	dans	le	trypanosome	africain	de	la	forme	

procyclique	 (Richmond	 et	 Smith	 2007a).	 Nous	 pouvons	 donc	 imaginer	 que	 si	 nous	

enlevons	 simultanément	 TbPLA1a	 et	 TbPLA1b	 nous	 supprimerons	 la	 totalité	 de	

l’activité	 PLA1	 et	 que	 cela	 aura	 des	 répercussions	 sur	 la	 croissance	 parasitaire.	 Nous	

avons	 appliqué	 ce	 raisonnement	 à	 tous	 les	 candidats	 étudiés	 pendant	ma	 thèse.	 Ainsi	

nous	 avons	 créé	 des	 lignées	 dans	 lesquelles	 il	 est	 possible	 d’inhiber	 l’expression	 de	

chacun	de	nos	candidats	par	ARN	interférence	dans	un	fond	génétique	correspondant	à	

la	lignée	KOTbPLA1b	(Figure	71).	Dans	cette	analyse	nous	avons	postulé	que	la	quantité	

en	lipides	dans	le	milieu	de	culture	pouvait	être	un	paramètre	important	influançant	la	

croissance	 des	 parasites.	 Ces	 lipides	 étant	 apportés	 par	 le	 sérum	 de	 veau	 fœtal,	 nous	

avons	choisi	de	tester	des	conditions	de	milieu	classique	(10%	SVF)	et	pauvre	en	lipides	

(3%	SVF).	L’étude	comparative	de	 la	 croissance	de	nos	 lignées	dans	ces	 conditions	de	

culture	est	présentée	dans	la	Figure	72.	Comme	nous	pouvons	l’observer,	il	n’y	a	pas	de	

différence	 de	 croissance	 entre	 les	 différents	 mutants,	 que	 ce	 soit	 pour	 ceux	 qui	 sont	

induits,	comme	ceux	qui	sont	non	induits	à	la	tétracycline.	
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Figure	 72	 :	 Courbe	 de	 croissance	 en	 conditions	 normales	 et	 déprivées	 en	 sérum	 des	 KOTbPLA1b	
induits	et	non	induits	pour	l'expression	d'ARN	interférences	sur	d'autres	candidats	à	activité	PLA1	
putative.	
	
Un	Western	Blot	a	été	effectué	à	J16	de	la	courbe	de	croissance	pour	vérifier	l’absence	de	TbPLA1a	

pour	lequel	nous	possédons	un	anticorps.	

	
Les	résultats	obtenus	posent	plusieurs	questions	:		

• L’efficacité	des	ARNi	que	nous	avons	réalisé	est-elle	avérée	?	Bien	que	je	ne	puisse	

être	 totalement	 certaine	 de	 l’activité	 de	 tels	 ARNi	 dans	 ce	 contexte,	 ils	 ont	 été	

vérifiés,	 pour	 la	 plupart,	 dans	 les	 constructions	 d’endotagging,	 tel	 que	 montré	

dans	la	partie	traitant	de	TbPLA1c.	En	effet,	on	observe	une	nette	diminution	de	

la	 quantité	 de	 protéine	 en	 présence	 de	 ces	 ARNI.	 De	 plus,	 un	WB	 associé	 à	 la	

Figure	 72	 m’a	 permis	 de	 vérifier	 l’activité	 de	 la	 tétracycline	 durant	 cette	

expérience	 précisément,	 car	 elle	 induit	 bien	 la	 diminution	 de	 la	 quantité	 de	

TbPLA1a	dans	le	KOPLA1b	(voir	3ème	puits	du	WB	de	la	Figure	72).	

• 	L’activité	 PLA1	 est-elle	 réellement	 affectée	 par	 la	 disparition	 de	 deux	 gènes	 à	

potentielle	activité	PLA1	ou	la	redondance	est	telle	que,	cette	activité	perdure	par	

l’expression	 d’autres	 gènes	?	 L’activité	 PLA1	 globale	 est-elle	 nécessaire	 à	 la	

croissance	du	parasite	ou	n’est-elle	importante,	comme	certains	auteurs	l’ont	laissé	

supposer,	que	dans	le	cas	d’une	réelle	infection,	au	contact	direct	de	l’hôte	?		

Pour	répondre	à	ces	différentes	questions,	il	nous	a	fallu	d’abord	déterminer	le	potentiel	

d’activité	PLA1	que	chacun	de	ces	mutants	possèdent.	Voit-on	véritablement	une	baisse	
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d’activité	des	mutants	ou	 les	gènes	 sélectionnés	ne	 sont	pas	 les	plus	 intéressants	pour	ce	

contexte	?	

 

Au	laboratoire	nous	disposons	de	deux	kits	d’activité	PLA1	et	PLA2	que	nous	pouvons	

utiliser	dans	le	but	de	déterminer	si	une	enzyme	possède	une	telle	activité.	

En	plus	d’être	utilisés	pour	l’activité	d’une	phospholipase	purifiée,	ces	kits	peuvent	être	

utilisés	 sur	 des	 cellules	 entières.	 C’est	 pourquoi,	 avec	 des	 extraits	 de	 parasites	 lysés,	

nous	avons	pu	approcher	le	type	d’activité	que	renferme	chacun	des	mutants.		

A	J16	de	la	courbe	de	croissance	parasitaire	(Figure	72),	nous	avons	effectué	en	plus	du	

WB	 de	 validation,	 une	 expérience	 d’activité.	 Pour	 cela	 nous	 avons	 amplifié	 les	 clones	

induits,	 puisque	 selon	 toute	 vraisemblance,	 les	 clones	 non	 induits	 devraient	 se	

comporter	 comme	 des	 KOTbPLA1b.	 107cellules	 ont	 été	 testées	 en	 triplicat	 technique	

avec	les	kits	PLA1	et	PLA2	(Figure	73).	

	
	

	
Figure	73	:	Activité	PLA1	et	PLA2	des	extraits	parasitaires	du	KOTbPLA1b	et	de	ses	lignées	ARNI	

induites	à	16	jours.	
Dans	le	rectangle	bleu	est	testée	l’activité	PLA1,	dans	le	rouge	la	PLA2.	Le	marqueur	rouge	lors	du	

test	 de	 l’activité	 PLA2	 du	mutant	 KOTbPLA1bARNiTbPLA1c	montre	 une	 activité	 PLA2	 diminuée	

pour	ce	mutant.	
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3.2.1 Activité	PLA1	

Comme	 nous	 pouvons	 l’observer	 sur	 la	 Figure	 73,	 l’activité	 PLA1	 globale	 semble	

inchangée	 peu	 importe	 le	 mutant	 étudié.	 L’activité	 est	 conséquente	 mais	 équivalente	

entre	un	trypanosome	sauvage	et	un	trypanosome	amoindri	d’un	ou	même	deux	gènes	à	

activité	 PLA1	 putative.	 Cependant,	 une	 limite	 importante	 existe	 pour	 ce	 test,	 qui	 ne	

comporte	 qu’un	 seul	 type	 de	 micelle.	 Si	 les	 phospholipases	 A1	 du	 parasite	 sont	 plus	

spécifiques	que	l’hypothèse	que	nous	avions	faite	au	départ	qui	stipule	que	ces	protéines	

ne	sont	pas	des	enzymes	à	 l’activité	spécifique,	alors	elles	ne	pourraient	peut-être	pas	

lyser	 cette	 micelle	 faite	 uniquement	 de	 PE(18).	 Ce	 peut-il	 que	 le	 candidat	 qui	 lyse	 le	

substrat	du	kit,	indifféremment	des	mutations	choisies	pour	nos	parasites,	soit	responsable	

de	la	seule	activité	que	l’on	peut	détecter	?		

Cependant,	nous	devons	noter	que	TbPLA1b	produite	dans	E.Coli	possède	une	activité	

d’hydrolyse	pour	 le	substrat	de	ce	kit	(Article	soumis).	Or,	TbPLA1b	est	présente	dans	

les	puits	A7,	A8	et	A9,	puisqu’ils	contiennent	les	parasites	sauvages	de	la	souche	427	et	

l’activité	 PLA1	 n’est	 pas	 deux	 fois	 supérieure.	Comment	 expliquer	 que	 TbPLA1b	 lyse	 le	

substrat	 du	 kit	 et	 qu’en	 son	 absence	 la	 quantité	 de	 lysophospholipide	 produite	 soit	

identique	?	

L’explication	 la	 plus	 plausible	 selon	 nous,	 serait	 que	 le	 candidat	 responsable	 de	 cette	

activité	 PLA1	 que	 l’on	 détecte	 avec	 le	 kit,	 n’est	 pas	 un	 des	 candidats	 que	 nous	 avons	

sélectionnés	 et	 qu’il	 prend	 le	 relais	 dans	 le	 parasite	 quand	 la	 TbPLA1b	 n’est	 pas	

exprimée,	afin	de	maintenir	un	pool	similaire	d’activité.		

Des	analyses	de	spectrométrie	de	masse	pourraient	nous	aiguiller	sur	les	protéines	qui	

pourraient	être	surexprimées	dans	le	parasite	KOTbPLA1b,	cependant	il	faut	garder	en	

tête	que	ce	n’est	pas	la	quantité	d’une	enzyme	qui	fait	son	efficacité	et	si	cette	enzyme	

est	beaucoup	plus	efficace	que	TbPLA1b	pour	lyser	du	PE,	alors	nous	ne	verrons	peut-

être	pas	d’augmentation	significative	dans	les	données.		

3.2.2 Activité	PLA2	

Il	est	 important	de	noter	que	si	 l’on	compare	 la	constance	de	 l’activité	PLA1	dans	tous	

les	mutants,	on	remarque	que	dans	le	mutant	KOTbPLA1bARNiTbPLA1c,	l’activité	PLA2	

y	semble	plus	basse	comparée	aux	autres	mutants.	Ce	résultat	nous	a	poussé	à	l’analyse	

de	 nouveaux	 mutants	 afin	 de	 déterminer	 si	 cette	 diminution	 d’activité	 est	 réelle.	 Si	
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l’observation	 est	 reproductible,	 cela	 validera	 une	 activité	 PLA2	 pour	 TbPLA1c,	 mais	

aussi	les	constructions	ARNiTbPLA1c.		

Afin	 de	 déterminer	 si	 la	 TbPLA1c	 possède	 vraiment	 une	 activité	 PLA2	 et	 valider	

l’absence	 d’activité	 pour	 les	 autres	 candidats,	 nous	 avons	 entrepris	 de	 tester	 des	

parasites	KO	pour	les	différents	candidats	avec	les	mêmes	kits	enzymatiques.		

 

Afin	de	valider	 les	expériences	précédentes,	 il	 a	 été	nécessaire	d’obtenir	des	parasites	

KO	pour	les	différents	gènes	étudiés.	Nous	n’avons	pas	réussi	à	obtenir	de	KOTbPLA1d.	

Plusieurs	 techniques	 ont	 été	 utilisées,	 notamment	 l’expression	 conditionnelle	 (pLew	

100)	d’un	allèle	de	gène	dans	un	427	délété	pour	un	allèle	de	TbPLA1d	 sans	 résultat.	

Nous	avons	donc	poursuivi	les	études	sur	les	3	autres	candidats	(Figure	74).		

	

	

	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Figure	74	:	Obtention	des	KO	d'intérêt	grâce	à	l'utilisation	du	pPotV7.	

3.3.1 Etude	de	la	croissance	des	différents	mutants	en	milieu	10%	SVF	

Pour	 observer	 l’impact	 de	 la	 délétion	 de	 ces	 gènes	 d’intérêt,	 nous	 avons	 réalisé	 une	

courbe	de	croissance	en	milieu	conventionnel	IMDM	supplémenté	de	10%	de	SVF.	Nous	

avons	 profité	 de	 cette	 expérience	 pour	 mesurer	 l’impact	 des	 antibiotiques	 sur	 la	

croissance	parasitaire.	En	effet,	 il	n’est	pas	rare	d’observer	une	croissance	ralentie	des	

parasites	dans	des	milieux	supplémentés	en	antibiotique.	

	

	

KOTbPLA1bKOTbPLA1c KOTbbLa

Dans Trypanosoma brucei brucei Antat

Amplifiat pPotV7



	 177	

Souvent,	deux	clones	validés	pour	leur	délétion,	par	du	séquençage	par	exemple,	ne	se	

multiplient	pas	de	la	même	façon	en	présence	d’antibiotique.	Nous	avons	observé	que	la	

différence	de	temps	de	multiplication	entre	les	clones	disparaissait	quand	on	suspendait	

l’ajout	d’antibiotique	de	sélection.	Cependant,	 il	nous	appartient	de	discriminer	 la	part	

que	prend	 l’ajout	d’antibiotique	dans	 la	multiplication	du	parasite	versus	 l’absence	du	

gène	d’intérêt.		

Afin	 de	 voir	 cette	 différence	 interindividuelle	 (analogue	 à	 celle	 des	 humains)	 des	

parasites,	nous	avons	effectué	deux	courbes	de	croissance	pour	vérifier	que	le	délai	de	

croissance	 est	 imputable	 à	 la	 délétion	 de	 gène	 (Figure	 75)	 et	 non	 à	 l’activité	 des	

antibiotiques	(Figure	76).	

	

	

Figure	75	:	Courbe	de	croissance	sans	antibiotique	des	Antat	KO	pour	les	gènes	d’intérêt.	
	

Dans	 cette	 première	 courbe	 (Figure	 75),	 on	 peut	 observer	 que	 le	mutant	KOTbbLa#1	

met	plus	de	temps	lors	du	premier	point	à	pousser	mais	que	la	tendance	est	ensuite	la	

même	et	la	vitesse	de	croissance	identique	aux	autres.	Le	résultat	du	calcul	de	la	pente	

entre	le	point	3	et	4	de	cette	courbe	est	le	même,	indiquant	une	multiplication	identique	

malgré	un	retard	de	départ.	On	conclut	de	cette	courbe	qu’il	n’y	a	pas	de	différence	de	

croissance	entre	les	différents	mutants	dans	ces	conditions	de	culture.		

Si	on	observe	la	deuxième	courbe	(Figure	76),	 	qui	a	été	réalisée	les	mêmes	jours	dans	

les	mêmes	conditions	et	avec	les	mêmes	parasites	de	départ,	on	observe	des	différences	

pour	les	mutants	ayant	poussés	en	présence	d’antibiotique.		
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Figure	76	:	Courbe	de	croissance	avec	antibiotique	des	Antat	KO	pour	les	gènes	d’intérêt.	

	
La	conclusion	de	ces	deux	figures	est	la	nécessité	d’arrêter	de	cultiver	les	parasites	dans	

des	milieux	comportant	des	antibiotiques	car	cela	peut	affecter	leur	métabolisme	et	leur	

croissance.	 Les	données	 issues	d’une	 culture	 en	présence	d’antibiotique	pourront	 être	

faussées,	 pour	 les	 analyses	 descriptives	 d’une	 courbe	 de	 croissance	mais	 pour	 toutes	

autres	 analyses	 incluant	 la	 protéomique	 et	 la	 lipidomique	 par	 exemple.	 De	 plus,	 ces	

données	ne	sont	même	pas	relatives,	c’est	à	dire	que	selon	le	mutant	que	l’on	choisit,	s’il	

est	 plus	 ou	 moins	 sensible	 à	 l’antibiotique	 présent,	 nous	 n’aurons	 pas	 les	 mêmes	

résultats.	Une	bonne	approche	serait	peut-être	de	faire	une	expérience	de	protéomique	

et	de	métabolomique	sur	des	parasites	cultivés	dans	les	antibiotiques	et	de	lister	un	pool	

de	 modifications	 imputables	 à	 l’antibiotique.	 On	 pourrait	 donc	 à	 chaque	 analyse	 se	

référer	à	ce	biais,	pour	l’éliminer	au	mieux.		

Pour	 conclure	 sur	 la	 croissance	 des	 différents	 mutants,	 il	 semble	 qu’il	 n’y	 a	 pas	 de	

différence	 de	 croissance	 dans	 ces	 conditions.	 La	 perte	 d’un	 gène	 de	 PLA	 putative,	 ne	

semble	pas	affecter	 la	survie	ni	 la	croissance	du	parasite.	Cependant	 toutes	ces	études	

sont	faites	dans	des	conditions	où	le	parasite	n’est	pas	sollicité	par	l’hôte	ni	confronté	à	

des	difficultés	de	mise	à	disposition	des	ressources.	Qu’en	est-il	si	le	parasite	évolue	dans	

des	concentrations	de	sérum	différentes	?		
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3.3.2 Etude	de	 la	croissance	dans	des	milieux	aux	concentrations	différentes	en	
SVF	

Les	parasites	mis	en	culture	à	10	%	de	sérum	ne	semblent	pas	éprouver	de	difficulté	de	

croissance.	 Or,	 si	 les	 phospholipases	 ne	 sont	 pas	 essentielles	 à	 la	 survie	 dans	 les	milieux	

riches	 en	 lipides,	 peut-être	 le	 sont-elles	 quand	 on	 prive	 le	 parasite	?	 De	 même,	 si	 elles	

servent	à	détoxifier	 le	milieu,	peut-être	observerons	nous	un	retard	de	croissance	en	trop	

grande	quantité	de	sérum,	seule	source	exogène	de	lipide	pour	les	parasites	en	culture	?		

	

Pour	 répondre	 à	 cette	 question,	 nous	 avons	 effectué	 des	 courbes	 de	 croissance	 des	

différents	parasites	en	concentrations	différentes	de	sérum.	Une	échelle	partant	de	1,5%	

à	40%	a	été	testée.	Dans	cette	expérience,	en	plus	de	tester	les	différents	mutants,	nous	

avons	aussi	voulu	tester	différentes	souches	de	parasite.	En	effet,	le	travail	sur	la	souche	

de	trypanosomes	427	n’est	pas	conseillé	si	l’on	souhaite	faire	des	expériences	in	vivo	sur	

les	souris.	Cette	souche	induit	une	symptomatique	aiguë,	trop	rapidement	mortelle.	Les	

PLA	 étant	 des	 facteurs	 de	 virulences,	 possiblement	 impliquées	 dans	 la	 relation	 hôte-

pathogène,	 il	 nous	 semblait	 important	 de	 pouvoir	 tester	 les	 mutants	 in	 vivo.	 C’est	

pourquoi	une	grande	partie	de	mon	travail	de	thèse	a	été	réalisé	dans	la	souche	Antat1.1	

(Paris)	 connue	 pour	 développer	 une	 affection	 chronique.	 Malgré	 le	 fait	 que	 nous	

possédions	 déjà	 le	 KOTbPLA1b	 dans	 la	 souche	 427,	 il	 nous	 a	 paru	 nécessaire	 de	 le	

reproduire	dans	les	Antat.	 	Les	courbes	de	croissance	ont	été	réalisées	avec	les	mêmes	

parasites	qui	ont	été	centrifugés	et	lavés	afin	de	commencer	la	croissance	dans	un	milieu	

à	la	concentration	indiquée	en	sérum	en	s’affranchissant	du	milieu	de	culture	précédent	

(IMDM	10%	sérum).		

Lorsque	nous	observons	la	croissance	des	parasites	entre	20	et	40	%	de	sérum	(Figure	

77),	ils	ne	semblent	pas	être	affectés.	Au	contraire,	une	légère	augmentation	globale	de	

la	 croissance	 survient.	 A	 40%,	 l’observation	 microscopique	 montre	 des	 parasites	 de	

taille	plus	 importante	et	se	déplaçant	un	peu	plus	 lentement.	Cependant	cela	peut	être	

dû	à	la	viscosité	du	sérum.		

A	la	fin	de	cette	expérience	nous	avons	mis	les	parasites	dans	100%	de	sérum	et	observé	

leur	mort	progressive,	dès	le	lendemain.		
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Figure	77	:	Courbe	de	croissance	de	Trypanosoma	brucei	brucei	en	excès	de	sérum.	
	

Si	 l’on	observe	 les	 courbes	 correspondant	à	des	parasites	 cultivés	avec	une	 très	 faible	

concentration	en	sérum	(Figure	78),	nous	pouvons	constater	que	les	parasites	semblent	

tout	de	même	s’adapter	plutôt	bien	à	ces	conditions.	Malgré	un	ralentissement	évident	

qui	nous	a	obligé	à	centrifuger	 les	parasites	 tous	 les	 jours	afin	de	 les	remettre	dans	 la	

quantité	 décrite	 de	 sérum	 pour	 avoir	 une	 égalité	 de	 composition	 du	 milieu	 de	

croissance,	les	parasites	survivent.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	78	:	Courbe	de	croissance	de	Trypanosoma	brucei	brucei	en	défaut	de	sérum.	
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A	 la	 fin	 de	 l’expérience,	 nous	 avons	mis	 les	 parasites	 dans	 0,75%	 de	 sérum.	 Certains	

poussaient	encore	un	peu	 le	 lendemain,	notamment	 la	souche	WT	427	mais	 la	plupart	

était	sur	le	déclin	très	rapidement,	jusqu’à	mourir.		

	

Donc,	dans	ces	conditions	de	culture,	les	différentes	lignées	présentent	un	retard	évident	

de	 croissance	mais	 qui	 pourrait	 simplement	 être	 dû	 au	 stress,	 forçant	 les	 parasites	 à	

mettre	en	jeu	des	processus	adaptatifs	:		

• Si	 l’environnement	 est	 riche	 en	 lipides	 la	 production	 de	 phospholipases	

permettrait	de	détoxifier	son	environnement,		

• Si	 l’environnement	 est	 pauvre	 en	 lipides,	 la	 production	 de	 phospholipases	

permettrait	d’effectuer	un	 turn-over	 sur	 les	 lipides	existant	ou	d’augmenter	 les	

chances	d’acquérir	davantage	de	lipides.	

	

Des	 expériences	 d’activité	 ont	 donc	 été	 réalisées	 afin	 de	 répondre	 aux	 questions	 qui	

découlent	de	cette	hypothèse.	Observerons-nous	une	activité	différente	selon	le	milieu	de	

culture	?		

3.3.3 Activité	PLA1	des	différents	mutants	

Afin	de	tester	 l’activité	PLA1	des	différents	mutants	dans	des	conditions	de	croissance	

différentes,	nous	avons	cultivé	les	parasites	dans	3%,	5%,	7,5%,	10%	et	20%	de	sérum	

pendant	 2	 jours	 et	 demi.	 L’expérience	 d’activité	 a	 ensuite	 été	 réalisée	 en	 triplicat	 en	

ajoutant	107cellules	lysées	au	substrat	fluorescent.	L’expérience	n’a	pas	été	normalisée	

sur	la	quantité	de	protéines	mais	sur	la	quantité	de	cellules	(Figure	79).		

	

Nous	avons	remarqué	après	plusieurs	expériences	que	la	quantité	de	protéines	que	l’on	

retrouve	dans	les	parasites	de	la	souche	Antat	est	inférieure	pour	une	même	quantité	de	

cellules	à	 la	quantité	que	 l’on	 retrouve	dans	 la	 souche	427.	Ceci	pourrait	 expliquer	en	

partie	 la	différence	d’activité	que	 l’on	retrouve	entre	 la	souche	Antat	et	 la	souche	427.	

Visuellement	 les	 parasites	 427	 sont	 plus	 gros	 au	microscope	 que	 les	 parasites	 Antat.	

Normaliser	 par	 la	 quantité	 de	 cellules	 n’est	 donc	 peut-être	 pas	 ici	 la	méthode	 la	 plus	

adaptée.	 Cependant	 cette	 expérience	 nous	 apporte	 quelques	 réponses	 intéressantes	

(Figure	79).	
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Figure	79	:	Comparaison	de	l'activité	PLA1	entre	les	différents	mutants	cultivés	dans	des	
concentrations	différentes	en	sérum.	

	

L’analyse	de	ces	résultats	d’activité	nous	montre	qu’au	sein	de	la	souche	Antat,	l’activité	

PLA1	 est	 plus	 élevée	 si	 les	 parasites	 ont	 poussé	 dans	 un	 milieu	 contenant	 une	 plus	

grande	quantité	de	sérum.	Donc	l’activité	PLA1	est	légèrement	augmentée	en	présence	

d’un	 milieu	 plus	 riche	 en	 lipides.	 Concernant	 la	 souche	 427,	 sur	 la	 base	 d’une	 seule	

expérience	en	triplicat	 technique,	on	ne	peut	conclure	à	une	augmentation	en	fonction	

de	 la	 quantité	 de	 lipides.	 Cependant	 nous	 pensons	 que	 dans	 ces	 circonstances	

l’expression	 des	 PLA1	 est	 trop	 stable	 pour	 que	 nous	 puissions	 voir	 quelque	 chose.	 Il	

semblerait	 que	 les	 mutants	 que	 nous	 avons	 testés	 ne	 soient	 pas	 exhaustifs	 en	 terme	

d’activité	 PLA1	 et	 que	 d’autres	 candidats	 agissent	 pour	 maintenir	 cette	 activité.	 Ces	

résultats	sont	encourageants	car	ils	montrent	que	le	parasite	peut	s’adapter	pour	avoir	

toujours	une	quantité	constante	de	PLA1.	L’activité	est	présente	quelle	que	soit	le	gène	

manquant	et	doit	donc	avoir	une	part	importante	dans	la	survie	du	parasite.		

3.3.4 Activité	PLA2	des	différents	mutants	

De	 la	 même	 manière	 que	 nous	 l’avons	 fait	 pour	 l’activité	 PLA1,	 nous	 avons	 voulu	

apprécier	le	comportement	global	de	l’activité	PLA2	dans	nos	lignées	cultivées	avec	des	

concentrations	variables	en	sérum.	
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Nous	 avons	 d’abord	 réalisé	 un	 premier	 test	 à	 l’aide	 du	 kit	 Enzcheck	 PLA2®	 de	

Termofisher	 sur	 les	 différents	mutants	 pour	 explorer	 cette	 activité	 avec	 pour	 chaque	

test	107cellules	utilisées.		

Comme	le	montre	la	Figure	80,	nous	avons	pu	détecter	cette	activité	dans	la	plupart	des	

lignées	 à	 l’exception	de	 celles	n’exprimant	plus	TbPLA1c	 ainsi	 que	de	 la	 souche	Antat	

WT.		

	

Figure	80	:	Activité	PLA2	dans	les	Antat	et	les	différents	KO	des	gènes	d'intérêt.	
	

L’hypothèse	qui	nous	a	apparu	la	plus	plausible	concernant	les	mutants	KOTbPLA1c	est	

que	TbPLA1c	aurait	une	activité	PLA2	plutôt	que	PLA1	confirmant	certains	travaux	déjà	

réalisé	auparavant	mais	non	publiés	(Muhammad	2009).		

	

Les	résultats	concernant	la	souche	Antat	WT	prêtent	plus	à	réflexion	:	

• En	 l’absence	 de	mutation,	 l’Antat	 n’a	 pas	 besoin	 d’activité	 PLA2	 pour	 survivre.	

Cette	activité	arriverait	pour	compenser	le	manque	des	PLA1	que	sont	supposées	

être	TbPLA1b	et	TbbLa.	Donc	cette	enzyme	serait	l’enzyme	compensatrice.		

• Une	explication	plus	simple	serait	que	les	parasites	n’étaient	tout	simplement	pas	

au	même	stade	de	croissance.	

Les	cellules	étaient	poussées	comme	suit	au	comptage	:	

	

AntatWT	 AntatKOTbPLA1b	 Antat1173KOTbPLA1c	 Antat1173KOTbbLa	

1,74.106/mL	 1,83.106/mL	 1,81.106/mL	 1,71.106/mL	

Figure	81	:	Comptage	des	cellules	avant	l'expérience	qui	donna	lieu	à	la	figure	80	

Antat WT AntatKOTbPLA1b

Antat1173KOTbPLA1c Antat1173KOTbbLa

Contrôle positifContrôle négatif
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La	Figure	81,	montre	que	les	cellules	étaient	toutes	à	la	même	concentration	dans	notre	

expérience.	La	deuxième	explication	ne	peut	donc	pas	être	vérifiée.	

Afin	de	répéter	cette	première	expérience,	nous	avons	utilisé	 les	mêmes	cellules	et	 les	

avons	 amplifiées.	 Cependant,	 le	 lendemain,	 les	 lignées	 AntatKOTbPLA1b	 et	

AntatKOTbbLa	ne	se	sont	pas	multipliées,	indiquant	que	la	veille,	elles	étaient	en	phase	

stationnaire,	presque	mortes.	Cette	information	est	importante	pour	comprendre	ce	qui	

diffère	 entre	 les	 cellules	 qui	 possèdent	 une	 activité	 PLA2	 et	 celles	 qui	 n’en	 possèdent	

pas.	

Puisque	 notre	 problème	 découlait	 du	 manque	 d’activité	 des	 Antat	 WT	 et	 des	

KOTbPLA1c,	 nous	 avons	 tout	 de	même	 refait	 l’expérience	 avec	 ces	 deux	 souches.	 Les	

parasites	étaient	à	la	densité	suivante	(Figure	82)	:			

	

Antat	WT	 Antat1173KOTbPLA1c	

6,3.105	 9,6.105	

	
Figure	82	:	Densité	des	parasites	au	deuxième	jour	des	expériences	d'activité	PLA2	

	
L’expérience	d’activité	a	aussi	été	réalisée	sur	l’activité	PLA1	afin	d’être	certain	que	les	

échantillons	n’étaient	pas	trop	pauvres	en	protéines	et	donc	analysables	(Figure	83).		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	83	:	Activité	PLA1	et	PLA2	des	Antat	WT	et	des	KOTbPLA1c	
	

Activité PLA1	

Activité PLA2	

KOTbPLA1c	Antat WT	
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Comme	on	peut	 le	voir	sur	 la	Figure	83,	 les	extraits	sont	bien	pourvus	d’activité	PLA1	

mais	 non	 d’activité	 PLA2.	 Ces	 résultats	 confirment	 non	 seulement	 nos	 premières	

observations	mais	en	plus	nous	permettent	de	proposer	que	l’activité	PLA2	est	régulée	

au	cours	de	la	croissance	ou	du	cycle	des	parasites.	

Pendant	 la	 phase	 de	 croissance	 exponentielle,	 les	 cellules	 fabriqueraient	 beaucoup	 de	

PLA1,	peut-être	pour	 acquérir	 les	 lipides	 venant	de	 l’extérieur	du	parasite,	 expliquant	

que	 l’activité	PLA1	est	 toujours	 intense	dans	 le	milieu	de	culture.	A	 l’inverse,	 l’activité	

PLA2	serait	peu	présente	et	seulement	visible	quand	le	milieu	commence	à	s’appauvrir	

en	sérum	et	donc	en	lipides.	Elle	serait	peut-être	plus	impliquée	dans	le	recyclage,	alors	

nécessaire	pour	pourvoir	la	cellule	en	lipides	et	permettre	de	continuer	sa	croissance.		

 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	84	:	Stratégie	d'étude	des	mutants	KOTbPLA1c	et	KOTbbLa	avec	des	combinaisons	d'ARNi	
	

Grâce	à	la	même	stratégie	que	celle	adoptée	précédemment	(Figure	71),	nous	avons	pu	

obtenir	 les	 dernières	 combinaisons	 de	 mutants	 qu’il	 nous	 fallait	 pour	 éteindre	

conjointement	deux	gènes	à	activité	phospholipase	putative.	Nous	avons	donc	combiné	

les	KOTbPLA1c	et	KOTbbLa	avec	les	ARNi	des	autres	gènes	étudiés	(Figure	84).		

KOTbPLA1c
ARNITbbLa

KOTbPLA1c
ARNITbPLA1d

KOTbbLa
ARNITbPLA1d

Dans Trypanosoma brucei brucei Antat

pLew100
ARN interférence

KOTbPLA1c KOTbbLa
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3.4.1 Courbe	de	croissance	des	KOTbPLA1c	et	KOTbbLa	et	de	leur	ARNi	combinés	

Sur	 la	 Figure	 85,	 après	 une	 légère	 divergence	 à	 J4,	 la	 courbe	 de	 tendance	 repart	 à	

l’identique	entre	 les	différents	mutants	 testés,	 ce	qui	 induit	un	décalage	mais	non	pas	

une	différence	de	croissance.		

En	effet	la	pente,	précisant	la	tendance	de	la	courbe,	redevient	la	même	à	partir	du	5ème	

point	(Figure	85).	On	peut	conclure	que	dans	des	conditions	de	croissance	normales,	les	

parasites	ne	sont	pas	clairement	sensibles	à	la	perte	de	deux	phospholipases.		

	

Figure	85	:	Courbe	de	croissance	des	mutants	KOTbbLa	et	KOTbPLA1c	et	leurs	ARNi	
	

Nous	avons	aussi	effectué,	à	la	suite	de	cette	courbe,	une	légère	courbe	de	croissance	sur	

les	mutants	induits,	en	les	passant	à	3	%	de	SVF	(Figure	86).		
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Figure	86	:	Courbe	de	croissance	des	mutants	des	KOTbPLAc	et	KOTbbLa	induits	après	passage	à	
3%	de	sérum	dans	le	milieu	de	culture	

	

A	gauche	courbe	avec	le	nombre	de	cellules,	à	droite	courbe		logarithmique.	

	

On	observe	(Figure	86)	la	croissance	stable	des	Antat	sauvages	à	3	%	de	sérum	et	une	

difficulté	 pour	 les	 mutants	 à	 s’adapter	 à	 ce	 nouveau	 milieu.	 Il	 est	 possible	 que	 ces	

mutants	puissent	s’adapter	à	une	concentration	basse	en	sérum	mais	que	les	processus	

impliqués	dans	cette	adaptation	mettent	du	temps	à	se	mettre	en	place.	Une	explication	

du	 résultat	 de	 cette	 courbe	 pourrait	 impliquer	 un	 passage	 ici	 trop	 brutal	 à	 une	

concentration	 basse	 en	 SVF.	 Nous	 avons	 observé	 à	 la	 suite	 de	 cette	 courbe	 que	 les	

parasites	 KOTbPLA1cARNiTbPLA1d	 ont	 l’air	 les	 plus	 sensibles.	 Alors	 que	 les	

KOTbPLA1c	 et	 KOTbbLa	 finissent	 par	 repartir,	 ces	 KOTbPLA1cARNITbPLA1d	 ne	 se	

multiplient	 plus.	 Les	 autres	 doubles	 KO/ARNi	 testés,	 ne	 semblent	 pas	 beaucoup	 se	

diviser	 non	 plus.	 Les	 mutants	 créés	 à	 partir	 du	 KOTbPLA1b	 semblent	 s’adapter	 plus	

facilement.	Cependant,	les	KOTbPLA1c	et	KOTbbLa	ont	déjà	été	testés	lors	d’une	courbe	

de	 croissance	dans	 laquelle	 le	milieu	 était	pauvre	 en	 sérum	 (Figure	78)	 et	 semblaient	

s’adapter	plus	facilement.	Ces	expériences	méritent	donc	d’être	approfondies	pour	être	

certain	 que	 les	 doubles	 KO	 de	 ces	 mutants	 se	 trouvent	 effectivement	 démunies	 en	

absence	de	lipides.		
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3.4.2 L’activité	PLA1	et	PLA2	des	mutants	des	KOTbPLA1c	et	KOTbbLa	

Afin	de	tester	les	différentes	activités	phospholipases	de	ces	divers	mutants,	nous	avons	

procédé	de	la	même	manière	que	lors	des	mutants	KOTbPLA1b.	Nous	avons	effectué	une	

expérience	 d’activité	 PLA1	 et	 PLA2	 grâce	 aux	 kits	 EnzCheck®	 contenant	 les	 substrats	

fluorescents.	 Ces	 expériences	 ont	 été	 effectuées	 en	 triplicat	 technique	 pour	 les	 deux	

activités	et	une	partie	des	échantillons	a	été	réservée	afin	d’être	utilisé	lors	d’un	test	de	

Pierce.	Ce	 test	permet	de	déterminer	 la	quantité	de	protéine	dans	 chaque	échantillon.	

Chaque	 dépôt	 comprenait	 107cellules.	 Cette	 expérience	 nous	 a	 permis	 de	 normaliser	

l’activité	à	 la	 fois	 sur	un	nombre	de	 cellules	et	 sur	une	quantification	de	protéine	afin	

d’observer	quelle	technique	était	la	plus	stable.	En	effet,	nous	avions	émis	des	doutes	sur	

la	 taille	 des	 cellules	 qui	 varient	 selon	 les	 souches	 et	 donc	 déterminent	 la	 quantité	 de	

protéines	de	 chaque	échantillon.	 Ici,	 nous	 avons	 seulement	des	parasites	de	 la	 souche	

Antat,	 il	 ne	 devrait	 donc	 pas	 y	 avoir	 de	 divergence	 comme	 celles	 observées	 entre	 les	

souches	Antat	et	427.		

D’après	ces	expériences,	on	remarque	que	la	stabilité	de	l’activité	PLA1	est	remarquable,	

que	les	cellules	soient	induites	ou	non	et	vis	à	vis	de	n’importe	quel	mutant	KO.		

	

	



	 189	

Figure	87	:	Activité	PLA1	et	PLA2	des	mutants	KOTbPLA1c	et	KOTbbLa.	
	
1	 =	 Représentation	 de	 l’activité	 PLA1	 et	 PLA2	 en	 fonction	 à	 gauche	 de	 la	 quantité	 de	 protéines	 et	 à	 droite	 de	 la	 quantité	 de	 cellules	 durant	 la	 phase	
exponentielle	Vo.	2	=	Évolution	de	 l’activité	des	échantillons	dans	 le	 temps	:	En	vert	activité	PLA1	et	en	rouge	activité	PLA2.	3	=	Activité	PLA2	en	point	
terminal
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Dans	 la	 Figure	 87-1,	 la	 normalisation	 par	 rapport	 à	 la	 quantité	 de	 protéine	 semble	

pourtant	 moins	 stable	 que	 la	 normalisation	 cellulaire.	 Il	 faut	 noter	 que	 le	 cytomètre	

(Guava)	utilisé	pour	 le	 comptage	cellulaire	est	d’une	grande	précision	et	d’une	grande	

reproductibilité.	 La	 quantité	 de	 cellules	 comptées	 semble	 donc	 ici	 plus	 fiable,	 si	 l’on	

considère	que	les	mutants	ne	modifient	en	rien	l’activité	PLA1.	Tester	cette	activité	PLA1	

nous	a	permis	aussi	de	valider	les	échantillons	testés	ensuite	en	activité	PLA2.	

	
Concernant	l’activité	PLA2	nous	avons	effectué	deux	calculs	à	partir	de	la	Figure	87-2.	Le	

premier	permet	d’aborder	 l’activité	PLA2	 lors	de	 la	phase	exponentielle	 (Figure	87-1),	

où	 le	 substrat	 est	 en	 excès	 par	 rapport	 aux	 enzymes	 et	 de	 juger	 de	 l’activité	 de	 ces	

dernières.	A	la	vitesse	maximale	(Vmax)	(Figure	87-3),	l’aspect	visuel	est	plus	parlant	et	

donne	 le	même	 résultat	de	proportion	entre	 les	différents	mutants.	Dans	 tous	 les	 cas,	

quatre	conclusions	apparaissent	à	la	lecture	de	ces	graphiques.		

• Il	 existe	une	 activité	PLA2	dans	 le	 trypanosome	africain	 et	 cette	 activité	 est	 en	

majorité	portée	par	notre	candidat	TbPLA1c,	ce	qui	va	à	l’encontre	de	plusieurs	

résultats	 publiés	 (Ridgley	 et	 Ruben	 2001).	 En	 effet,	 en	 absence	 de	 TbPLA1c,	

l’activité	PLA2	du	kit	a	presque	entièrement	disparu	(Figure	87-2).	

• Il	existe	une	activité	résiduelle	PLA2,	différente	du	bruit	de	fond,	qui	se	situe	aux	

alentours	de	20%	de	 l’activité	 totale	PLA2	que	 l’on	peut	déterminer	 grâce	 à	 ce	

test.		

• Aucun	autre	candidat	testé	ne	semble	avoir	d’activité	PLA2,	la	cellule	ne	semble	

pas	compenser	l’activité	PLA2	comme	elle	compense	la	PLA1.		

• La	quantité	d’enzymes	à	activité	PLA2	semble	faible	comparée	à	 l’activité	PLA1,	

qui	lors	de	délétions	successives	de	gènes	ne	semble	pas	être	affectée.		

On	 peut	 penser	 que	 l’activité	 résiduelle	 PLA2	 est	 le	 fait	 d’une	 lipase	 à	 l’activité	 non	

spécifique	 ou	 due	 à	 une	 succession	 d’activité	 enzymatiques	 décrites	 dans	 l’article	 de	

(Ridgley	 et	 Ruben	 2001).	 Il	 ne	 semble	 toutefois	 pas	 anormal	 que	 l’activité	 PLA2	 soit	

faible	dans	 le	parasite	étant	donné	 la	 toxicité	potentielle	de	ces	enzymes.	De	même,	 le	

nombre	 d’enzymes	 ne	 change	 pas	 dans	 le	 cycle	 cellulaire,	 comme	 le	 montrent	 les	

premières	données	que	nous	avons	présentées	sur	TbPLA1c	(Figure	62).	Cependant	ces	

résultats	n’ont	pas	été	obtenus	en	situation	de	stress	ou	in	vivo,	avec	une	concentration	

parasitaire	qui	peut	être	très	supérieure	à	106	parasites/mL.	
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De	nouvelles	investigations	doivent	avoir	lieu	pour	connaître	le	rôle	de	cette	enzyme	si	

spéciale,	qui	semble	ne	s’exprimer	qu’en	situation	particulière	où	la	densité	parasitaire	

est	élevée.		

Si	 on	 compare	 le	 profil	 d’activité	 de	 PLA1	 et	 PLA2	 dans	 le	 parasite,	 il	 semble	 que	

l’activité	PLA2	soit	une	activité	non	nécessaire	à	la	croissance	du	parasite	car	elle	n’est	

pas	compensée	par	un	autre	gène	lors	de	la	délétion	du	gène	qui	porte	probablement	la	

majorité	de	son	activité.	Si	cette	enzyme	était	nécessaire	aux	processus	métaboliques	de	

base	 et	 à	 l’homéostasie	 du	 parasite,	 on	 peut	 imaginer	 que	le	 parasite	 se	multiplierait	

moins	 vite	 en	 son	 absence	 ou	 qu’une	 autre	 enzyme	 effectuerait	 l’activité	manquante.	

Une	 autre	 hypothèse	 serait	 que	 seulement	 20%	 de	 l’activité	 PLA2	 est	 nécessaire	 à	 la	

survie	 du	 parasite	 et	 c’est	 pourquoi	 nous	 n’observons	 pas	 de	 compensation	

fonctionnelle	sur	les	expériences	d’activité.		

Par	 comparaison	 l’activité	 PLA1	 semble	 constante	 quelles	 que	 soient	 les	 délétions	

effectuées.	 Comme	 si	 à	 l’inverse	 de	 la	 PLA2,	 elle	 était	 nécessaire	 à	 l’activité	 basale	 du	

parasite.	Deux	profils	fonctionnels	s’opposent	donc	pour	ces	activités	PLA.	
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4 Discussion	des	résultats	
La	proposition	initiale	de	mon	travail	portait	sur	l’hypothèse	que	les	phospholipases	du	

parasite	 et	 notamment	 celles	 à	 activité	 PLA1,	 très	 présentes	 dans	 le	 trypanosome,	

pouvaient	avoir	une	action	hémolytique	envers	l’hôte	parasité	et	agir	de	cette	façon	en	

tant	que	 facteur	de	virulence	dont	 il	 est	 important	de	mesurer	 la	 valeur	 (Tizard	et	 al.	

1978).		

 

Après	avoir	longuement	travaillé	sur	le	premier	candidat	à	activité	lipase,	TbPLA1b,	qui	

possède	 le	pentapeptide	catalytique	G-X-S-X-G,	nous	avons	conclu	que	 l’étude	de	cette	

lipase	particulière	était	 insuffisante	pour	appréhender	 la	totalité	de	 l’activité	PLA1	des	

parasites.	Nous	savions	par	ailleurs	que	ce	n’est	pas	la	seule	enzyme	à	activité	PLA1	dans	

les	 trypanosomes	 africains.	 Cette	 activité	 conséquente	 avait	 été	 décrite	 il	 y	 a	 bien	

longtemps	 (Hambrey,	 Mellors,	 et	 Tizard	 1981)	 et	 le	 Dr.	 Richmond	 a	 déjà	 identifié	 et	

étudié	un	candidat,	TbPLA1a	(Richmond	et	Smith	2007a).	

	

Cependant,	nos	études	ont	permis	de	montrer	une	localisation	originale	duale,	avec	une	

répartition	à	la	fois	glycosomale	et	cytoplasmique	de	cette	enzyme.	Afin	de	déterminer	si	

cette	 protéine	 avait	 une	 troisième	 localisation,	 membranaire,	 des	 expériences	

complémentaires	 de	 mutation	 d’une	 cystéine	 ont	 été	 réalisées.	 En	 effet,	 les	 cystéines	

peuvent	être	palmitoylées,	ce	qui	permet	un	adressage	membranaire	des	protéines.	Ces	

expériences	ne	nous	ont	pas	permis	de	conclure	à	une	localisation	membranaire.		

	

La	question	de	la	sécrétion	de	TbPLA1b	a	aussi	été	soulevée.	Les	premières	études	sur	le	

sécrétome	des	 trypanosomes	 africains	 suggéraient	 que	 cette	protéine	 en	 faisait	 partie	

(Geiger	 et	 al.	 2010).	 Nous	 avons	 pu	 confirmer,	 par	 nos	 expériences	 de	 «	sécrétion-

excrétion	»	 que	 TbPLA1b	 est	 effectivement	 sécrétée	 par	 le	 parasite	 sous	 sa	 forme	

sanguine.	 Nous	 avons	 également	 pu	 mettre	 en	 évidence	 que	 la	 fraction	 sécrétée	 de	

TbPLA1b	 serait	 la	 fraction	 cytoplasmique.	 En	 effet,	 dans	 le	 KOTbPLA1b,	 lorsque	 nous	

avons	 réexprimé	 TbPLA1b	 avec	 un	 site	 consensus	 (SKL)	 d’adressage	 aux	 glycosomes,	

nous	n’observons	plus	de	TbPLA1b	dans	les	sécrétomes	des	parasites.	On	peut	imaginer	

qu’il	 y	 aurait	 une	 régulation	 de	 TbPLA1b	 par	 sa	 compartimentalisation	 et	 que	 cette	
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dernière	 serait	 disponible	 à	 la	 sécrétion	 par	 le	 biais	 d’une	 sécrétion	 dite	 «	classique	»	

(poche	flagellaire)	et	non	«	atypique	»,	excrétion	de	glycosomes.		

	

L’infection	 par	 les	 trypanosomes	 africains	 induit	 aussi	 la	 formation,	 par	 les	 hôtes	

contaminés,	 d’anticorps	 spécifiques	 contre	 TbPLA1b.	 Ces	 résultats	 peuvent	 être	

exploités	 dans	 le	 but	 de	 faire	 des	 tests	 sérologiques	 de	 dépistage	 type	 ELISA	 par	

exemple.	 Ces	 observations	 font	 d’ailleurs	 l’objet	 d’une	 autre	 étude	 réalisée	 dans	 le	

laboratoire	où	j’ai	fait	ma	thèse.		

	

Des	recherches	sur	la	toxicité	éventuelle	de	TbPLA1b	pour	le	parasite	ont	été	effectuées.	

L’utilisation	 d’une	 surexpression	 protéique,	 médiée	 par	 un	 plasmide,	 de	 différents	

mutants	 de	 localisation	 de	 cette	 protéine,	 nous	 a	montré	 que	 cette	 dernière	 n’est	 pas	

toxique,	 qu’elle	 soit	 surexprimée	 dans	 les	 glycosomes	 ou	 dans	 le	 cytoplasme.	 Les	

parasites	 ont,	 dans	 les	 conditions	de	 culture,	 une	vitesse	de	 croissance	 en	 tous	points	

similaire	aux	cellules	sauvages.	Par	contre,	l’observation	de	ces	résultats	nous	a	permis	

d’émettre	 l’hypothèse	 que	 TbPLA1b	 effectuait	 une	 oligomérisation	 avant	 son	 entrée	

dans	 les	 glycosomes.	 En	 effet,	 une	 réexpression	 de	 TyTbPLA1b-SKS	 dans	 une	 souche	

sauvage	comportant	deux	allèles	natifs	du	gène,	entraine	une	localisation	partielle	mais	

visible	 de	 la	 TyTbPLA1b-SKS	 dans	 les	 glycosomes.	 Ce	 résultat	 est	 intéressant	 dans	 la	

mesure	 où	 nous	 avions	 montré	 dans	 le	 KOTbPLA1bTyTbPLA1b-SKS	 une	 localisation	

uniquement	cytoplasmique	de	la	protéine.		

Le	type	d’oligomère	a	donc	fait	 l’objet	de	la	question	suivante	et	nous	avons	démontré	

par	la	réalisation	d’un	gel	natif	que	le	poids	de	cet	oligomère	correspondait	à	celui	d’un	

octamère	de	la	protéine.		

	

Les	 expériences	 de	 cristallisation	 de	 TbPLA1b	 commencées	 pendant	 ma	 thèse	 se	

poursuivront	 par	 la	 suite	 afin	 de	 comparer	 la	 structure	 de	 notre	 candidat	 à	 d’autres	

structures	de	PLA	connues	et	de	découvrir	comment	cet	octamère	peut	s’agencer	dans	

l’espace.		

	

Malgré	 nos	 recherches	 et	 nos	 hypothèses,	 nous	 n’avons	 pu	 répondre	 à	 la	 question	

concernant	la	fonction	exacte	de	TbPLA1b,	c’est-à-dire	quel	est	son	substrat	préférentiel	

et	quels	sont	les	mécanismes	cellulaires	activés	par	l’action	de	cette	protéine.	
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En	 effet,	 pourquoi	 cette	 enzyme	 est	 bi-compartimentée	?	 A	 quoi	 peut-elle	 servir	 dans	 un	

contexte	énergétique	dans	les	glycosomes	?	

Dans	l’état	actuel	des	connaissances,	les	glycosomes	sont	des	organites	spécialisés	dans	

le	 métabolisme	 énergétique	 du	 parasite	 (Allmann	 et	 Bringaud	 2017).	 Il	 est	 donc	 à	

propos	de	penser	que	si	TbPLA1b	se	retrouve	en	partie	dans	les	glycosomes,	c’est	qu’elle	

est	utile	dans	la	production	d’énergie.		

Si	 l’on	 revient	 sur	 les	études	phylogénétiques	de	TbPLA1b,	 la	 localisation	glycosomale	

n’est	pas	évidente.	En	effet,	 le	site	SKS	apparaît	très	tard	dans	l’évolution	et	seulement	

chez	certains	 trypanosomatides.	Alors	que	 la	 structure	générale	de	 la	protéine,	avec	 les	

différents	domaines	décrits	pour	l’activité,	est	conservée	jusqu’au	génome	humain,	à	quoi	

peut	donc	servir	cette	soudaine	localisation	duale	?	

	

Deux	hypothèses	trouvent	leur	place	:	

• Cette	 apparition	 reste	 relativement	 tardive	 à	 l’échelle	 de	 l’évolution	 et	 ne	 sera	

peut-être	 pas	 conservée.	 Il	 se	 peut	 que	 déjà	 certaines	 souches	 de	 parasites	

Trypanosoma	 brucei	 brucei	 ne	 possèdent	 plus	 le	 SKS,	 si	 cela	 n’apporte	 rien	 à	

l’organisme.	Par	ailleurs,	il	est	important	de	noter,	que	jusqu’à	récemment,	le	SKS	

terminal	de	la	TbPLA1b	n’était	pas	annoté	sur	le	génome	de	la	souche	427	sur	la	

base	de	données	TritrypDB.	Ce	motif	spécifique,	n’a	été	rajouté	sur	la	banque	de	

données	que	lors	d’un	second	séquençage,	durant	ma	thèse	pour	être	en	accord	

avec	 le	génome	de	 la	souche	Trypanosoma	brucei	brucei	927,	qui	elle,	possédait	

déjà	 cette	 annotation.	 Cependant,	 parce	 que	 cela	 a	 été	 modifié	 pour	 deux	

parasites	 qui	 possèdent	 en	 théorie	 le	 même	 génome,	 on	 peut	 supposer	 qu’il	

faudrait	séquencer	la	TbPLA1b	dans	les	autres	kinétoplastidés	pour	être	certain	

que	 le	 SKS	 n’a	 pas	 été	 oublié	 dans	 le	 séquençage	 automatique	 des	 autres	

génomes.		

• La	deuxième	hypothèse	a	 été	élaborée	en	 communion	du	 travail	de	 l’équipe	de	

recherche	 dans	 laquelle	 j’ai	 fait	ma	 thèse.	 En	 effet,	 l’objet	 principal	 d’étude	 de	

l’équipe	est	 l’acquisition	de	substrats	énergétiques	par	 le	parasite	pour	réaliser	

son	 métabolisme	 et	 sauvegarder	 son	 homéostasie.	 Dans	 la	 forme	 procyclique	

d’un	parasite	mutant	pour	lequel	la	glycolyse	est	irréalisable,	les	cellules	utilisent	

le	 glycérol	 pour	 palier	 leur	 besoin	 énergétique.	 Or,	 la	 source	 principale	 de	

glycérol	 en	absence	de	glucose	est	 exclusivement	 lipidique.	Par	 conséquent,	 les	
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enzymes	 permettant	 de	 couper	 les	 lipides	 pour	 former	 du	 glycérol	 sont	 des	

candidats	de	choix.	Ce	processus	métabolique	doit	avoir	lieu	dans	les	glycosomes	

et	 c’est	 pourquoi	 TbPLA1b,	 qui	 possède	 à	 la	 fois	 une	 activité	 PLA1	 et	 lysoPLA	

serait	un	candidat	idéal	étant	donné	sa	localisation	glycosomale.		

Les	 résultats	 préliminaires	montrent	 que	 les	 parasites	 ne	 pouvant	 effectuer	 la	

glycolyse	ne	survivent	pas	dans	un	milieu	sans	glucose	en	l’absence	de	TbPLA1b.	

Ils	 montrent	 avec	 cette	 expérience	 que	 TbPLA1b	 est	 une	 enzyme-clé	 du	

métabolisme	et	permet	la	génération	de	glycérol	par	l’hydrolyse	d’acides	gras.		

	

Cependant,	 étant	 donné	 nos	 investigations	 sur	 la	 quantité	 de	 lipases	 à	 activité	 PLA1,	

nous	 pouvons	 imaginer	 que	 c’est	 l’activité	 lysophospholipase	 de	 TbPLA1b	 qui	 serait	

essentielle.	 En	 effet,	 cette	 enzyme	 est	 la	 seule	 à	 activité	 lysophospholipase	 supposée,	

tandis	 qu’il	 existe	 beaucoup	 de	 lipases	 à	 activité	 PLA1,	 notamment	 la	 lipase	 TbPLA1a	

décrite	par	 le	Dr.	Richmond.	Ceci	doit	être	contrebalancée	par	 le	 fait	que	TbPLA1b	est	

aujourd’hui	la	seule	dont	on	peut	dire	qu’elle	est	glycosomale.		

	

Notre	hypothèse	générale	est	que	dans	cette	voie	métabolique,	à	 la	 fois	TbPLA1b	et	 la	

TbPLA1c	 sont	 essentielles.	 En	 effet,	 l’objectif	 de	 libération	 du	 glycérol	 ne	 peut	 être	

réalisé	que	par	l’activité	successive	d’une	PLA2	suivi	d’une	lysophospholipase,	car	on	ne	

connaît	pas	aujourd’hui	chez	les	trypanosomes	de	lipase	ayant	une	activité	PLB.	

La	 question	 de	 la	 sécrétion	 de	 TbPLA1b	 reste	 essentielle.	 Cette	 protéine	 n’est	 pas	

toxique	 d’après	 nos	 expériences,	 elle	 n’a	 donc	 pas	 d’intérêt	 de	 détoxification	 à	 être	

sécrétée	mais	bien	un	intérêt	fonctionnel.	De	plus,	elle	ne	semble	pas	être	un	facteur	de	

virulence	dans	 le	 sens	premier	du	 terme.	 Elle	 n’induit	 par	 exemple	pas	une	hémolyse	

directe.	En	effet,	 la	protéine	mise	en	contact	avec	les	globules	rouges,	n’induit	pas	 leur	

lyse	(expérience	faite	au	laboratoire).		

	

Plusieurs	hypothèses	peuvent	être	formulées	:		

• Soit	 la	 protéine	 exerce	 son	 activité	 lysophospholipase	 contre	 les	

lysophospholipides	présents	dans	le	sang	de	l’hôte,	qui	peuvent	avoir	une	action	

délétère	 sur	 la	 structure	 du	 parasite.	 En	 effet,	 en	 s’incluant	 dans	 la	 bicouche	

phospholipidique	 de	 la	 membrane,	 les	 lysophospholipides	 déstabilisent	 ses	

constituants,	 induisant	 une	 lyse	 plus	 rapide	 des	 parasites.	 Il	 serait	 donc	
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nécessaire	 au	 parasite	 d’hydrolyser	 ces	 lysophospholipides	 exogènes	 pour	 se	

protéger	de	leur	activité	délétère.		

• Une	autre	hypothèse	provient	de	 la	 littérature	et	explique	que	 la	génération	de	

LPC	 induit	 une	 augmentation	 de	 3	 à	 6	 fois	 la	 parasitémie.	 C’est	 pourquoi	 les	

parasites	génèrent	du	LPC	avant	de	se	faire	injecter	par	la	glossine	(Mesquita	et	

al.	2008).	On	pourrait	donc	 imaginer	que	ce	LPC	produit	par	 l’intermédiaire	de	

cette	 TbPLA1b	 sécrétée	 serait	 favorable	 à	 un	 environnement	 de	multiplication	

parasitaire.		

• D’autre	 part,	 il	 a	 été	 prouvé	 que	 le	 LPC	 inhibe	 la	 production	 de	 NO	 par	 les	

macrophages	 de	 l’hôte	 stimulé	 par	 Trypanosoma	 cruzi,	 on	 peut	 donc	 émettre	

cette	 hypothèse	 de	 virulence	 secondaire	 et	 d’immunomodulation	 (María	 Laura	

Belaunzarán	 et	 al.	 2013).	 Cet	 environnement	 dépourvu	 de	 NO	 serait	 lui	 aussi	

favorable	à	la	multiplication	parasitaire.	

• Même	s’il	a	été	prouvé	que	les	PLA1	n’ont	pas	une	action	d’hémolyse	directe,	par	

ses	deux	mécanismes	d’action,	TbPLA1b	pourrait	relarguer	des	acides	gras	libres	

qui	 sont	 toxiques	 pour	 la	membrane	 des	 globules	 rouges.	 Ces	 globules	 rouges	

seraient	 modifiés	 dans	 leur	 structure	 et	 reconnus	 comme	 non	 adaptés	 par	 le	

système	 immunitaire	 de	 l’hôte	 et	 rentreraient	 dans	 le	 processus	

d’érythrophagocytose	induisant	une	anémie	indirecte.	Il	n’est	donc	pas	exclu	que	

TbPLA1b	ait	un	rôle	à	jouer	dans	l’anémie,	même	si	l’hypothèse	immunologique	

d’emballement	du	système	immunitaire	a	été	privilégiée.	

	

Dans	 les	 publications	 de	 lipidomique	 que	 l’on	 peut	 trouver	 dans	 la	 littérature,	 les	

expériences	 les	 plus	 utilisées	 pour	 déterminer	 l’activité	 des	 lipases	 sont	 l’étude	 de	

micelles	 à	 base	 de	 phospholipides.	 Parmi	 les	 expériences	 effectuées	 à	 St	 Andrews,	 la	

formation	 de	 micelles	 à	 base	 de	 tritonX100	 et	 de	 phospholipides	 n’a	 pas	 fonctionné.	

Deux	explications	peuvent	nous	permettre	de	comprendre	pourquoi.	Tout	d’abord,	il	se	

peut	que	les	phospholipases	purifiées	que	nous	avons	étudiées	ne	soient	pas	actives	sur	

les	 phospholipides	 choisis.	 De	 plus	 elles	 ont	 peut-être	 besoin	 de	 partenaires	

métaboliques	non	présents	dans	les	micelles.	Le	deuxième	problème	est	le	bruit	de	fond	

constant	du	tritonX100	quand	il	est	traité	par	le	spectromètre	de	masse.	Ce	bruit	de	fond	

a	 tendance	 à	 cacher	 les	pics	 correspondants	 aux	 lipides	 et	 rendre	 ininterprétables	 les	
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résultats.	C’est	pourquoi	nous	avons	opté	pour	l’étude	de	l’activité	des	enzymes	sur	des	

lysats	parasitaires	d’extraits	totaux.	

Les	expériences	de	lipidomique	ont	été	très	difficiles	à	analyser.	En	effet,	l’extraction	est	

très	compliquée	à	reproduire	sur	deux	 jours	différents	(solvants	volatiles).	De	plus	 les	

protéines	 encore	 présentes	 dans	 l’échantillon	 peuvent	 entrainer	 un	 bruit	 de	 fond	 qui	

gêne	 l’interprétation	des	spectres.	Au-delà	des	erreurs	de	manipulateur	et	du	bruit	de	

fond,	le	spectromètre	de	masse	ne	donnait	pas	tout	le	temps	les	mêmes	masses	pour	les	

mêmes	 lipides.	 Une	 variation	 de	 1	 à	 2	 Da	 n’était	 pas	 rare.	 Trouver	 des	 lipides	

correspondant	à	ces	masses	non	exactes	n’était	pas	aisé.		

	

Avec	 la	 base	 de	 données	 LIPID	 MAPS,	 il	 est	 très	 difficile	 de	 déterminer	 le	 lipide	

représenté	par	un	pic	si	la	masse	n’est	pas	exacte.	De	plus,	afin	de	sélectionner	dans	la	

multitude	 de	 pics	 ceux	 correspondant	 à	 une	 sous-famille	 particulière	 de	

glycérophospholipides,	 le	 groupement	 de	 tête	 était	 utilisé.	 Par	 exemple,	 pour	 trouver	

tous	les	PC,	un	filtre	permettant	de	conserver	seulement	les	lipides	possédant	dans	leur	

fragment	une	masse	de	184	Da	étaient	représentés	sur	le	graphique.		

Grâce	aux	expériences	de	supplémentation	en	TbPLA1b	sur	 les	 lysats	d’Antat	sauvage,	

nous	 avons	 pu	 néanmoins	 apprécier	 un	 premier	 argument	 sur	 l’activité	

lysophospholipase	de	cette	protéine.	

	

Concernant	 la	possible	redondance	des	enzymes	à	activité	 lipase,	bien	que	nous	ayons	

combiné	un	ARNiTbPLA1a	(décrite	par	le	Dr.	Richmond)	à	notre	KOTbPLA1b,	l’activité	

totale	PLA1	mesurée	par	le	kit	commercial	n’est	pas	modifiée.	Le	retrait	de	deux	gènes	

qui	possèdent	cette	activité	ne	change	ni	la	croissance	du	parasite,	ni	son	activité.	Nous	

pourrions	imaginer	que	cela	est	dû	à	un	substrat	non	adapté.	Concernant	TbPLA1a	c’est	

possible	car	la	protéine	n’a	pas	été	purifiée	au	laboratoire,	mais	concernant	TbPLA1b,	la	

protéine	purifiée	exerce	bien	une	activité	de	lyse	nette	sur	le	substrat	du	kit	commercial	

utilisé.	De	 plus,	 cette	 activité	 n’est	 pas	 dépendante	 d’une	 oligomérisation.	 La	 protéine	

purifiée	sous	forme	de	monomère	est	active	pour	son	activité	PLA1.	Peut-être	nécessite-

elle	de	former	un	octamère	pour	exercer	son	activité	lysophospholipase	?	En	effet,	il	a	été	

montré	que	certaines	enzymes	ne	sont	actives	que	sous	forme	de	polymères,	comme	la	

protéase	 du	 VIH,	 qui	 perd	 totalement	 son	 activité	 sous	 forme	 monomérique	 (Roitel,	

s.	d.).	 De	 plus,	 les	 formes	 oligomériques	 sont	 souvent	 plus	 stables	 que	 les	 formes	

monomères	 ou	 exercent	 une	 activité	 plus	 importante,	 comme	 la	 protéine	 TIM	 du	
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trypanosome,	sous	forme	de	dimère	qui	possède	une	activité	bien	supérieure	à	la	forme	

monomérique.	(Borchert	et	al.	1994).		

Concernant	la	virulence	de	ces	parasites,	le	double	mutant	KOTbPLA1bARNITbPLA1a	a	

été	envoyé	à	notre	collaboratrice,	le	Dr.	Luisa	Figueiredo,	afin	d’effectuer	des	infections	

de	souris	et	d’observer	si	la	déplétion	de	deux	des	protéines	à	activité	PLA1	entrainerait	

une	diminution	de	la	virulence	et	un	retard	de	mortalité	des	souris.		

Concernant	les	autres	mutants	des	KOTbPLA1b,	pour	lesquels	un	ARNi	a	été	réalisé	afin	

d’obtenir	 des	 doubles	 délétions	 de	 gène,	 on	 ne	 peut	 conclure	 à	 aucune	 activité	

particulière.	 Les	 diverses	 courbes	 de	 croissance	 n’ont	 pas	 montré	 de	 retard	 de	

multiplication		entres	les	différents	parasites.		

 

Nous	 avons	 pu	 démontrer	 que	 TbPLA1c,	 annotée	 sur	 TritrypDB	 Phospholipase	 A1,	

possède	en	réalité	une	activité	PLA2.	Nous	ne	pouvons	conclure	sur	l’activité	PLA1	ni	sur	

une	 éventuelle	 activité	 lysophospholipase	 car	 nous	 n’avons	 réussi	 à	 purifier	 cette	

enzyme	qu’en	Ecosse	et	cette	expérience	n’a	pas	pu	être	répétée	dans	le	laboratoire	dans	

lequel	j’ai		réalisé	ma	thèse,	faute	de	temps.		

Il	 est	 cependant	 clair	 que	 cette	TbPLA1c	 a	une	 activité	PLA2	 comme	nous	pouvons	 le	

voir	dans	le	mutant	KOTbPLA1c	pour	lequel	l’activité	PLA2	révélée	par	le	kit	commercial	

a	complètement	disparu.	La	question	de	sa	 fonction	demeure.	TbPLA1c	ne	semble	pas	

sécrétée	par	le	parasite	mais	il	est	certain	qu’elle	entre	en	contact	direct	avec	l’hôte	lors	

de	 la	 lyse	 parasitaire.	 Ce	 type	 de	 PLA2	 cytoplasmique	 peut	 jouer	 un	 rôle	 dans	 le	

remodelage	des	glycérophospholipides,	notamment	en	hydrolysant	les	PC	qui	pourront	

engendrer	des	LPC	à	 leur	 tour	hydrolysés	par	TbPLA1b.	TbPLA1c	pourrait	aussi	avoir	

une	activité	PAF-AH,	car	elle	est	très	proche	structurellement	de	la	PAF-AH	humaine.	De	

plus,	lors	de	la	lyse	parasitaire,		TbPLA1c	pourrait	être	la	cause	de	la	thrombocytémie	et	

des	 désordres	 intravasculaires	 observés	 dans	 la	 trypanosomiase	 africaine	 comme	 les	

coagulations	 intravasculaires	 disséminées	 (Charles	 E.	 Davis	 et	 al.	 1974)(C.	 E.	 Davis	

1982).		

	

Nous	 pouvons	 aussi	 noter	 que	TbPLA1c	 semble	 s’exprimer	 quand	 les	 cellules	 sont	 en	

phase	stationnaire	de	croissance.	Elle	peut	donc	avoir	un	rôle	à	jouer	dans	l’évolution	du	

cycle	 parasitaire	 ou	 en	 situation	 urgente	 de	 manque	 de	 substrats.	 Elle	 agit	 peut-être	
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pour	 remodeler	 les	 lipides	 propres	 au	 parasite,	 pour	 leurs	 besoins	 métaboliques	

urgents,	 mais	 en	 dernier	 recourt	 car	 elle	 serait	 toxique	 pour	 le	 parasite	 lui-même.	

Toutes	ces	hypothèses	méritent	d’être	approfondies.	Un	des	moyens	serait	de	mettre	le	

parasite	 en	 présence	 de	 TbPLA1c	 dans	 son	 milieu	 extérieur	 et	 de	 voir	 si	 la	 mort	

parasitaire	 survient	 plus	 vite	 que	 dans	 un	 milieu	 classique.	 Cependant,	 les	 parasites	

KOTbPLA1c	ne	semblaient	pas	mourir	plus	vite	que	les	autres	parasites	en	situation	de	

stress	mais	les	conditions	particulières	de	l’expérience	ne	les	laissaient	pas	plus	de	3h30	

dans	ce	milieu.		

 

La	revue	du	Dr.	Belaunzaran	propose	que	les	PLA1	sont	impliquées	dans	la	virulence	du	

parasite	 (María	 Laura	 Belaunzarán,	 Lammel,	 et	 de	Isola	 2011).	 Afin	 de	 vérifier	 ce	

postulat	de	virulence	des	PLA1,	une	expérience	de	surexpression	d’une	PLA1	présente	

dans	Trypanosoma	 brucei	 brucei	 pourrait	 être	 effectuée	 dans	 un	 parasite	 dont	 on	 sait	

qu’il	est	moins	virulent	comme	le	T.	lewisi.	Si	 le	T.lewisi	devient	plus	pathogène,	le	rôle	

des	PLA1	sera	confirmé	par	une	augmentation	de	l’anémie	par	exemple	ou	une	mort	des	

hôtes	plus	rapide.	

	

Dans	sa	publication	de	1982	(Opperdoes	et	van	Roy	1982),	le	Dr.	Opperdoes	dit	que	de	

telles	 quantité	 d’enzymes	 à	 activité	 PLA1,	 4	 à	 10	 fois	 supérieures	 dans	Trypanosoma	

brucei	 que	dans	 les	autres	 trypanosomes	devraient	être	délétères	au	niveau	soluble	 si	

elles	ne	sont	pas	contenues	dans	des	gouttelettes	lipidiques	ou	dans	les	 lysosomes.	Or,	

les	deux	enzymes	à	activité	PLA1	caractérisées	aujourd’hui,	TbPLA1a	et	TbPLA1b	sont	

solubles	 et	 cytoplasmiques.	 En	 utilisant	 le	 Nile	 Red,	 ou	 tout	 autre	 marqueur	 de	

gouttelettes	lipidiques,	on	pourrait	peut-être	observer	si	ces	enzymes	colocalisent	avec	

ces	dernières.	On	pourrait	aussi	voir	si	leur	répartition	et	celle	des	enzymes	est	modifiée	

selon	 les	mutants	 d’intérêt.	 Nous	 avons	 essayé	 de	marquer	 les	 gouttelettes	 lipidiques	

dans	les	cellules	sanguines	de	trypanosome	avec	le	Nile	Red,	sans	succès.		

	

Dans	 l’article	 du	 Dr.	 Belaunzaran	 concernant	 une	 nouvelle	 phospholipase	 A1	 chez	

Trypanosoma	cruzi,	 les	chercheurs	expliquent	que	la	PLA1	retrouvée	est	un	orthologue	

de	 celle	 décrite	 par	 le	 Pr.	 Smith	 chez	 Trypanosoma	 brucei	 brucei	 (María	 Laura	

Belaunzarán	et	al.	2013).	 La	preuve	de	cette	orthologie	est	 la	validation	de	 l’anticorps	
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anti-TbPLA1a	 qui	 reconnaît	 de	 façon	 spécifique	 la	 PLA1	 chez	Trypanosoma	 cruzi.	 	 Or,	

bien	que	ces	deux	enzymes	possèdent	le	même	pentapeptide	catalytique,	ce	ne	sont	pas	

les	seules.	L’orthologue	le	plus	proche	de	la	PLA1	de	Trypanosoma	cruzi,	est	une	enzyme	

présente	 chez	 Trypanosoma	 brucei	 brucei	 et	 que	 nous	 avons	 nommé	 TbPLA1d	

(Tb927.8.7440)	durant	ma	 thèse,	qui	possède	aussi	ce	même	pentapeptide.	De	plus,	 si	

l’anticorps	permettait	de	valider	l’orthologie	entre	TbPLA1a	et	la	PLA1	de	Trypanosoma	

cruzi	 et	 qu’il	 ciblait	 le	 pentapeptide	 catalytique	 comme	 le	 précise	 le	 Dr.	 Belaunzaran,	

TbPLA1d	 serait	 aussi	 révélée	 et	 nous	 verrions	 deux	 bandes	 chez	Trypanosoma	 brucei	

brucei	lors	de	l’utilisation	de	l’anticorps	anti-TbPLA1a.		

Le	 Pr.	 Smith	 explique	 l’existence	 de	 TbPLA1a	 par	 l’acquisition	 d’une	 PLA1	 de	

protéobactérie	présente	dans	le	microbiote	de	la	glossine.	Le	Trypanosoma	cruzi	faisant	

partie	 de	 la	 famille	 des	 stercoraires	 n’a	 jamais	 été	 présent	 dans	 une	 glossine.	

L’acquisition	 de	 TbPLA1a	 a	 eu	 lieu	 après	 l’ancêtre	 commun	 aux	 deux	 parasites.	 Cela	

étant,	 il	 se	 peut	 simplement	 que	 TbPLA1a,	 TbPLA1d	 et	 la	 PLA	 de	Trypanosoma	 cruzi	

aient	un	ancêtre	commun	encore	plus	ancien.	

	

Dans	 la	 revue	 du	 Dr.	 Belaunzaran	 de	 2011	 ((María	 Laura	 Belaunzarán,	 Lammel,	 et	

de	Isola	 2011)),	 les	 chercheurs	 expliquent	 qu’une	 PLA	 transmembranaire	 pourrait	

protéger	 Trypanosoma	 brucei	 de	 fortes	 concentrations	 de	 LPC.	 La	 protéine	 TbbLa	

(Tb927.3.3870)	 pourrait	 être	 un	 bon	 candidat	 à	 cette	 fonction	 car	 elle	 possède	 de	

multiples	domaines	transmembranaires.	
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Chapitre 4 : Conclusion générale
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L’étude	des	phospholipases	du	trypanosome	africain	n’en	est	qu’à	son	commencement.	

Aujourd’hui	deux	PLA1	ont	été	décrites,	TbPLA1a	et	TbPLA1b	mais	nous	soupçonnons	

que	 bien	 d’autres	 enzymes	 possèdent	 cette	 activité.	 La	 diversité	 des	 fonctions	 et	 des	

rôles	qu’elles	peuvent	tenir	au	sein	de	ce	parasite	et	en	communion	avec	le	système	de	

son	 hôte	 reste	 un	mystère.	 Il	 appartient	 donc	 à	 ceux	 qui	 voudraient	 s’y	 aventurer	 de	

pourchasser	les	différentes	lipases	afin	de	les	localiser	dans	le	parasite	et	d’appréhender	

leur	fonction,	comme	une	vision	d’ensemble	dont	le	but	est	de	pourvoir	au	métabolisme	

et	à	 la	virulence	du	parasite.	Si	 toutes	 les	enzymes	pouvaient	être	 l’égale	de	TbPLA1b,	

qui,	en	plus	de	l’activité	PLA1,	possèderait	une	activité	lysophospholipase,	en	plus	de	sa	

double	localisation	peut	s’oligomériser	sous	forme	d’octamère,	cela	ferait	d’elles	autant	

de	sujets	passionnants.		

Concernant	 TbPLA1c,	 que	 nous	 prenions	 au	 commencement	 pour	 une	 PLA1,	 nous	

sommes	heureux	d’avoir	pu	confirmer	et	apporter	de	nouveaux	arguments	à	son	activité	

PLA2.	 La	 beauté	 de	 la	 découverte	 tient	 à	 l’expérience	 qui,	 au	 delà	 des	 annotations	 de	

bases	de	données,	nous	a	permis	de	débusquer	l’activité	PLA2	tant	discutée.		

	

La	Nature	a	horreur	du	vide,	disait	Aristote,	et	le	parasite	a	pléthore	de	lipases.	

	

Beaucoup	 de	 gènes	 restent	 encore	 à	 explorer	 et	 beaucoup	 de	 voies	 métaboliques	 à	

comprendre	 pour	 terminer	 ce	 puzzle	 auquel	 déjà	 de	 nouveaux	 candidats	 comme	

TbPLA1d	et	TbbLa,	apportent	des	solutions.		
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