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Résumé

Dans cette theése nous avons étudi¢ le réle de deux acides gras polyinsaturés, I'acide
arachidonique (AA) et I’acide docosahexaénoique (DHA), ainsi que celui du phospholipide
bis(monoacyglycéro)phosphate (BMP), sur l'infectivité du parasite Leishmania infantum. Nous
avons utilisé 2 souches de cette espece, la souche MON-1, viscérotrope et la souche MON-24,

dermotrope.

L’objectif de la premicre étude a été d’évaluer les conséquences d’un apport accru en
AA ou en DHA sur l'infectivité du parasite Leishmania et sur sa survie a I’intérieure du
macrophage. Les promastigotes des deux souches ont été cultivés dans un milieu témoin ou un
milieu supplémenté en AA ou DHA. Ces conditions de supplémentation ont conduit pour les 2
souches, a un enrichissement spécifique en acides gras des lipides du parasite et a une
production de métabolites oxygénés dérivés de I'AA et du DHA dont certains sont des
régulateurs de ’inflammation. Les promastigotes MON-1 et MON-24 supplémentés en AA,
ont montré une infection plus élevée envers les cellules hotes. La supplémentation en DHA

s’accompagne d’une augmentation de I’infectivit¢ de MON-24 mais pas de MON-1.

La seconde étude s’est intéressée au bis(monoacylglycéro)phosphate, un phospholipide
particulier localisé principalement dans les endosomes tardifs de la cellule hote. Le BMP a été
impliqué dans la régulation du trafic endosomal, la fusion des membranes endosomales et le
transport du cholestérol. L’objectif de cette étude a été d’évaluer le role du BMP dans I’infection
du parasite. Un modele de supplémentation avec un précurseur du BMP, le
dioleoylphosphatidylglycérol (DOPG) a permis d’augmenter par deux la quantité de BMP dans
les macrophages J774. Dans les macrophages ainsi enrichis en BMP, I’infectivité est augmentée

pour les deux souches, avec un effet majeur sur la survie intramacrophagique.

En conclusion, nos travaux confortent le réle du métabolisme lipidique dans les
interactions hote/parasite. Les acides gras AA et DHA et leurs dérivés oxygénés chez le parasite
d’une part, et le BMP de I’hote d’autre part, sont en effet capables de moduler I’infectivité des
2 souches de L. infantum. D’apres ’ensemble de nos observations, il apparait que 1’infectivité
de la souche MON-24 est plus sensible a I’environnement lipidique que la souche MON-1, du

moins pour les lipides étudiés dans ces travaux, ce qui en fait un bon modele d’étude.



Abstract

In this thesis, we have studied the role of two polyunsaturated fatty acids, arachidonic
acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA), as well as the phospholipid
bis(monoacylglycero)phosphate (BMP), on the infectivity of the parasite Leishmania infantum.
We used two strains of this species, the MON-1 strain, viscerotropic and the MON-24 strain,

dermotropic.

The objective of the first study was to assess the consequences of increased intake of
AA or DHA on the infectivity of the Leishmania parasite and on its survival inside the
macrophage. The promastigotes of the two strains were cultured in a control medium or a
medium supplemented with AA or DHA. These supplementation conditions led, for both
strains, to a specific fatty acid enrichment of the parasite's lipids and to the production of
oxygenated metabolites derived from AA and DHA, some of which are regulators of
inflammation. The MON-1 and MON-24 promastigotes supplemented with AA, showed higher
infection towards the host cells. DHA supplementation is associated to an increase in the

infectivity of MON-24 but not of MON-1.

The second study focused on bis(monoacylglycero)phosphate, a particular phospholipid
located mainly in the late endosomes of the host cell. BMP has been implicated in the regulation
of endosomal trafficking, the fusion of endosomal membranes and the transport of cholesterol.
The objective of this study was to assess the role of BMP in the infection of the parasite. A
model of supplementation with a precursor of BMP, dioleoylphosphatidylglycerol (DOPG)
allowed to increase by two the amount of BMP in J774 macrophages. In BMP enriched
macrophages, infectivity is increased for both strains, with a major effect on intramacrophagic

survival.

In conclusion, our work confirms the role of lipid metabolism in host / parasite
interactions. The AA and DHA fatty acids and their oxygenated derivatives in the parasite on
the one hand, and the BMP in the host on the other hand, are indeed able to modulate the
infectivity of the 2 strains of L. infantum. From all of our observations, it appears that the
infectivity of the MON-24 strain is more sensitive to the lipid environment than the MON-1

strain, at least for the lipids studied in this work, which makes a good study model.



Mots clés

Leishmania infantum, souche MON-1, souche MON-24, macrophages, acide arachidonique,
acide docosahexaénoique, especes réactives de 1’oxygene, médiateurs lipidiques,

bis(monoacylglycéro)phosphate

Keywords

Leishmania infantum, MON-1 strain, MON-24 strain, macrophages, arachidonic acid,
docosahexaenoic acid, reactive oxygen species, lipid mediators,

bis(monoacylglycero)phosphate



Sommaire

REMERCIEMENTS cuuuuiiiiiiiiiiiniinniiccsssnssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 2
RESUME c.uuuuuiiiiiinniicnsnnnnicssssnnricsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 5
ABSTRACT ..cuueriiriniinisnnsessississssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsass 6
MOTS CLES . ..ouuiiiiiinniinnniensnressssiessssncssssncssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
KEYWORDS cocuiiiiiiiiinnninnsnnissssnessssnssssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses e 7
SOMMALIRE ...ouuuuiiiiinniiiniisnniicssssnsiessssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
LISTES DES FIGURES .....cccoviieverininrissnrcssnencssnsscssssscsens 15
LISTE DES ABREVIATIONS ..uuuiiiiiiiinniinnsnnccsssncssssncssssscssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssses 19
PARTIE I auuuuuiiiiiiniiiinisnniinsssnnsicssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
BIBLIOGRAPHIE ....ouuciiiniiiiniininninnsnnisssancsssscsssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssnsssses 22
INTRODUCTION ET OBJECTIFS DE L’ETUDE .......cccccevvunniecnene 23
CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LA LEISHMANIOSE......ccccconnniiccsssnniccscnnsscssnes 26
I. DECOUVERTE ET HISTORIQUE.......cccoceeervurensrurcssarcsssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssses 26
II. TAXONOMIE ...ouuuuiiiiiisnriinssnnnicssssssrncsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 27
III. LA REPARTITION GEOGRAPHIQUE.....cuuuiiiinnruniicnssnniccsssansecsssssssecssssasssssssssssossnns 28
1. LES LEISHMANIOSES VISCERALES ....cccuttttiitttaritteeniieeeiteeeiteeeiteesnteesieeesneeesanneesaneeesanes 29

2. LES LEISHMANIOSES CUTANEES.....ccctttitttattattenteentteaiteenieesieeeseessseenseesaneenseessseenseesanens 30
IV. BIOLOGIE DES LEISHMANIES .....cicinnieisnicssnicssanncssansssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 31
1. L ORGANISATION CELLULAIRE .....ccocttiittirtieteeniteettenieeeteesiee et esteesareesieessneenseesaneenneenas 31

2. LES DIFFERENTES FORMES DU PARASITE ....ccciuttiiiiieniiieeniieeeniteeeiteesiteesieeesseeesaneeenans 32

. La forme PromastiQOte ..............ccc.ocvieeiuiieiiie et 32

b, La fOrmMe QMASTIGOLO. ............c..ceeuiieeieeeiie e en 33

V. LE VECTEUR.....iiiinericcnsnnnsicssssssscsssssssens 33
L. MORPHOLOGIE ...c.uutttiiiiiteiiteeeiiteeeiteeeeitte et e ettt e sttt e et e e sabeeesabeeesabeeesabeeseabeessbeesnseesnnes 34

2. LECYCLE DE VIE ..ottt ettt ettt ettt et s 34

B HABITAT ettt et ettt ettt b e s aees 35



4.  COMPORTEMENT DES PHLEBOTOMES.....euuttttteee et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeanaeaaes 35
VI. LES RESERVOIRS ..ootttttteceeeeeeereeenreessessessesssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 36
VII. LES FORMES CLINIQUES ...cuttiiieeennnrnnaneeteecccssssssssssssescsssssssnsassssssssssssssansassasssns 38

1. LA LEISHMANIOSE VISCERALE .....ucttttteeettee et eeeee e e e e e e e e eee e e eeeeeeeeaaeeeeeanans 38

2.  LES LEISHMANIOSES TEGUMENTAIRES ...ceuuttettueeeeetee e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannns 39
VIII. LE CYCLE DE VIE......ottcieeeeerneeeeneesssseeesssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 42
IX. LA METACYCLOGENESE.....ceeeeereeeennecsesscessesssssssssssscsssssssssssssssssssssssssses 44
X. LA TRANSFORMATION PROMASTIGOTE-AMASTIGOTE ....oueeeuueeeeeeeeeeeenee 44

1. LELPG : LIPOPHOSPHOGLYCANE ....ottuetttieee ettt e e e e eeee e e e e eeeeeeeeee e e e eaeeeeeeanns 44

2. LES GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL (GPI)....ccoiiiiiiiiiiciiceeeeeeeeeee e 46

3. LES GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPIDES (GIPLS) ....cccvvvieiiiiiiiene. 47

4.  LES PROTEOPHOSPHOGLYCANES (PPG)..ccccuviiiiiiieiieeieeeeeeeeee e 47
XI. LA VACUOLE PARASITOPHORE (VP) ........... 48

1. FORMATION DE LA VACUOLE PARASITOPHORE ......covuuueeeieeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenannns 49

2. ACQUISITION DES NUTRIMENTS ET  CARACTERISTIQUES DES  VACUOLES

PARASITOPHORES. .. ¢etetttie ettt e e ee e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eea e e e e eaaeeeeeaaeeeeranaaaees 51

A L AUGINING.......ooooiieieee e e 52
D L@ FCF e 53
C.  Les COrpS LIPIdIQUES...............c.coceiiiiiiiiiiiieieee e 54
XII. LA REPONSE IMMUNITAIRE ....eeeeeeerereeeseeseesscssessssssssssssssssssssssssssssssossssses 55

L. LA REPONSE INNEE ....uittttttttttteeeeeeeee et e e eeeee e et eeeaeeeeeeeeeeeaeanaaaeeeeeeeeaeannaaaeeeeeereeannns 55

2. LA REPONSE ADAPTATIVE .eueeituee et e eeee e e e eee e e e et e e e e e e e e e e eee e e e e e e e e eaans 55
XIII. MECANISME DE DEFENSES DES MACROPHAGES.........cieetirenenneecceececseenes 57

L. DOMMAGE OXYDATIF. ...ttt ettt e e e et eee e et e e e et e e e et aeeetaaeeeeeaaeeeeanaeeeennnans 57

2. MODIFICATION DU METABOLISME DES LIPIDES.....cettuuettttueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnns 58
XIV. MECANISME D’EVASION DE LEISHMANIA ...........u...... 59

1.  DIMINUTION DE L INFLAMMATION ....uuueetinee et ee e e eeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaaaeeeennnns 59

2. ECHAPPEMENT AUX DOMMAGES DU STRESS OXYDATIF ...vvoeeeveveeeeeeeeeseseeeeses e, 60
XV. LES METHODES DE DIAGNOSTIC ..uuuueeeiereeeeeeeeeeececseeserssssesssssssssssssssssssssssseses 61



1.  DIAGNOSTIC CLINIQUE .....cottttuuuueeeeeeeeieeeieeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeaaasaaeeeeeeetsesaanneeeseeeeeaeans 61

2. DIAGNOSTIC PARASITOLOGIQUE ....uuuuuutuueieeeeeeesesesesesssssesssesssssssssssesssessssssssssssssssssssssseeee 62

. L@ PréleVEMENLS ............ccc.oooiiiiiiiiiiiiii e 62

0 Leishmaniose VISCETALE ........cccuiiiiiiiiiiiiiiiieceeeee e 62

0 LeiShmaniose CULANEE ..........cocueiiuiiiiiiiiiieiieee ettt ettt s 62

b.  Larecherche des PATASILES................cccouveeiiiiiiiiaiieeie et 62

c.  Les méthodes MOIECULQITES................c..cccueeeiuiiiiiiieiiieeeeee e 63

3. DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE.......ccuuuuuuieeiieiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeaeee e e e e e e eeeaeaeeeeeeeeeeeaannnnanes 63

A.  DEtection d’ANIICOTPS .........c.cccoeouiiiiiiiiiiiee et 64

oL e test d’agglutination directe (DAT) ....cccvieiiiiiiiiiieeiieeeeeee e 64

eLe test immunochromatographique (ICT) basé sur 1K39 ........cccceviiiiiniicnnne 65

b, Detection d’ ANIIZENE ...............cccueeeeviieciieecie e 66

X. LES TRAITEMENTS .....cconiinininsinsensecsnicsnnssncssessssssessssesssssessssssssssassssssassssssssssssssasssess 67
1. LES ANTIMONIES PENTAVALENTS .....ccctiiiiiiiiiiiiiiiiiie sttt sttt 67

2. L’AMPHOTERICINE Bl .ottt 67

3. LAPENTAMIDINE .....ooiiiiiiiitiiitieite ettt sttt et s e s s es 68

4. LAMILTEFOSINE......tiitiiiiiiiiiiti ittt sttt st 69

5. LA PAROMOMYCINE ...coiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiie ittt st st 69

6.  AUTRES ANTI-LEISHMANIENS ......ooiiiiiiiiiieiiieiie ettt st s sne e e s e snee e e 70

a. Les imidazolés et [es (FIAZOIES ...............ccoocvuveeeieeiiieiiie e 70

b.  L’acide glyCyrFRIZIQUE.................cccoeiiiiiiiiiieiie et 70

C. IMMUNOTAETAPIE ..ot 70

d. MEthOAe PRYSIGUE..............oooceeeiiieeieeee et 71
CHAPITRE 2...uuuuiriiriiensuinsnicsenseisssissesssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 72
I.  CLASSIFICATION DES LIPIDES.....cccccvcinvinsuinsuisecssecsensecssecsssssnsssessassssssssssssssasssees 72
II. LES ACIDES GRAS CHEZ L’HOTE .....cucuiiinininrenensnnsaissicsccsessessssssssssssssssssesssssees 73
L. GENERALITES ..c.uttttetiiiteittete ettt ettt ettt ettt ettt se ettt et esbe et et sbt et e e sbeeneennens 73

2. VOIE DE BIOSYNTHESE .....ooiuiiiiiiiiiiiiiiiieete ettt s 76

A.  Les aCides Gras SAUFES ............ccccoeiiiiiiiiiieiie et 76

b.  Les acides Gras iMSATUTES .............cccooocuaiueiiieiie ettt 76

3. DISTRIBUTION, CAPTATION ET INCORPORATION DANS LES LIPIDES CELLULAIRES.......... 78

4. ROLE STRUCTURAL DES AGPT....cccocoiiiiiiiiiiiiiiicccecce e 79



5.

I11.

|

S

8

S

S R

o

K

=

K

S

SR

o

AGPID’INTERETS : L’ACIDE ARACHIDONIQUE ET L’ ACIDE DOCOSAHEXAENOIQUE ....... 79
L’acide arachidOnique .......................ccccooeieiiiiiiiiiiieie e 79
L’acide docosahexaénoique .....................ccccccoovveiiiiiiiaiiiiiieeieeeeee e 80

METABOLISME OXYGENE DE L’AA ETDUDHA ...t 82
LS PROSPROLIPASES ...t 82
LS [IDOXYZENASES ... 85
LeS CYCIOOXYZENASES ...t 85

METABOLISME OXYGENE DE L’ ACIDE ARACHIDONIQUE .....coovteuiiniiiiieienieenieeienieeneeaes 86
Les acides gras mono-hydroxylés ..............cccoovvviviiiiiieeiiieieiie e, 86
LS [OUCOITIENES ...t et 87
LS LIPOXINES ...ttt 88
LS PrOSTANOTUAES ..ot 89

0 €S ProStaglandines ...ttt 89
0 &S thTOMDOXANES ......oooieeie sttt 90

METABOLISME OXYGENE DE L’ACIDE DOCOSAHEXAENOIQUE........cccocouiiiiiiiiiiniieienee. 90
Les acides gras mono-hydroxylés ..............ccccoovviemiiiiiiieeeiiiiiiieesiie e, 90
LES SPM.....c.ooiiieieeee e 91

O LS PIOLECIINES .. eeueieeiiieiie et ettt ettt ettt et e st e et e et e et e e saae et e esaeeenseenseesnseans 91
@188 TNATESINES ...ttt ettt ettt et e st s e sat e et eesbeeeateenbeeeas 92
oLes 1é¢SoIVINES (RVDS) .oiiiiiieiiiieiiecee et e 93

ROLE DES METABOLITES OXYGENES CHEZ L’HOTE ...c..eeuviiiieiiiiiniienieerenieeie e 94

LE BMP....uuoiiritiienninnisenseisssisesssessssssssssssssissssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssass 95

STRUCTURE ..ottt st 95

LA COMPOSITION EN ACIDES GRASDUBMP.......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc, 96

METABOLISME DU BMP ..ot 97
SYIERCSE ...ttt et 97
CAIADOLISINE. ...t 98

DISTRIBUTION, LOCALISATION ....uuuttuueeeeeeseeeeseesssssessssesssssssssesssssssssssesssssesssesessseseseserenee 99

ROLE CELLULAIRE ...ttt sttt et st 99
Biogenese et dynamique des vésicules endoCytiques ...............cc.cccovevevveevceeencenanne. 99
Trafic du CholesSterol ..................ccoooiiiiiiiiiiiiie et 100
INfECHION VIFALE ... 102
Autres fonctions cellulaires du BMP.................cccccciiioiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e, 103

11



IV.  LES ACIDES GRAS CHEZ LES TRYPANOSOMATIDES .......cccceevvrrruersunenane 104

1. COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES PARASITES LEISHMANIA ......c.coovevuiruennenianennnnn. 104

2. VOIE DE SYNTHESE DES ACIDES GRAS CHEZ LEISHMANIA ........cc.cccoevuecuiicuiniiiiaiennnnn, 104

A. LS AG SAUFES ...ttt ettt eensaeeeaae e 104

b.  Les AG insaturés et POLYINSAIUIES ..............ccceeeeuueeeiueeaiiieesieeeeiee e 105

3. MECANISME DE CAPTATION DES ACIDES GRAS .....c.ccouiiiiriiiiiiiiiiieiieiesieeie e 106

4. LEROLE DES ACIDES GRAS .....oouiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 108

a. Fournisseur d’énergie et matériel de stockage..................c.c.cccvvvvvviviiiiniinennnnnn. 108

b.  Role dans [’entrée et la survie des parasites dans les macrophages ..................... 108
eModulation de la réponse inflammatoire de I’hOte ........ccceeverieviiiiiiiniincnnn, 108

L I 11 w151 (0) 4 P 1 ) s LT 109

Dans la différenciation promastigote/amastigote ...................ccoueeeeeveeeveeeecueeninnnns 110

d.  La résistance aux MEdICAMENES ...............c.cccveiuieiiiaiieee ettt 111

V. AUTRES LIPIDES IMPORTANTS CHEZ LEISHMANIA .......cccouevueresesessenena 111
1. LES PHOSPHOLIPIDES ET LES SPHINGOLIPIDES. .....ccceeeiiiiiiiiieiiieiieeneeiee e 111

a. Lerole des phoSpROLIDIAES ...............cc.cccoveviiieiiieiiiieeee e 112

2. LES STEROLS ...ttt ittt ettt et 113

A, L CROLESIEIOL .............ooccoieieeee e 113
OSTIUCTULE ...ttt ettt ettt et e st e et e e st e e bt e st e e bt e eateeneee 113

@ CholeSterol €t LeiSAMANIQ .............cccocoeeoiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee et 114

D L7@FGOSIEFOL...........ooieeeee e 115
OSTITCTULE ...ttt ettt ettt ettt et e ettt e et e e st e e st e e e sab e e e st e e esabeeeabeeesbeesneeens 115
OBIOSYNTNESE ... e 116

eRole dans la virulence du parasite.........cceevvereerieriinieiienieneeieeeee e 117

PARTIE IL..ouoouinuiieiinuinsensinsnissensesssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 119
MATERIELS ET METHODES .......coocivvininneinrensnssnissensanssssssssssssasossssans 119
ETUDE 1 : ETUDE DE L’IMPACT DES ACIDES GRAS. .....coveumneumneumscnsscnssscnsseees 120
1. CULTURE DES PARASITES .....eoiutiiiiiiniietieiienieete sttt eite et esae e steesaeesnesneenesanesseeneeanes 120

2. CULTURES DES MACROPHAGES .....coutiitiiiiniiiiieiienitenteetenttett et steere et s nae s e sne e 120

3. SUPPLEMENTATION DES PROMASTIGOTES AVEC LES ACIDES GRAS ......ccocverveenueenneenn 120

4.  ANALYSE DES ACIDES GRAS DES LIPIDES TOTAUX EXTRAITS DES PROMASTIGOTES ..... 121

12



5.  ANALYSE DES METABOLITES OXYGENES ....uutettteeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenaaaeeenans 121

6. EVALUATION DE L’INFECTIVITE DES PARASITES ....v.vveveeeeseseseeeeeeseseseseessesesesesessesesesens 122

a. Comptage des parasites intracellul@ires......................cccoccovveiviieniiiiciinieaieenn 122

b.  Mesure des especes réactives oxygenés dans les macrophages J774 .................... 123
ETUDE 2 : ETUDE DE L’ IMPACT DU BMP.....cuoueierrrrerssessssssssssssssssssssssssssssssssases 124
1. PREPARATION DES LIPOSOMES ....uitiiitiittuiieeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeetessneaeseseessssmmneaesesssssessnans 124

2. SUPPLEMENTATION DES MACROPHAGES J77T4ENPG . .coovviiiiiiiiiieeeeeeee 124

3. INFECTION DES MACROPHAGES ...otttuetttiee ettt e et e et e e e e eeeeeaeeeeeeanans 124

4. ANALYSE DU BMP DANS LES MACROPHAGES ET LES PROMASTIGOTES ...uuvvevveneeeennnnn. 125

a. Identification des especes moléculaires du BMP par LC-MS..............ccccccccuenn... 125

b, IMMUNOTUOFESCONCE. ...t 126

C.  MiCroSCOPIe A tFANSMISSION ...........cc.veeeeeeeiieeeiieeeieeeeiee e et e eaeeeiaeesaseessaeeneaeeans 126
PARTIE T ...oueoeeeieeeeereeceenecseseeccssecsssesssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssss 128
RESULTATS ooeeeeeeeeeecsrneeeccsssseeecssssseescsssssanes .. 128
ETUDE 1 : ETUDE DE L’IMPACT DES ACIDES GRAS. «.cuueveeeereeeeeeeesnsassessssssan 129
ETUDE 2 : ETUDE DE L’IMPACT DU BMP DANS L’INFECTION. ....cvevverrerrennnns 158
I.  INTRODUCTION ...cotteeeuueeeeceeereeeesssesssssssssssessssssssssossssssses 158
TI. RIESULTATS cuucietttreeeeenecceeeeereeeesssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 159

1. CARACTERISATION DU BMP DANS LES PROMASTIGOTES ET DANS LES MACROPHAGES
INFECTES ...ttt a e sa e 159
a. Mise en évidence du BMP des promastigotes par immunofluorescence ............... 159
b. Mise en évidence du BMP dans les promastigotes et amastigotes
intramacrophagiques par microscopie électronique a transmisSion............................. 161
c.  Caractérisation biochimique du BMP dans les promastigotes de Leishmania ..... 162

2. CONSEQUENCES D’UN ENRICHISSEMENT EN BMP SUR L’INFECTION DES MACROPHAGES 162

a. Effet de la supplémentation en DOPG ou DPPG sur l'infection.............................. 163
e Apres 2h d’infection (aSSOCIAION) .....cc.eevueeiiieriiieiierie et 163
O APIes 24h A INTECTION ......ieiiiiiiiiii e 165
e Apres 24h d’infection et 24h supplémentaire en culture (survie) ...................... 166

b. Effet de la supplémentation en DOPG sur la quantité de BMP dans les macrophages

13



III.  DISCUSSION ...oirriirrrensnnnsnnnsnnsssesssnsssasssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssns 169

PARTIE IV oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeseseessesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 174
DISCUSSION GENERALE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES. ......cccovveeeeccrnnnneee 174
PARTIE V aoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesesesesesesesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 180
ANNEXES ..uuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 180
ANNEXE I : ORP ET INFECTION. ...uuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 181
I. INTRODUCTION....uuueeeeeeereeeeeeeeeeeeeeesssssssesssssssssssssses 181
II. MATERIELS ET METHODES ..oouuueeeiieetteeeeneeeeecceeseeessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 182
1. CULTURE DES PROMASTIGOTES ...utetetuee et et e e et ee e e eeeeeeeeeeaeeeeeaeeeeeaaeeeneaaeeenens 182

2. CULTURE DES MACROPHAGES ....cettttttuieeeeeeeeteteeeeeeeeeeeeetaaeeeeeeeeeeetaaaeeeeeseeeeesanannaaes 183

3. INFECTION DES MACROPHAGES ....ceetttiiitieeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeetaaeeeeeeeeeesessaeeesesesesesaanns 183
III.  RESULTATS cooetteeeteeeeeeeeeeeeeeereeeceeeeesesesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 183
1.  MISE AU POINT DE L INFECTION DES RAW VS RAW NT oo, 183

2. EFFETDEL’ORP 11-/- SUR L INFECTION ....covttteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaeeeaanenenens 186

. APreS 2h A INfECIION ..ot 186

b, APITes 24N A INfECHION ............coeveeeciieeie e 187

c.  Evaluation de la survie intramacrophagique........................cocoweeoeeereeeeeereeeeeeene. 189

1V. CONCLUSION auueeeeeeeeceeeneeessseeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 189
V. DISCUSSION ..cieeeeeeerreeeecceeceeeessssssessscssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 190

ANNEXE 1II: ETUDE D’UN NANOVACCIN ORALE CONTRE
L ECHINOCOCCOSE. aevveueeeeeerereeessesssesesssssssssssensssssssssssessassssssesssssssssssssnssssssssssssssnssssens 192

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ....cuveeiueenenecssnsesssssssssssesssssssssassssssssssssssssssns 225

14



Listes des figures

Figure 1. Classification du genre Leishmania (d’apres OMS). ......oeevvieeiiieeiiieeieeciieeeieeens 28
Figure 2. Distribution de la leishmaniose viscérale dans le monde (WHO, 2016). ................ 30
Figure 3. Distribution de la leishmaniose cutanée dans le monde (WHO, 2016). .................. 31

Figure 4. Représentation schématique de 1’organisation cellulaire de Leishmania (d’apres

TLDUTICZ) veeenveeeiiee ettt ettt e ettt e et e e st e e s aaeeesaeeesaeeanssaeanssaeanseaeassaeessaeansseennsseeensseennns 32
Figure 5. Forme promastigote du parasite Leishmania. ..............ccccouveeeveenocineenieenseeneennenn 32
Figure 6. Forme amastigote de LeiSAmMania. .............occooceevevoiiiiiniiniieniiieiienieeieeeseeeeene 33
Figure 7. Phlébotome Phlébotomus (a gauche) et Phlébotome Lutzomyia (a droite).............. 33
Figure 8. Schéma représentatif du cycle de vie du phlébotome (fleatickrisk.com). ............... 34

Figure 9. Manifestations cliniques de la leishmaniose viscérale chez des enfants (Chappuis et
ALy 2007 ). ettt et h et et sh bt ettt saeen 39
Figure 10. Manifestations cliniques de la leishmaniose cutanée. (A) Petites papules rouges dues

a L. infantum a Majorque. (B) Nodule hyperkératosique dii a L. tropica en Afghanistan. (C)

Ulcération due a L. major en Afghanistan (Bailey and Lockwood, 2007). ......cccceeeveverveennneen. 40
Figure 11. Représentation clinique de la leishmaniose cutanéo-muqueuse (santépublique.fr).
.................................................................................................................................................. 42
Figure 12. Cycle de vie de Leishmania (Burza et al., 2018). .......cccceviiiiiiniiiiiiicieice, 43

Figure 13. Représentation schématique d’un promastigote avec les différentes molécules de
surfaces ancrées au GPI : gp63, LPG, PPG, GIPL (Olivier et al., 2012). ....cccccceeviieiieniennnns 45
Figure 14. Formation de la vacuole parasitophore de Leishmania dans le macrophage
(Podinovskaia and Descoteaux, 2015). ...ccouiiiiiiiiiiieeieecie et 51

Figure 15. Modc¢le de composition de la membrane de la vacuole parasitophore de Leishmania

(Young and Kima, 2019). ...cccuiiiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt et 52
Figure 16. Test d’agglutination directe (Chappuis et al., 2007). ......ccccevverervenienenienieniennne 65
Figure 17. Le test immunochromatographique basé sur rK39 (Chappuis et al., 2007)........... 65
Figure 18. Classification des IPIdes. ........coceeriiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 72
Figure 19. Constituants de la membrane cellulaire. .............ccccooiiiiiiiniiniiicee 73
Figure 20. Nomenclature des acides gras (Guesnet et al., 2005). .......ccccevvereniiineencneenennene 73
Figure 21. Classification des acides gras (Guesnet et al., 2005). ......cccceevviieriieeniieenieeeieene 74

Figure 22. Voie de biosynthése des APGI n-6 et n-3 a longue chaine a partir des AGPI

ESSCIILICLS et e ettt ea ettt ———aaeeee e e e ————————aaaeteraa———————— 77

15



Figure 23. Structure de 1’acide phosphatidique. .........c..coociieiiiieiiieeieeeeeee e 78
Figure 24. Structure de 1’acide arachidonique. ..........cc.oeveeviiriiiiiiinienieeecce e 80
Figure 25. Structure du DHA. ..o 81
Figure 26.Voie de synthése de certains métabolites oxygénés dérivés de ’AA et du DHA. .82
Figure 27. Libération des AGPI a partir des glycérophospholipides par action de la

PROSPROLIPASE AZ. ..ottt ettt et e st e et esat e e bt e sseeenbeeeseeenseenee 83
Figure 28. Libération des acides gras par les phospholipases C. ........ccccecevevieriiiniienieeieenen. 84
Figure 29. M¢étabolites mono-hydroxylés a partir de PAA. ......cooovieeiiieeieeeeeeeeee e, 87
Figure 30. Voie de synthese des leucotrienes a partir de PAA. ....c.ooeovieeeiieeiiieeeeeeeeeeeee 87
Figure 31. Voie de synthese des lipoxines a partir de PAA. .......ooiiiiniiiiniineeee 88
Figure 32. Voie de synthese des prostaglandines a partir de PAA. ....ccoooeeiiieiieiieeieieee, 89
Figure 33. Voie de synthese des thromboxanes a partir de PAA.......ccooieiiiiiiiiieee, 90
Figure 34. Voie de synthése des AG monohydroxylés a partir du DHA. ..........cccoeeiiennnens 91
Figure 35. Synthése des protectines a partir du DHA viala 15-LOX.....cccoooeiiiiiniiniiiinene 92
Figure 36. Synthése des marésine a partir du DHA via la 12-LOX. ...cccoovviiiiniininicnieene 93
Figure 37. Synthese des marésines a partir du DHA via la 15-LOX. ..o, 94
Figure 38. Structure du BMP et du phosphatidylglycérol (Hullin-Matsuda et al., 2009). ...... 96
Figure 39. Voie de synthese du BMP (Amidon et al., 1996). ......c.ccceviiniiiiniiniiiiniccee 98
Figure 40. Biosynthése des acides gras insaturés chez Leishmania spp. ...........ccccevueuenee. 106
Figure 41. Sources d’acides gras pour les trypanosomatidés (Uttaro, 2014). .........cccuveneee.. 107
Figure 42. Représentation des différentes classes de lipides chez Leishmania (Zhang and
BevVerley, 20T0). ...uiiiiieeieee e e ettt ettt et e et e teeenbeennreen 112
Figure 43. Structure du cholesterol. .......cocoviiiiiiiiiiicee e 114
Figure 44. Structure de 1’ergoSterol. .........coiiiiiiiiiiiiiiee e 116
Figure 45.Voie de biosynthése des stérols de Leishmania (Yao et al ., 2016)...................... 117
Figure 46. Observation du BMP dans les promastigotes. ...........ccccueerierieeniieniesiiienieeeene 160

Figure 47. Observation au microscope électronique a transmission de BMP chez Leishmania..

................................................................................................................................................ 162
Figure 49. Charge parasitaire chez les macrophages témoins et supplémentés. ................... 164
Figure 50. Charge parasitaire chez les macrophages témoins et supplémentés .................... 166
Figure 51. Charge parasitaire chez les macrophages témoins et supplémentés .................... 167
Figure 52. Quantification du OO-BMP (dioleoyl-BMP) et du OO-PG. ..........c.ccuverurrnnennne. 168

16



Figure 53. Pourcentage de macrophages infectés entre les RAW 264,7 et les RAW sh NT.185

Figure 54. Charge parasitaire chez les macrophages ORP 11-/- et ORP 31-/-......cccccveuneeee. 186
Figure 55. Charge parasitaire chez les macrophages ORP 11-/- et ORP 31-/-......ccccccueuneene. 187
Figure 56. Charge parasitaire chez les macrophages RAW sh ORP 11-/-........cccceeevvrrnneen. 188
Figure 57. Charge parasitaire chez les macrophages ORP 11-/- et ORP 31-/-........c.ccc..e... 189

17



Listes des tableaux

Tableau 1. Caractéristiques des formes cliniques, des principaux réservoirs et de la localisation
des différentes eSpeces de LeiSAMANIA. ...........c.eeeeereecueieiiiieeieeeciee e eee e eeeeee e ereeesaee e 37
Tableau 2. Classification et nomenclature des principaux acides gras. .........ccocceevverveeneenen. 75
Tableau 3. Pourcentage de macrophages infectés aprés supplémentation des macrophages en
DOPG ou DPPG et infectés par des promastigotes MON-1 et MON-24 ...........ccccvvevnrenne. 164
Tableau 4. Pourcentage de macrophages infectés aprés supplémentation des macrophages en
DOPG ou DPPG infectés par des promastigotes MON-1 et MON-24. .........ccocevveviennennenne 165
Tableau 5. Pourcentage de macrophages RAW sh NT et RAW ORP 11-/- infectés par des
promastigotes MON-1 €t MON-24.. ........ooiiiiiieiieeiieeeee ettt eaee e e e e 188

18



Liste des abréviations

(S)-HpDoHE : Acide
hydroperoxydocosahéxaénoique
4-HDoHE : Acide 4-

hydroxydocosahexaénoique

A

AA : Acide Arachidonique

ADN : Acide désoxyribonucléique
AG : Acide Gras

AGMI : Acide Gras mono-insaturés
AGPI : Acide Gras Polyinsaturés
AGS : Acide Gras saturés

ALA : Acide a-linolénique

ARNm: Acide ribonucléique messager

At-RvD: Aspirin-trigerred-RvD

B

BHK: Baby hamster kidney
BMP: Bis(monoacylglycéro)phosphate

C

CL : Leishmaniose cutanée
COX : Cyclooxygénase
cPLA : PLA cytosolique
CY : Cytochrome

D
DAG : Diacylglycérol
DAT : Test d’agglutination directe

19

DHA : Acide docosahexaénoique

DPA : Acide docosapentaénoique
D-PDMP : D -thréo-1-phényl-2-
décanoylamino-3-morpholino-1-propanol
DTH : Technique d’hypersensibilité

retardée

E
ELO : Elongase

EPA: Acide Eicosapentaénoique

F

FABP: Fatty acid binding protein
FAD: Fatty acid desaturase

FADH:: Flavine adénine dinucléotide
FAS : Fatty acid synthase

FATP : Fatty Acid Transport Protein

G

GIPL: Glycosylphosphatidylinositol
phospholipides

GL: Glycérolipides

GLA : Acide y-linolénique
GM-CSF : Facteur de stimulation des
colonies de granulocytes et de
macrophages

Gp63 : Glycoprotéine 63

GPI : glycophosphatidylinositol
GPx : glutathion peroxydase



GTP : Guanosine triphosphates

H

HDL : Lipoprotéines de haute densité
HETE : Acide hydroxyeicosatétraénoique
HpETE : Acide

hydroperoxyeicosatétraénoique

I

ICT : Test immunochromatographie
IL : Interleukine

iPLA : PLA indépendante

L

LA : Acide linoléique

LBPA : Acide lysobisphosphatidique
LDL : Lipoprotéines de basse densité
LOX : Lipoxygénase

LPG : Lysophosphatidylglycérol
LPS : Lipopolysaccharide

LSD : Lysosomal storage disorder
LT : Leucotrienes

LV : Leishmaniose viscérale

LX : Lipoxine

M

MA : Acide myristique

MAG : Monoacylglycérol

MAP : Mitogen activated protein

MaR : Marésines

20

N

NADPH : Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate

NMT : protéine N -myristoyltransférase
NNN : Navy Neal Nicolle

NO: Oxyde nitrique

NPC : Niemann Pick Type C

o
OA : Acide oléique

P

PA : Acide palmitique

PA : Acide phosphatidique

PBS : Tampon phosphate salin

PC : Phosphatidylcholine

PCR : Réaction en chaine par polymérase
PD : Protectines

PE : Phosphatidyléthanolamine

PG : Phosphoglycérol

PG : Prostaglandine

pH : Potentiel hydrogene

PI : Phosphatidyllinositol

PKC : Protéine kinase C

PKDL : Leishmaniose post kala azar
PL : Phospholipase

PL : Phospholipides

PLA : Phospholipases

PMN : Polymorphonucléaires

PPG : Protéophosphoglycane



R

RMN : Résonnance magnétique nucléaire
RNI : Réactif intermédiaire azoté
ROS : Especes réactives de I’oxygene

Rv : Résolvines

S

SA : Acide stéarique

SAPs: Sphingolipid activator proteins

SPM: Specialized pro-resolving mediators

SREBP2

SREBP2 : Protéine 2 de liaison des éléments régulateurs des stérols

SVF : Sérum veeu foetal

T

TA : Transacylation

TG : Triacylglycérols

TLR : Toll like receptor

TNF-a : Tumor Necrosis Factor

TX : Thromboxane

rV

VL : Leishmaniose viscérale
VP : Vacuole parasitophore

VSV : Virus de la stomatite vésiculeuse



Partie 1

Bibliographie

22



Introduction et objectifs de [étude

Les leishmanioses constituent un complexe de maladies tropicales et subtropicales
affectant 12 millions de personnes dans le monde causant 20 000 a 30 000 déces par an. Elles
sont causées par des parasites unicellulaires du genre Leishmania transmis par un phlébotome
vecteur et présentent diverses expressions cliniques (cutanée, muco-cutanée et viscérale). Le
cycle de vie de Leishmania comporte deux hotes dans lesquels deux stades parasitaires
proliférent, le promastigote extracellulaires chez I’insecte vecteur et [’amastigote
intracellulaires chez 1’hote mammifére. Lors d’un repas sanguin, le promastigote est inoculé
par le vecteur chez 1I’hote, notamment ’homme ou le chien. Une fois phagocytés par les
macrophages hotes, ils vont se différencier en amastigotes et se multiplier. Les amastigotes
libérés lors de I’éclatement des macrophages infectés infectent a leur tour d’autres

macrophages.

L’entrée du parasite Leishmania et sa différenciation a 1’intérieur du macrophage sont
généralement associ¢es a une réorganisation de sa membrane dont les lipides tels que les
phospholipides, les glycolipides et les stérols sont des composants majoritaires. Dans la cellule
hote, la membrane plasmique sert de porte d’entrée aux agents pathogenes intracellulaires et
des relations complexes sont entretenues entre les parasites et les organites intracellulaires de
celle-ci notamment par le biais des vacuoles parasitophores. Différentes études ont pu
démontrer I’importance des lipides dans les interactions hotes-pathogenes notamment dans la
différenciation des parasites ainsi que la résistance aux médicaments. En particulier, ont ét¢ mis
en évidence le role majeur du cholestérol de la cellule hdte pour I’entrée du parasite, ainsi que
le réle de certains acides gras dans des mécanismes de résistance (Rakotomanga et al., 2005).
Certains traitements de la leishmaniose telles que la miltéfosine et I’amphotéricine B ciblent le
métabolisme des lipides, des changements dans la composition des lipides peuvent entrainer

une résistance aux médicaments.

Les travaux antérieurs de 1’équipe ont eu pour objectif de mettre en évidence les
changements majeurs au cours de la différenciation du parasite Leishmania, c’est a dire entre
les stades promastigotes et les stades amastigotes intramacrophagiques en termes de
distributions des lipides et de compositions en acides gras (Bouazizi-Ben Messaoud et al.,

2017).
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Concernant la distribution des lipides, un appauvrissement en ergostérol compens€ par un
enrichissement significatif en cholestérol a été démontré chez les amastigotes par comparaison
aux promastigotes. Par ailleurs, 1’analyse de la composition en acides gras a révélé une
augmentation significative de la proportion de 20:4 n-6 (acide arachidonique : AA) et 22:6 n-3
(acide docosahexaénoique : DHA) dans les lipides totaux des amastigotes, en particulier dans
les phospholipides, comparativement aux promastigotes. Ces résultats suggerent que ces acides
gras polyinsaturés sont importants lors du processus d’infection des macrophages, mais ne
permettent pas de déterminer si I’enrichissement en acides gras observé dans la forme

amastigote refléte un mécanisme post- ou pré-infection.

Dans ce contexte, la premicre partie de mes travaux a eu pour objectif de tester
I’hypothése selon laquelle les acides gras AA et DHA dans la forme promastigote
pourraient faciliter le processus de différenciation et/ou I’infection et le développement
intracellulaire du parasite. Nous avons donc mis au point un protocole de supplémentation
en acides gras des lipides des promastigotes de Leishmania infantum permettant d’augmenter
spécifiquement leur proportion dans les lipides et d’en évaluer I’impact sur I’infectivité. Deux
isolats de souches humaines de L. infantum, causant la leishmaniose viscérale (MON-1) ou la

leishmaniose cutanée (MON-24) ont été utilisés dans cette étude.

Dans la leishmaniose, le mécanisme d’entrée des promastigotes dans les macrophages
de I’hote implique la phagocytose, une endocytose particuliere. Cette voie est constituée de
différentes vésicules dont les derniéres sont les endosomes tardifs et lysosomes. La survie
intracellulaire du parasite nécessite une transformation du phagosome en vacuole parasitophore
permettant d’échapper aux défenses du macrophage et de constituer un milieu favorable pour
sa différenciation. Les vacuoles parasitophores sont des compartiments acides contenant
certaines enzymes lysosomales et sont entourées d’une membrane enrichie en protéines
endosomales/lysosomales tardives telles que rab7, lamp-1, et lamp-2 (Liévin-Le Moal and
Loiseau, 2016; Rodriguez et al., 2011). Des interactions/mécanismes de fusion de la vacuole
parasitophore avec le compartiment endosome tardif/lysosome sont nécessaires et les

mécanismes sont encore mal caractérisés.
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Le bis(monoacylglycéro)phosphate (BMP), un phospholipide retrouvé spécifiquement
dans les endosomes tardifs, est bien décrit pour ses différents roles dans la biogenéese et la
dynamique des vésicules endocytiques, les mécanismes de fusions et les fonctions de tri de
endosomes tardifs. Plusieurs travaux antérieurs, dont ceux de I’équipe, ont mis en avant le role
du BMP dans la régulation de transport intracellulaire du cholestérol, en particulier les voies de
redistribution de cholestérol dérivé des LDL depuis les endosomes tardifs vers les autres
compartiments cellulaires. Le BMP joue par ailleurs un role dans la régulation de la production
des oxystérols, dérivés de 1’oxydation du cholestérol, dans les macrophages (Arnal-Levron et
al.,, 2019). Ainsi, le BMP régule le transport du cholestérol et celui-ci est essentiel dans
I’infection & Leishmania. En effet, la phagocytose du parasite dépend des taux normaux de
cholestérol présent dans la membrane plasmique (Pucadyil et al., 2004; Pucadyil and
Chattopadhyay, 2006). De plus, des études ont mis en évidence la présence de cholestérol au

niveau de la vacuole parasitophore (Semini et al., 2017).

Du fait de sa présence dans les endosomes tardifs et ses propriétés fusogenes d’une part,
et de son role dans la régulation du trafic du cholestérol d’autre part, une hypothese est que le
BMP de la cellule hote pourrait controler I’infection du parasite a différents niveaux :
l'internalisation du parasite et/ou la biogenese de la vacuole parasitophore, ou les mécanismes
de transfert de cholestérol. La deuxiéme partie de mes travaux a donc eu pour objectif de
déterminer I’effet d’un enrichissement en BMP dans les macrophages sur ’infectivité des
parasites Leishmania. Une étude préliminaire sur la caractérisation du BMP dans les

formes promastigotes et amastigotes a aussi été réalisée.
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Chapitre 1 : Généralités sur la leishmaniose
I. Découverte et historique

Les leishmanioses sont des maladies parasitaires trés anciennes. Les formes cutanées sont
I’une des premicéres parasitoses décrites. La constatation de ces 1ésions remonte a la plus haute
antiquité aussi bien dans I’ Ancien que dans le Nouveau monde tandis que la description des
formes viscérales et leur mise en évidence attendra le XIX™ siécle. Au Xéme siécle, un
médecin arabe, Al Boukhari, mentionnait déja cette affection dermatologique tandis
qu’Avicenne I’attribuait a une piqlre de moustique. En 1882, la premicre description clinique
moderne est réalisée par McNaugh tandis que trois ans plus tard, Cunnigham découvre les

parasites dans un prélévement de bouton d’Orient (Dedet, 1999).

En 1898, Borovsky, un médecin militaire en Ouzbékistan, mentionne un protozoaire dans des
prélevements d’ulcéres sans en déterminer sa taxonomie. Ce méme parasite sera étudié¢ par
Wright trois ans plus tard chez un enfant arménien vivant a Boston, développant une 1ésion
cutanée qu’il nomma Helcosoma tropicum. En 1900, Sir William Leishman fit la découverte
du parasite Leishmania dans des frottis de la rate d’un soldat mort de fiévre Dum-Dum en Inde.
En 1903, Charles Donovan identifia a son tour le méme parasite dans une biopsie de rate. Le

parasite fut nommé Leishmania donovani en leur honneur: (Robert et Janovy, 2000).

Quelques années plus tard, la premiere culture fut obtenue par Nicolle et Sicre (Jarry, 1999).
Apres comparaison des organismes de la peau avec ceux de la rate découverte précédemment
en 1903, ils conclurent a une identité similaire du point de vue morphologique entre le parasite
de Leishman-Donovan et celui de Wright. Au cours de cette méme année, Nicolle et Sicre
découvrent ces mémes protozoaires dans différents animaux tels que le chien, le cheval et enfin
le chat. Apres cette découverte, ils font de cette affection une maladie commune a I’homme et
aux mammiferes. Ce n’est qu’en 1921, que les freres Sergent et leurs collaborateurs établissent
le role de vecteurs des phlébotomes en parvenant a transmettre le « bouton d’orient » par
application de broyats de ces insectes sur des scarifications cutanées. La transmission par piqtire
ne fut prouvée qu’en 1941 par Adler et Ber (Mazelet, 2004). Cette méme année, 1’école
soviétique avec Latshev et Krujukova met en évidence le réle des rongeurs en tant que

réservoirs des leishmanioses (Steverding, 2017).
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Dés 1982, ’OMS a adopté la caractérisation isoenzymatique des parasites. En 1985 les premiers
cas de co-infections VIH-Leishmanies sont signalés et depuis les recherches ne cessent de
progresser. Malgré cela, ces pathologies demeurent de graves problémes de santé dans plusieurs

régions du monde.

II1. Taxonomie

Les parasites Leishmania appartiennent au régne Protista (Haeckel, 1866), de la classe des
Kinetoplastea (Honigberg, 196 ; Vickerman, 1976), de la sous-classe des Metakinetoplastina
(Vickerman, 2004), de 1’ordre des Trypanosomatida (Kent, 1880), de la famille des
Trypanosomatidae (Doflein, 1901), de la sous-famille des Leishmaniinae (Maslov et Lukes

2012) et du genre Leishmania (Ross, 1903).

Les premiéres tentatives de classification de Leishmania turent des classifications linnéennes
nomothétiques proposées entre 1916 et 1961, sur des caractéres extrinseques uniquement. En
1908, une premicre classification de Leishmania a été suggérée par Nicolle : elle séparait L.
infantum, 1I’agent de la leishmaniose viscérale méditerranéenne, de L. donovani, 1’agent causal
du kala azar indien. Quelques années plus tard, en 1964, Adler a mis en évidence la difficulté
d’accepter une taxonomie basée sur des données cliniques. En effet ; la leishmaniose peut
présenter des signes cliniques identiques pour différentes espeéces (Adler, 1964). D’autres
tentatives pour classer les Leishmania ont été€ présentées par Lainson et Shaw en 1987 : les deux
sous-genres Leishmania et Vianna sont distingués selon la localisation géographique et le

développement du parasite dans 1’intestin du vecteur.

Dans les années 1970, afin de développer de nouveaux systemes de classification, les
caractéristiques intrinséques a savoir immunologiques, biochimiques et moléculaires de
Leishmania ont été identifiées et utilisées. L’¢lectrophorése des isoenzymes a été largement
utilisée comme systéme de typage et a permis de sé€parer les especes au sein de sous-genres
(Rioux et al., 1990). Vickerman, quant a lui, a proposé en 1976, la reconnaissance de quatre
complexes d’especes au sein du méme genre : le complexe donovani, tropica, mexicana et

braziliensis.

Parmi les différentes classifications admises, c’est celle donnée par I’OMS qui est retenue.
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Sous-régne
Phylum
Sous-phylum
Classe

Ordre
Sous-ordre

Famille

Genre

Sous-genre

Complexe

Espéce

Protozoa

Sarcomastigophora

Mastigophora

Zoomastigophorea

Kinetoplastida

Trypanosomatina

Trypanosomatidae

l

Viannia

——

L. guyanensis

L. braziliensis L. guyanensis

Leishmania
|
Leishmania
[ I I | I
L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana L. braziliensis
L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana
L. infantum L. killicki L. amazonensis L. peruviana

L. venezulensis

Figure 1. Classification du genre Leishmania (d’aprés OMS).

L. panamensis

De nombreuses questions subsistent quant aux espéces de Leishmania et aux symptomes qui

leur sont associés. Pourquoi certaines especes provoquent des formes cutanées alors que

d’autres especes mortelles pour ’homme et les animaux provoquent des symptomes viscéraux.

Leishmania infantum est une espéce a la fois dermotrope et viscérotrope c’est-a-dire qu’elle est

impliquée dans les leishmanioses cutanée et viscérale.

L’analyse des isoenzymes

des souches de L. infantum démontre que le zymodéme MON-24 est le plus fréquemment isolé

des lésions cutanées, alors que le zymodéme MON-1 et le zymodéme MON-80 sont moins

fréquemment identifiés dans les cas de leishmaniose cutanée (Aoun and Bouratbine, 2014).

I11.

La répartition géographique

Les leishmanioses affectent 4 continents : 1’Amérique, I’Asie, I’Europe et 1’ Afrique

dans les zones tropicales et subtropicales de 88 pays, dont 72 sont des pays en développement.

On distingue alors deux zones géographiques : I’Ancien Monde (le sud de I’Europe, I’ Afrique,

I’ Asie et le Moyen-Orient) et le Nouveau Monde (I’ Amérique du Nord, du Sud et Centrale).
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Les diverses manifestations cliniques sont observées dans les deux mondes, mais ne sont pas
propagées par la méme espece de Leishmania ni par la méme espece de phlébotomes dans les

différentes régions.

1. Les leishmanioses viscérales

La leishmaniose viscérale est présente dans 69 pays répartis sur tous les continents exceptée
I’Océanie. L. donovani est retrouvé dans le sous-continent Indien et en Afrique de I’Est tandis
que L. infantum est localisé sur le pourtour Méditerranéen, en Amérique du Sud, en Asie
centrale et en Chine. L’incidence mondiale est estimée a 500 000 cas par an entrainant 50 000
déces annuels. Ces chiffres sont une approximation, puisque la déclaration des cas n’est
obligatoire que dans la moiti¢ des pays concernés, de plus certains cas sont asymptomatiques

(Faucher and Piarroux, 2011).

Selon I’OMS, en 2017, 94% des nouveaux cas de leishmaniose viscérale ont été recensés dans
six pays : le Brésil, I’Ethiopie, I’Inde, le Kenya, la Somalie et le Soudan, tandis que la majorité
des cas de leishmanioses cutanées se produisent en Afghanistan, en Algérie, au Brésil, en
Colombie, en République islamique d’Iran, au Pakistan, au Pérou, en Arabie Saoudite et en

République arabe syrienne (WHO, 2016).

Des épidémies dévastatrices ont été décrites en Afrique de I’Est et dans le sous-continent Indien.
L’incidence mondiale de la leishmaniose viscérale a diminué au cours de derniéres décennies :
entre 200 000 et 400 000 nouveaux cas en 2012 contre 50 000 a 90 000 cas en 2017 (WHO,
2016). L’Inde, le Népal et le Bangladesh représentaient a eux seuls 50% de la charge mondiale
des cas de leishmaniose viscérale. Depuis 2005, ces pays se sont engagés a éliminer la maladie ;
I’objectif était d’¢liminer au moins un cas pour 10 000 personnes par an. Ces efforts ont
contribué au déclin global de la maladie. En Afrique de I’Est, les cas de leishmanioses viscérales
restent stables. Les flambées précédentes étaient dues a la migration forcée des populations non

immunisées vers des zones endémiques a la suite d’un conflit.
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Figure 2. Distribution de la leishmaniose viscérale dans le monde (WHO, 2016).

2. Les leishmanioses cutanées

La leishmaniose cutanée est endémique dans plus de 70 pays a travers le monde et 90% des
cas surviennent en Afghanistan, en Algérie, au Brésil, au Pakistan, au Pérou, en Arabie Saoudite
et en Syrie (Reithinger et al., 2007). Environ 350 millions de personnes seraient a risque avec
une prévalence mondiale de 12 millions et une incidence de 1,5 millions de cas. En raison du
réchauffement climatique et des changements dans 1’écologie humaine ces chiffres devraient

augmenter.

La leishmaniose cutanéo-muqueuse est américaine : plus de 90% des cas surviennent au Brésil,

en Bolivie et au Pérou.

Le nombre de cas de leishmaniose cutanée a considérablement augmenté ces derniéres années
notamment a cause de la migration forcée. Dans I’Ancien Monde, les espéces telles que L.
major, L. tropica, et L. aethiopica sont répandues autour du bassin Méditerranéen, du Moyen-

Orient ou du sous-continent Indien.

Les especes du Nouveau Monde telles que L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis et L.
guyanensis sont endémiques en Amérique Centrale et en Amérique du Sud. En Amérique,
I’épidémiologie de la maladie est complexe, particulierement avec les différences espéces de
Leishmania en circulation dans la méme zone géographique, plusieurs hotes réservoirs et des

manifestations cliniques variables (Burza et al., 2018).
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Plusieurs espéces de Leishmania a tropism cutané et muco-cutané, montrent la présence d’un
virus persistant, monosegmenté, a ARN double brin (DSRNA) nommé Leishmaniavirus
(LRV), membre de la famille des Totiviridae. LRV 1 est le plus souvent observé chez les espéces
du nouveau monde, Leishmania (Viannia) L. braziliensis et L. guyanensis, et le LRV1 chez des

especes de I’ancien monde avec L. major (Ronet et al., 2011; Scheffter et al., 1995)
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Figure 3. Distribution de la leishmaniose cutanée dans le monde (WHO, 2016).

Iv. Biologie des leishmanies

1. L’organisation cellulaire

Comme tous les protozoaires, les trypanosomatidés sont des €tres vivants unicellulaires
autonomes. Leishmania est une cellule ovoide avec un flagelle dépassant de la poche flagellaire
a I’avant (Flegontov et al., 2013). Celle-ci est au cceur de la morphogenése des trypanosomes
et est associée a de nombreux organites a copie unique tel que le couple corps basal / corps pro-
basal, le flagelle, I’appareil de Golgi et I’ADN mitochondrial autrement appelé le kinétoplaste
(Lacomble et al., 2010). La poche est le site de toutes les endocytoses et exocytoses jouant un
role critique dans la pathogénicité du parasite (Field and Carrington, 2009). Une formation
correcte des poches est vitale pour la morphogeneése, la viabilité et I’infectivité des cellules
(Wheeler et al., 2016) (Figure 4). L’architecture cellulaire de Leishmania est conservée entre

les deux formes du parasite.

Leishmania est un parasite avec un cycle de vie dimorphique impliquant un hote mammifére et
un insecte vecteur. Il a deux morphologies cellulaires différentes : une forme promastigote chez

le vecteur, la mouche des sables et une forme amastigote chez I’h6te mammifeére.
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5

poche du flagelle

forme amastigote de Leishmania sp.

Figure 4. Représentation schématique de 1’organisation cellulaire de Leishmania (d’apres
T.Duriez)

2. Les différentes formes du parasite
a. La forme promastigote

Les promastigotes sont des formes extracellulaires, munis d’un flagelle, de forme
allongée vivant dans le tube digestif du phlébotome. Ce sont des cellules plus ou moins fuselées
de 5220 pm de longueur et de 1 a 4 um de largeur, prolongées par un flagelle pouvant atteindre
20 um de longueur au niveau du pole antérieur. Le noyau est central et le kinétoplaste est

localisé en position antérieure (Figure 5).

'S

Figure 5. Forme promastigote du parasite Leishmania (laboratoire de parasitologie,
LAGEPP)

32



b. La forme amastigote

Les amastigotes sont des formes intracellulaires, ovoides ou sphériques, de 2 a 5 um de
diametre, immobiles et localisés chez I’hote vertébré au niveau des phagolysosomes des
macrophages. Le noyau est central, proche du kinétoplaste. Ces amastigotes se multiplient par

division binaire.

Figure 6. Forme amastigote de Leishmania (LeishVet).

V. Le vecteur

Le phlébotome femelle est le seul vecteur de la leishmaniose. Autrement appelé « mouches
des sables », il appartient a I’ordre des Diptéres, au sous-ordre des Nématoceres, a la famille
des Psychodidae et a la sous-famille des Phlébotominae (Akhoundi et al., 2016). Dans I’ Ancien
monde celui-ci appartient au genre Phlebotomus (figure 7) et dans le Nouveau monde, au genre
Lutzomyia (figure 7). Cent vingt des quelque 800 especes connues de phlébotomes répandent

la leishmaniose.

Figure 7. Phlébotome Phlébotomus (a gauche) et Phlébotome Lutzomyia (a droite).
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1. Morphologie

Le phlébotome hématophage est un arthropode présentant un corps allongé et mesurant de
2 a 3 mm de longueur, poilu et volant sans bruit. Le corps et les petites ailes sont trés velus et

au repos, les insectes tiennent leurs ailes en position verticale en forme de V au-dessus d’eux.

2. Lecycle de vie

Le cycle de vie du phlébotome est holométabole qui comprend obligatoirement 1’ceuf,
quatre stades larvaires, une nymphe ainsi que I’imago. Afin de se procurer les €léments nutritifs
nécessaires pour son ovogenese, la femelle prend un repas sanguin. Le temps de latence entre
un repas sanguin et la maturation des ceufs est variable de la vitesse de digestion et de la

température ambiante.

N
/ S
//] N\ \\_

ADULTE

NYMPHE

Figure 8. Schéma représentatif du cycle de vie du phlébotome (fleatickrisk.com).

Les femelles gravides déposent leurs ceufs (80 a 100 ceufs) dans des biotopes qui garantissent
des conditions optimales : dans les terriers de certains rongeurs, dans 1’écorce des vieux arbres,
dans les batiments en ruine, dans les fissures des murs des maisons, dans les abris pour animaux
et dans les ordures ménageres, ou dans des environnements ou les larves peuvent trouver la

matiére organique, la chaleur et I’humidité nécessaires a leur développement.
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Les ceufs se développent en larves dans les sols alluviaux ou alcalins, dans les terriers ou dans
des tas de débris végétaux. Les larves ne peuvent pas survivre au dessechement, elles se
nourrissent de déchets organiques puis se nymphosent. Ensuite, la nymphe entrera dans un état

de vie ralentie et subira la mue imaginale conduisant a 1’adulte.

3. Habitat

Les espéces de phlébotomes selon qu’elles soient dans 1’Ancien Monde ou le Nouveau
monde vivent dans des écosystémes différents. En effet, dans I’ Ancien Monde, les phlébotomes
vivent dans des écosystémes désertiques ou semi-arides et les especes du Nouveau Monde dans
des habitations forestieres. Dans 1’ Ancien Monde, certaines espéces se reproduisent dans des
situations péri-domestiques et pénétrent dans des habitations humaines, tandis que la
transmission des maladies est associée aux humains vivants ou travaillant pres de la forét, dans

le Nouveau Monde (Sharma and Singh, 2008).

4. Comportement des phlébotomes

Les phlébotomes se rencontrent dans les régions intertropicales et tempérées du monde. On
en retrouve également en Europe et notamment en France. Ils se trouvent autour des habitations
humaines et se reproduisent dans des déchets organiques spécifiques tels que les excréments,
le fumier, la liticre de feuilles et dans les coins sombres des crevasses des murs ayant une
humidité et une température €levées, bien qu’ils puissent étre observés dans des conditions
séches avec un microclimat local favorable. Leur activité est majoritairement nocturne et
crépusculaire, ils sont actifs en soirée si la température est suffisamment élevée (19-20°C) en
I’absence de vent et si le degré d’hygrométrie est €levé. La journée, ils se cachent dans des
endroits abrités, sombres et humides. Les phlébotomes se déplacent par vols courts avec de
fréquents arréts. Leur rayonnement maximum se situe a 1 km. Actifs tout au long de I’année en
région tropicale, ils disparaissent pendant I’hiver dans les régions tempérées. C’est alors que la
pérennité de 1’espece est assurée par les larves hibernantes. Leur apparition, leur densité, leur
période d’activité et leur disparition sont variables selon différents parameétres tels que

’altitude, la latitude, la saison et I’espeéce (Sharma and Singh, 2008).
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VI. Les réservoirs

Les réservoirs des Leishmania sont des mammiferes domestiques ou sauvages tels que les

carnivores, les rongeurs, les marsupiaux, les primates et dans certains cas I’Homme.

Seules deux especes de Leishmania sont anthroponotiques, il s’agit de L. donovani et L. tropica
tandis que les autres sont zoonotiques. La transmission, pour la forme anthroponotique se fait
d’une personne a I’autre par I’intermédiaire du phlébotome ou I’'Homme est la seule source
d’infection pour le vecteur. L. donovani est présente en en Inde, au Bangladesh, en Ethiopie, au
Soudan et au Sud du Soudan. Tandis que pour la leishmaniose cutanée due a L. tropica, la

localisation est dans I’Est Méditerranéen, dans le Nord et le Sud de I’ Afrique.

En Amérique du Sud, les réservoirs animaux sont impliqués dans la transmission de la
leishmaniose cutanée, notamment les rongeurs dans le cas de L. mexicana, les opossums et les
rongeurs pour L. amazonensis, les rongeurs et les chevaux pour L. braziliensis et les opossums,

paresseux et fourmiliers pour L. guyanensis.

Pour la forme zoonotique localisée dans le bassin méditerranéen, 1’Asie et le Brésil, il existe
deux réservoirs : le chien pour L. infantum et les rongeurs pour L. major. Les renards et les

loups peuvent aussi étre les réservoirs de L. infantum (Bray, 1974).

En Afrique de I’Est les réservoirs sont les damans et transmettent L. aethiopica. (Burza et al.,

2018).
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Tableau 1. Caractéristiques des formes cliniques, des principaux réservoirs et de la localisation
des différentes especes de Leishmania.

Formes cliniques Principaux réservoirs Localisations
Inde
. LV . Bangladesh
L. donovani PKDL Humain Fthiopie
Soudan et Sud du Soudan
. . Est Méditerranéen
L. tropica LC Humain Nord et Sud de I'Afrique
S . Ethiopie
L. aethiopica LC Hyracoides Kenya
Iran
Arabie Saoudite
L. major LC Rongeurs Nord de I’Afrique
Asie centrale
Afrique de I’Ouest
Chine
: Chiens Sud de I’Europe
L. infantum Lv Liévres Brésil
Amérique du Sud
L. mexicana LC Rongeyrs Amérique du Sud
Marsupiaux
L. amazonensis LC Opossums Amérique du Sud
Rongeurs
Chiens
L. braziliensis LC Rongeurs Amérique du Sud
Chevaux
Opossums
L. guyanensis LC Paresseux Amérique du Sud
Fourmiliers
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VII.  Les formes cliniques

1. La leishmaniose viscérale

La leishmaniose viscérale ou Kala Azar dans le sous-continent Indien, est la forme la plus
grave. Son évolution est fatale en I’absence de traitement. Elle compte parmi les maladies
tropicales négligées a plus fort taux de mortalité. Dans le sous-continent Indien,
I’hyperpigmentation de la peau est probablement le résultat de 1’augmentation de 1’hormone
adrénocorticotrope induite par les cytokines. C’est de 1a que provient le nom hindi Kala Azar

signifiant la fievre noire (Burza et al., 2018).

L’apparition de la leishmaniose viscérale peut étre aigué€ ou insidieuse et la période d’incubation
oscille entre 2 semaines et 8§ mois au bout desquels les patients présentent des symptomes et
des pathologies persistantes. Les symptdmes cliniques sont une fievre irréguliére persistante et
une splénomégalie viscérale. D’autres symptomes comme la pancytopénie, I’hépatomégalie,
I’hypergammaglobulinémie et la perte de poids sont courantes chez les patients se présentant
tardivement. Le bilan biologique démontre une perturbation de la numération de la formulation
sanguine avec une anémie, une leucopénie et une thrombopénie parfois associées a une
pancytopénie plus ou moins profonde, une hypergammaglobulinémie polyclonale associée a
une hypoalbuminémie et un syndrome inflammatoire sévere avec accélération importante de la

vitesse de sédimentation (Reithinger et al., 2007).

La leishmaniose viscérale, dans le cas de patients immunodéprimés, est d’autant plus grave que

I’efficacité du traitement est limitée et les rechutes nombreuses.

Les manifestations cliniques de la leishmaniose viscérale sont similaires dans les différentes
zones d’endémie, cependant il existe quelques différences. Par exemple, les ganglions
lymphatiques hypertrophiés sont rarement trouvés chez les patients indiens tandis qu’ils sont
fréquents chez les patients soudanais. L’hyperpigmentation n’a été décrite que chez des
patients du sous-continent indien, mais aujourd’hui, ce symptome est rare et était peut-étre une
caractéristique d’une maladie prolongée a I’époque ou aucun traitement efficace n’était

disponible.

Au fur et a mesure que la maladie progresse, la splénomégalie peut augmenter et provoquer une
distension abdominale ainsi que des douleurs, qui sont parfois augmentées par une

hépatomégalie concomitante (Chappuis et al., 2007).
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La leishmaniose viscérale est causée par deux espéces. D’une part, L. donovani,
anthroponotique, hautement endémique en Afrique de I’Est et dans le sous-continent indien,
elle touche toutes les tranches d’age. D’autre part, L. infantum, zoonotique a réservoir canin,
localisée dans les pays du pourtour méditerranéen, le Moyen-Orient et I’ Amérique du Sud est

pathogene chez I’enfant et les immunodéprimés (atteint du VIH) (Alvar et al., 2012).

Figure 9. Manifestations cliniques de la leishmaniose viscérale chez des enfants (Chappuis et

al., 2007).

2. Les leishmanioses tégumentaires

Les leishmanioses tégumentaires regroupent d’une part la leishmaniose cutanée et d’autre

part la leishmaniose cutanéomuqueuse.

La leishmaniose cutanée est la forme de la maladie la moins grave. Elle est causée par
différentes especes telles que: L. major, L. tropica, L. amazonensis, L. guyanensis, L.
panamensis et L. braziliensis dans différentes régions du centre et de I’ Amérique du Sud (Goto
and Lauletta Lindoso, 2012). Elle se présente sous forme de petites papules qui grossissent et
s’ulcerent en leur centre afin de produire une lésion en forme de volcan. Les 1ésions ulcéreuses
sont typiques d’une infection a L. major et aux especes du Nouveau Monde. Alternativement,
la Iésion peut rester comme un nodule lisse ou la surface peut devenir hyperkératosique

notamment dans les régions de I’ Ancien Monde.

39



Les lésions nodulaires sont associées aux infections par L. aethiopica ou L. donovani, tandis
que les 1ésions hyperkératosiques sont associées a L. tropica. Les lésions peuvent devenir

importantes en taille cependant elles ne dépassent pas les 10 cm de diamétre.

L’ulcération ne pénctre que rarement dans les tissus sous-cutanés a 1’exception du cartilage
dans le pavillon de I’oreille. Ces 1ésions sont indolores a moins qu’une infection secondaire ne

se déclare.

Figure 10. Manifestations cliniques de la leishmaniose cutanée. (A) Petites papules rouges
dues a L. infantum a Majorque. (B) Nodule hyperkératosique dii a L. tropica en Afghanistan.
(C) Ulcération due a L. major en Afghanistan (Bailey and Lockwood, 2007).

Quelques semaines apres la piqiire du phlébotome, les Iésions apparaissent au niveau des zones
exposées, particulierement sur les parties non couvertes du corps, les jambes, les bras ou le
visage. Les lésions causées par L. tropica et L. major sont auto-cicatrisantes en un an. Elles ont
cependant tendance a laisser des cicatrices permanentes. Les 1€sions causées par L. aethiopica
mettent plusieurs années a guérir et peuvent évoluer vers la leishmaniose cutanéo-muqueuse et

des formes diffuses de celle-ci (Thomaidou et al., 2015).
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La leishmaniose cutanée ne met pas la vie des malades en danger, mais peut entrainer une

morbidité esthétique et une stigmatisation sociale et des effets psychologiques.

Deux autres formes de la leishmaniose tégumentaire existent : il s’agit de la leishmaniose

cutanée diffuse et de la leishmaniose cutanéo-muqueuse.

La leishmaniose cutanée diffuse est une forme beaucoup plus rare. Elle se caractérise par une
infiltration diffuse de la peau sous forme de papules, macules, voire des plaques disséminées
ou des Iésions nodulaires. L’atteinte est majoritairement au niveau du visage et des membres.
Les ulcérations sont tres rares et ’atteinte des muqueuses se restreint aux bordures des narines
et des levres. Li¢e a une immunodépression, elle est plus difficile a traiter. De plus, c’est une
forme qui ne guérit pas spontanément et il existe une forte tendance aux rechutes apres le
traitement. Dans le Nouveau Monde, elle est causée par L. aethiopica tandis que dans 1’ Ancien

Monde, elle est causée par L. mexicana et L. amazonensis.

La leishmaniose cutanéo-muqueuse ou « espundia » se manifeste de quelques jours a plusieurs
années apres la leishmaniose cutanée. Les atteintes concernent généralement la partie
postérieure du septum nasale ou les 1ésions sont nodulaires avant d’évoluer vers des ulceres
donnant lieu & des sécrétions nocturnes sanguinolentes. A un stade avancé, les atteintes sont
plus importantes : il peut y avoir notamment une perforation du septum nasal, une ulcération
palatine ou un cedéme gingival. Dans d’extréme cas, on observe une destruction des muqueuses
du nez, de la bouche et de la gorge. Elle présente un potentiel ¢levé de séquelles destructrices
défigurantes et invalidantes. L’Amérique du Sud représente la zone endémique la plus
importante. Elle est causée par L. braziliensis, L. panamensis, L. amazonensis et L. guyanensis
(Strazzulla et al., 2013). Les virus a ARN de Leishmania (LRV) augmentent la probabilité de

developper la leishmaniose cutanéo-muqueuse (Scheffter et al., 1995).
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Figure 11. Représentation clinique de la leishmaniose cutanéo-muqueuse (santépublique.fr).

La leishmaniose post-kala-azar (PKDL) est une complication dermatologique non mortelle qui
survient chez certains patients atteints de LV. Elle peut étre confondue avec la lepre et se
développe apres six mois et parfois aprés 5 ans apres la LV (Das, 2020). Elle se manifeste
généralement par une combinaison variable de plaque hypopigmentées, de plaques de papules
succulentes érythémateuses et de 1ésions nodulaires sur le visage et le haut du corps (Kumar et

al., 2021).

VIII. Le cycle de vie

Le cycle de vie de Leishmania est dimorphique c’est-a-dire qu’il nécessite deux hotes :
I’insecte phlébotome ainsi que le mammifere. Au cours du cycle le parasite se retrouve sous
deux formes distinctes : la forme promastigote, évoluant dans le tube digestif du phlébotome et
le stade amastigote intracellulaire chez 1’hote vertébré. Dans les deux cas, ils se multiplient par

division binaire.

Lorsque la femelle phlébotome prend un repas sanguin chez 1’hdte mammifere (1), elle inocule
le parasite sous la forme promastigote infectante. Le parasite va ensuite infecter un phagocyte
notamment les neutrophiles qui jouent un role central dans la pathogenése de Leishmania en
fonctionnant comme ‘“‘chevaux de Troie” avant d’entrer dans leurs cellules cibles les

macrophages du systéme réticulo-endothélial (2) et se transformer en forme amastigote (3).
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S’ensuit une multiplication du parasite par fission binaire dans le phagolysosome du phagocyte
(4). Lorsque le nombre de parasites est trop important, le macrophage éclate et libere les
amastigotes qui sont phagocytés par les cellules avoisinantes ou le processus se poursuit. Le
cycle s’acheve lorsque le phlébotome femelle prend son repas sanguin au niveau du site
d’infection et aspire des phagocytes contenant le parasite (5-6). Une fois les amastigotes libérés
dans le tube digestif du vecteur ceux-ci vont se transformer en promastigotes (7). Dans un
premier temps, les parasites sont sous forme de promastigotes procycliques et se divisent
activement. Au bout de quatre jours, les parasites deviennent plus allongés et mobiles, ils
s’accrochent alors aux microvillosités des cellules épithéliales de 1’intestin médian par leur
flagelle. Puis, les parasites migrent vers la partie antérieure de I’intestin médian jusqu’a la valve
du stomodaeum ou ils se transforment en promastigotes métacycliques, au bout du septieéme
jour (8). A ce stade ils ne se divisent plus, leur forme est allongée et hautement mobile grace a
leur long flagelle. La forme promastigote métacyclique est la forme la plus infectieuse du

parasite.

Sandfly stages Human stages

Sandﬂy takes a blood meal and/_\
DNIde in gut
and migrate
to probiscis

regurgitates promastigotes Promastigotes are phagocytosed
into skin by macrophages

Amastlgotestransform into

promastigote stage in gut

\@9 4

@ Ingestion of parasitised cell

Promastugotes transform into
amastigotes inside macrophages

Amastigotes multiply in cells,
including macrophages, of
various tissues

Sandﬂytakes a blood meal

Figure 12. Cycle de vie de Leishmania (Burza et al., 2018).
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IX. La métacyclogenése

La métacyclogenése est le processus par lequel le parasite se différencie de la forme
promastigote procyclique en la forme promastigote métacyclique. Cette transformation
s’accompagne d’une capacit¢ augmentée a infecter et a survivre chez 1’hote vertébré. La
métacyclogenese se produit dans I’insecte vecteur dans la nature mais peut aussi se produire
dans des cultures axéniques de promastigotes. Cette transformation s’accompagne de
changement dans la morphologie notamment la taille, la forme, la longueur du flagelle, dans
I’expression des molécules de surfaces telles que le LPG et gp63. Certains genes sont
étroitement liés a la métacyclogenése tel que le gene B et Mat-1. Trois protéines : Meta-1,

SHERP et HASP ont été régulées a la hausse au cours du stade métacyclique.

X. La transformation promastigote-amastigote

La différenciation promastigote-amastigote est une transformation morphologique et
physiologique du parasite. Le parasite perd alors son flagelle, change sa couche de
glycoconjugués et exprime un ensemble d’enzymes métaboliques actives. Les différentes
étapes de transformation de la forme promastigote en forme amastigote permettent la survie du
parasite au sein de la vacuole parasitophore. La température et un pH acide dans le
phagolysosome permettent cette différenciation. Des changements cruciaux au niveau des
molécules de surfaces sont aussi observées permettant la pathogénicité et la survie des

parasites. Cette transformation peut aussi se produire dans des cultures axéniques.

1. Le LPG : lipophosphoglycane

I est exprimé a la surface du parasite sous forme promastigote, y compris sur le flagelle. Il
forme un glycocalyx dense sur toute la surface, y compris le flagelle (Handman and Bullen,

2002).
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Figure 13. Représentation schématique d’un promastigote avec les différentes molécules de

surfaces ancrées au GPI : gp63, LPG, PPG, GIPL (Olivier et al., 2012).

Le LPG est une grosse molécule contenant un squelette lipidique recouvert d’unités
disaccharide-phosphate répétitives attachées a un noyau glycane qui est inséré dans la
membrane via une ancre inositol (GPI). La molécule est coiffée d’une petite structure

oligosaccharidique qui varie selon les especes (Olivier et al., 2012).

Apres une infection, le parasite sous forme métacyclique doit résister a I’action du complément,
s’attacher et pénétrer dans les macrophages, résister aux défenses de 1’hote telles que les
oxydants et les enzymes hydrolytiques, inhiber 1’activation des macrophages et se différencier
au stade amastigote, stade adapté pour la survie a long terme et la réplication au sein d’un
phagolysosome acidifié. Dans de nombreuses étapes nécessaires a 1’établissement des
infections aux macrophages et a la survie de ’insecte vecteur, le LPG a été impliqué. Celui-ci
ne joue cependant pas de réle au stade amastigote, car ce stade parasite ne synthétise pas de
LPG. Les amastigotes produisent quant a eux des glycoconjugués structurellement apparentés

(Spéth et al., 2003).

Le LPG joue un role important dans I’interaction du parasite avec I’hote. Il a été démontré que
le LPG inhibe I’activation de la protéine kinase C, une protéine de signalisation des
macrophages et aide donc a I’entrée du parasite (Vinet et al., 2009). Cette famille de protéine
joue un role clé dans la régulation des macrophages, en activant des cytokines telle que I’IFN-
y et TNF-a et dans la conduite de plusieurs fonctions du macrophage comme la production de
I’oxyde d’azote et I’éclatement oxydatif. Des molécules des promastigotes tels que les LPG
sont capables de bloquer I’activité¢ de la PKC. Cette inhibition est due a la liaison du LPG au

domaine régulateur de PKC qui contient les sites de liaison DAG, calcium et phospholipides.
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Les amastigotes sont également capable d’inhiber la PKC, malgré leur manque de GPL
suggérant que d’autres facteurs peuvent médier a cet effet inhibiteur (Shio et al., 2012). Le LPG
peut notamment permettre aux promastigotes d’inhiber la maturation des phagosomes au stade
précoce de I’infection. Cette stratégie permet aux promastigotes de survivre a I’intérieur de la

vacuole parasitophore jusqu’a leur transformation en amastigote (Olivier et al., 2012).

Le développement de mutants de Leishmania déficients en LPG au cours des dernieres années
a permis d’analyser les fonctions de ces structures. Une étude a démontré que le LPG est
impliqué dans la protection des promastigotes de L. donovani contre les enzymes digestives.
En effet, les mutants LPG2, déficients en LPG et autres phosphoglycanes, n’ont pas survécu a
I’environnement hydrolytique de I’intestin moyen des insectes et ont été incapables d’établir

I’infection dans les macrophages (Jesus-Santos et al., 2020)

2. Les glycosylphosphatidylinositol (GPI)

Les phosphatidylinositols glycosylés sont aussi des molécules de surface abondantes chez
Leishmania. La forme promastigote synthétise des niveaux ¢élevés de GPI libres qui sont dix

fois plus abondants que le LPG (McConville et al., 2002).

La surface des amastigotes est revétue d’une couche superficielle de GPI libres et de
glycosphingolipides dérivés de I’hdte, acquis le plus probablement a partir de la feuille interne
de la membrane du phagolysosome des macrophages (Schneider et al., 1993; Winter et al.,

1994),

Chez L. amazonensis, des GPI spécifiques aux amastigotes AmGPI-Y et AmGPI-Z, ont été
identifiés, ce sont deux glycolipides contenant de 1’éthanolamine (EtN). Les EtN-GPI sont
essentiels pour la viabilité, la réplication et/ou la virulence de I’amastigote. Dans cette étude, il
a ét¢ démontré que la souche génétiquement modifiée était déficiente en EtN-GPI. Les
amastigotes de cette souche étaient plus sensibles, leurs croissances €taient inhibées et la
virulence des parasites ¢étaient réduite (Mensa-Wilmot et al., 1999). Les GPI peuvent étre
essentiel pour la réplication des amastigotes. Ces GPI peuvent également protéger les
transporteurs essentiels de la membrane plasmique contre la protéolyse dans le lysosome de la
cellule hote tandis que 1’absence de protéines exposées a la surface pourrait constituer une

forme d’évasion immunitaire (McConville et al., 2002).
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L’importance du role des GPI dépend de la souche de Leishmania. Des mutants de L. donovani
dépourvu de six des sept copies de génes pour la protéine GPI sont plus sensibles a la lyse du
complément. Toutefois, les mutants de L. mexicana dépourvus de toutes protéines GPI peuvent

¢tablir une infection chez les animaux (Hilley et al., 2000).
3. Les glycosylphosphatidylinositol phospholipides (GIPLs)

La surface des promastigotes et amastigotes de Leishmania est aussi recouverte d’une

abondante classe de phospholipides de glycosylinositol (GIPL).

L’abondance des GIPL dans la forme amastigote (McConville et al., 2002) et les capacités des
ancrages GPI purifiés et des GIPL a moduler les voies de signalisation impliquées dans la survie
des parasites dans les macrophages (Proudfoot et al., 1995) ont conduit a déterminer que ces

molécules jouent un role majeur dans la virulence du parasite (Zufferey et al., 2003).

En effet, les GIPL désactivent la cascade de la protéine kinase C altérant la production de ROS

(Chawla and Vishwakarma, 2003).

L’¢équipe de Zufferey a démontré qu’a la suite d’une perte compléte des GIPL, une légere
diminution du taux de croissance des promastigotes in vitro est observée ainsi qu’un faible taux
de croissance des amastigotes dans des macrophages in vivo (Zufferey et al., 2003). Les GIPL
sont des molécules clés pour la survie des amastigotes mais ils ne sont pas nécessaires de fagon

unique pour cette croissance et survie dans les macrophages.

Les GIPL sont présent dans les microdomaines membranaires et leur perturbation entraine une
diminution significative de I’infectivité¢ des macrophages (Yoneyama et al., 2006). Une étude a
démontré que la glycosylation des GIPL chez L. major semble important pour 1’invasion des

macrophages (Suzuki et al., 2002).
4. Les protéophosphoglycanes (PPG)

Les protéophosphoglycanes sont un groupe de glycoconjugués contenant des
phosphoglycanes. Liés aux protéines, ils sont produits a la fois par la forme amastigote et la
forme promastigote de plusieurs especes de Leishmania. Ils peuvent &tre trouvés sous
différentes formes allant des composants filamenteux (fPPG), sécrétés (sPPG), aux composants
liés a la membrane (mPPG). Ces différentes formes jouent un rdle important notamment dans

I’établissement de ’infection a Leishmania.
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Dans une étude, les fPPG ont été décrits comme des glycoprotéines de type mucine, que 1’on
trouve dans le surnageant des cultures de Leishmania sous forme promastigote, dans le centre

de la rosette des parasites en division active (Ilg, 2000).

a. La glycoprotéine 63 (gp63)

C’est une métalloprotéase ancrée au glycosylphophatidylinositol exprimée
principalement par les promastigotes et qui serait libérée du parasite via les exosomes. Elle est
environ 10 fois moins abondante que le LPG mais comme lui, elle recouvre entierement le
parasite. La gp63 est abondante chez les promastigotes mais elle est régulée a la baisse chez les
amastigotes. L’expression réduite de gp63 peut étre compensée par 1’absence de GPL sur la
surface amastigote. En effet, la gp63 n’est plus enfouie dans une mer de GPL et peut donc jouer

un rdle important dans la capacité des amastigotes a moduler 1’hdte (Olivier et al., 2012)

Compte tenu de sa présence sur les deux formes du parasite, la gp63 est susceptible de jouer,
selon le stade parasitaire, différents roles. Notamment, chez les promastigotes de L.
amazonensis et L. major, elle permet de cliver le C3b en 1C3b et ainsi d’aider le parasite a éviter
la lyse médiée par le complément. Parallélement, la génération d’iC3b peut agir comme une
opsonine aidant le parasite a interagir avec les macrophages via les récepteurs du complément

1 et 3 favorisant son internalisation (Mosser and Edelson, 1985).

La gp63 a également été signalée comme interagissant avec le récepteur de la fibronectine et
pourrait donc aider davantage 1’adhésion du parasite aux macrophages (Brittingham et al.,

1999).

XI.  La vacuole parasitophore (VP)

Une fois phagocytés par les macrophages de I’hdte, les parasites s’établissent dans la
vacuole parasitophore (VP) leur permettant de résister a la dégradation. La VP est un

compartiment intracellulaire dérivé en partie de la voie endocytique de la cellule hote.

La vacuole est un compartiment hybride jouant un réle crucial afin d’établir et de maintenir

I’infection, puisqu’elle existe a I’interface entre 1’hote et 1’agent pathogene.
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Des études ont démontré que les parasites du complexe L. mexicana résidaient dans de grandes
vacuoles communes qui pouvaient occuper une grande partie du volume interne de la cellule
héte, tandis que d’autres especes, comme L. donovani et L. infantum, résident et se s€éparent en
vacuoles individuelles aprés la division du parasite (Castro et al., 2006). A la différence d’autres
pathogenes intracellulaires, Leishmania doit faire face a divers défis notamment 1’acquisition
de nutriments, l’activation des cellules hotes et I’apoptose des cellules hotes pouvant

compromettre sa survie.

1. Formation de la vacuole parasitophore

Lorsque le phlébotome prend un repas sanguin, il inocule le parasite sous forme
promastigote. Les neutrophiles et les macrophages sont rapidement recrutés au niveau du site
de la piqire. Leishmania interagit avec le macrophage via son flagelle et certains récepteurs des
macrophages tels que les récepteurs du complément, du mannose, de Fcy et de la fibronectine
(Forestier et al., 2011; Ueno and Wilson, 2012). Le choix du récepteur va directement impacter

I’évolution de I’infection (Veras et al., 2019).

En effet, ’absorption médi¢e par les récepteurs des compléments CR1 et CR3 permet
I’inhibition de I’inflammation et la libération de superoxyde ainsi que 1’accumulation des
marqueurs lysosomaux LAMP 1 (glycoprotéine membranaire associée aux lysosomes 1) et
cathepsine D dans la vacuole parasitophore. Ce choix permet ainsi de créer des conditions
favorables pour le parasite. D’autre part, [’activation des récepteurs du complément avec les
récepteurs de la fibronectine conduisent a une réponse inflammatoire réduisant la survie du
parasite (Veras etal., 2019). Les parasites peuvent dégrader la fibronectine d’une maniére gp63-

dépendante.

La signalisation des récepteurs au mannose peut déclencher des voies inflammatoires et une
distribution plus efficace des enzymes hydrolytiques dans le phagolysosome. La phagocytose
médiée par le récepteur de Fc (FcR) présent a la surface des cellules tels que les macrophages,
entraine quant a elle une activation accrue de la NADPH oxydase sur le phagosome
nouvellement formé. En effet, c’est une protéine transmembranaire qui contribue aux fonctions
protectrices du systéme immunitaire. Apres 1’interaction, la liaison des parasites a la surface
des macrophages peut alors se produire. Cette interaction provoque la phagocytose du parasite
et la libération de différents facteurs de survies intracellulaires modifiant alors la biogenése des

phagosomes et inhibant 1’induction des voies pro-inflammatoires (Gallo et al., 2010).
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Leishmania a la capacité d’induire une interaction entre la VP et la voie endocytaire de la cellule
héte notamment avec les endosomes précoces, les endosomes tardifs et le réticulum
endoplasmique. La forme promastigote est capable d’inhiber la fusion VP-endosome au cours
de la phase précoce de I’infection. En effet, des ¢tudes ont démontré chez L. major et L.
donovani un retard de la maturation de la VP comprenant les promastigotes (Vinet et al., 2011).
Les VP sont caractérisées par un enrichissement dépendant du LPG avec des facteurs de
polymérisation de I’hote tels que la F-actine. De plus, le remodelage de la VP est associé a une
modification des microdomaines lipidiques associés a la membrane et a une altération de

I’assemblage dépendant du LPG du complexe de la NADPH oxydase.

Apres divers événements de fusion avec les endosomes précoces et tardifs et les lysosomes, la
membrane de la VP acquiert un ensemble de marqueurs et des composants intravésiculaires de
la cellule hote. La membrane du phagosome précoce de Leishmania exprime les marqueurs
cavéoles GM1 et cavéoline 1, des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe
II, EEA-1 un marqueur des endosome précoce, Rab5 et Rab7, ainsi que CD68 (Liévin-Le Moal
and Loiseau, 2016).

De plus, par fusion du phagolysosome avec des endosomes et des vacuoles dérivées du RE, la
membrane de la VP exprime des molécules résidentes du réticulum endoplasmique telles que
la calnexine, le récepteur SNARE (récepteurs solubles des protéines d’attachement aux facteurs
sensibles au N-éthylmaléimide) associé a la membrane Sec22b et la syntaxine V. Sec22b est
connu pour interagir avec la syntaxine V suggérant qu’il fonctionne également a I’interface
entre la membrane plasmique et la membrane du réticulum endoplasmique et joue également

un rdle dans la fusion des vésicules (Ndjamen et al., 2010; Wu et al., 2019).

En revanche, la membrane du phagosome précoce contenant le promastigote n’exprime pas la
NADPH oxydase et la synaptotagmine V (Ndjamen et al., 2010; Vinet et al., 2011, 2009) (un
membre de la famille des protéines membranaires synaptotagmines qui régule 1’amarrage et la
fusion des vésicules dans des processus tels que I’exocytose et phagocytose), les VAMP 3 et 8
(protéine membranaire associée aux vésicules 8), et la proton-ATPase vésiculaire (Moradin

and Descoteaux, 2012).

Plus tard, le phagosome atteint sa maturation par fusion avec des endosomes et des lysosomes
tardifs, entrainant 1’acquisition de molécules associées aux lysosomes, notamment LAMP-1 et
-2 (Courret et al., 2002; Duclos et al., 2000; Lang et al., 1994; Young and Kima, 2019) et les
cathepsines B, D, H et L (Courret et al., 2002; Lang et al., 1994).
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In vitro, ce phénoméne a entrainé¢ une diminution du pH (Antoine et al., 1998, 1990) et une
¢lévation de température dans la VP (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). Des interactions
avec les composants de la voie de sécrétion de 1’hote ont également été observées dans d’autres
infections parasitaires intracellulaires. C’est notamment le cas de Toxoplasma gondii. Des
¢tudes ont démontré le recrutement des composants de la voie de sécrétion des cellules hotes

au cours de I’infection (Goldszmid et al., 2009).

XA X
Figure 14. Formation de la vacuole parasitophore de Leishmania dans le macrophage

(Podinovskaia and Descoteaux, 2015).

2. Acquisition des nutriments et caractéristiques des vacuoles parasitophores

Les préférences nutritionnelles du parasite sont différentes selon sa forme. Les parasites
séquestrés dans la vacuole doivent étre capables de s’approprier les nutriments nécessaires a
leur croissance, a leur survie ainsi qu’a leur réplication (Young and Kima, 2019). IIs ont des
besoins nutritionnels complexes, les acides aminés et les polyamines étant d’importantes
sources de carbone et de nutriments indispensables a leur croissance. La disponibilité¢ des
nutriments dans la niche intracellulaire permet la survie a long terme du parasite. Leishmania
peut atteindre certains de ses besoins en nutriments grace a la fusion de la VP avec les

endosomes et des vacuoles dérivées du réticulum endoplasmique.
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Les métabolites activement €liminés sont les hexoses, les acides aminés polyamines, les
purines, les vitamines, les sphingolipides, I’héme et les cations Fe?*, Mg?*. Afin de générer des
sources alternatives d’acides aminés, source de carbone majeur, les amastigotes produisent des

perméases d’acides aminés et des cystéines protéases (Naderer and McConville, 2008).
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Figure 15. Mode¢le de composition de la membrane de la vacuole parasitophore de
Leishmania (Young and Kima, 2019). Abréviations : LPV, vacuole parasitophore
de Leishmania ; LPVM, membrane vacuole parasitophore de Leishmania ; ER, réticulum
endoplasmique ; EE, endosome précoce ; LE, endosome tardif ; MVB, corps multivésicula
ire ; PI4P, phosphoinositol-4-phosphate ; P34 P 2, phosphoinositol-3,4-
bisphosphate; P13 45 P 3, phosphoinositol-3,4,5-triphosphate; LFR1, réductase ferrique
de Leishmania 1; LIT1, importateur ferreux de Leishmania 1 ; LAMP1/2, protéines
membranaires lysosomales 1 & 2 ; EEA1, antigéne endosome précoce 1 ; Nramp1, protéine
macrophage 1 associée a la résistance naturelle ; SLC38A9, transporteur d'arginine ; CD36,
récepteur piégeur ; AAP3, Leishmania transporteur d'arginine de haute affinité; NOX2, sous-
unité catalytique liée a la membrane du complexe, NADPH oxydase ; VAMPS, protéine
membranaire associée aux vésicules 8 ; SNARE, protéine réceptrice d'attachement soluble

sensible a la NSF ; Arg, arginine.

a. L’arginine

La récupération de 1’arginine est cruciale pour la survie des amastigotes. C’est un acide
aminé essentiel pour Leishmania, contrairement a 1’hote qui peut décomposer la citrulline en
arginine. En effet, les parasites dépendent de 1’arginine pour diverses activités cellulaires telles
que la synthése des protéines et la synthése des polyamines et d’autres précurseurs

métaboliques.
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Lors de I’infection, le parasite induit une réponse de privation en arginine en raison de la
disponibilité limitée dans la cellule hote. L’épuisement en arginine déclenche alors une
régulation positive d’un transporteur d’arginine, AAP3 par les amastigotes, permettant de
satisfaire leur besoin en arginine. Les macrophages activés utilisent I’arginine pour la
production d’oxyde nitrique (NO) limitant alors sa disponibilité pour Leishmania. Cette
limitation peut contribuer au contréle de I’infection par le macrophage classiquement activé

(Naderer and McConville, 2008).
b. Le Fer

Un autre nutriment essentiel pour Leishmania est le fer. L’hote posséde un ensemble de
voies homéostatiques du fer pour maximiser la disponibilité du fer dans les cellules et a la fois
minimiser les propriétés oxydantes indésirables du fer en exces. Leishmania exploite des
molécules de I’hote afin d’augmenter son approvisionnement en fer intracellulaire et de le
détourner pour ses propres besoins. Pendant I’infection, les macrophages jouent un role majeur

en retirant le fer de la circulation limitant ainsi le fer aux agents infectieux.

L’hepicidine, un régulateur systémique du fer, facilite alors la séquestration du fer dans les
macrophages. Ces différentes tactiques utilisées par 1’hote peuvent profiter a Leishmania en
tant que parasite intracellulaire des macrophages. En effet, une étude a démontré que les
amastigotes axéniques de L. amazonensis sont capables de provoquer une régulation positive
de I’hepicidine dépendante de TLR4 déclenchant la dégradation de la ferroportine dans les

macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris (Ben-Othman et al., 2014).

Une autre molécule est impliquée dans le mouvement du fer dans la cellule : Nramp1 (Natural
Resistance-Associated Macrophage Protein 1). Nrampl est exprimée dans la membrane de
I’endosome tardif et des lysosomes dans les macrophages. Elle agit comme un porteur de cation
divalent dépendant du pH (Hernandez-Rivera et al., 2016). Bien que le mécanisme de Nramp1
soit controversé, des études ont démontré sa présence sur la VP. La fonction principale de
Nrampl est de créer un environnement privé de Fe**, Mn?*, Zn** a I’intérieur des phagosomes
en les pompant du milieu phagosomal vers le compartiment cytosolique des macrophages. Une
étude a démontré que la sécrétion des peroxydases dans le milieu des macrophages par
Leishmania permet de contrecarrer 1’agression oxydative et indirectement I’acquisition de fer
via la régulation négative de I’expression de la pompe Nrampl (Singh et al., 2013). En
maitrisant et limitant I’expression de Nrampl, les parasites peuvent controler davantage leur

acces et leur approvisionnement en fer.
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La génération d’un environnement intracellulaire avec une quantit¢ importante de fer est
essentielle pour I’infection par Leishmania. En effet, les parasites doivent étre en mesure
d’apporter le fer a la VP et de le transporter a travers celle-ci pour le rendre disponible.
L’acquisition de fer par le parasite est facilitée par 3 molécules : le transporteur de fer ferreux
LIT1, la fer réductase FRIlet le transporteur de I’héme LHR1 (Podinovskaia et Descoteaux,
2015). Le LFR1 est responsable de la réduction des ions ferriques (Fe **) en ions ferreux (Fe 27),
LIT1 est responsable de I’'importation des ions ferreux de la lumiere de la VP, ou le fer est
ensuite disponible pour son utilisation et le LHRI1 controle la taille du pool hémique
intracellulaire. Ces 3 médiateurs sont régulés a la hausse en réponse a une faible teneur en fer.
LHRI est essentiel pour la viabilité de Leishmania alors que LFR1 et LIT1 sont nécessaires

pour la survie intracellulaire (Flannery et al., 2011).
¢. Les corps lipidiques

Les corps lipidiques (LB) dans le macrophage peuvent aussi répondre a certains des besoins
nutritionnels du parasite. Ceux-ci sont des organites avec un noyau de lipides neutres
principalement du triacylglycérol et des esters de stérol pouvant agir comme sources de

nutriments pour les parasites.

Les changements transcriptomiques des macrophages dérivés de la moelle osseuse murine a la
suite d’une infection par le promastigote L. major indiquent des voies métaboliques des
glucides et des lipides tres perturbées. La synthése améliorée du triacylglycérol et I’efflux réduit
de cholestérol peuvent augmenter la disponibilit¢ des lipides intracellulaires et faciliter la
formation de macrophages spumeux. Le profil des corps lipidiques des leucocytes dendritiques
infectés par des amastigotes de L. amazonensis était distinct sur le plan transcriptionnel de celui
des cellules surchargées en lipides aprés un traitement a [’oléate et présentait des corps

lipidiques plus volumineux et plus nombreux (Lecoeur et al., 2013).

Les corps lipidiques comportent, en plus des nutriments riches en énergie, des GTPases Rab,
des protéines du réticulum endoplasmique et des chaperons moléculaires permettant d’acquérir
des protéines phagosomales telles que Rab5 et Rab7. L’interaction des corps lipidiques avec
les VP peut jouer un role dans la maturation des phagosomes et la fusion avec d’autres organites
et fournir des sources de nutriments supplémentaires. En effet, les corps lipidiques induits par
I’infection par L. amazonensis dans des leucocytes dendritiques ont été observés en étroite

apposition sur la membrane de la VP.
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L’étendue de I’interaction des corps lipidiques avec les VP de Leishmania dans les
macrophages n’a pas encore ¢été¢ déterminée, et la contribution des corps lipidiques a la
biogenese des phagosomes de Leishmania et aux interactions hote-parasite reste a explorer

(Podinovskaia and Descoteaux, 2015).

XII. La réponse immunitaire

1. La réponse innée

Les macrophages jouent un role primordial dans la réponse inflammatoire innée contre
le parasite. Les macrophages sont normalement au repos en tant que macrophages naifs (MO).
Cependant le microenvironnement dans lequel les cellules se trouvent fournit différents signaux
qui les activent et conduisent au développement d’un phénotype « classiquement activé » (M1)
ou « alternativement activé » (M2). Les désignations M1/M2 proviennent des profils de

cytokines Th1 et Th2 et sont associées au changement de phénotypes des macrophages.

Le phénotype M1 est caractérisé par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23 et IFN de type I), un taux de phagocytose ¢élevé et la production
d’especes réactives de 1’oxygene et de 1’azote pour lutter contre les agents pathogenes
intracellulaires (Covarrubias et al., 2013; Martinez and Gordon, 2014) tandis que le phénotype
M2 présente des propriétés anti-inflammatoires avec la sécrétion notamment d’IL-4, IL-10,
TGF-B. (Martinez and Gordon, 2014; Parisi et al., 2018). Au cours de I’infection par
Leishmania, les macrophages de I’hote peuvent subir a la fois une activation M1 et M2,
conduisant respectivement a la mort ou a la survie du parasite. L’équilibre de la polarisation
des macrophages dans la leishmaniose n’est pas entierement compris mais pourrait dépendre
de I’espece de Leishmania et du moment de I’infection et de I’état immunitaire de 1’hote

(Tomiotto-Pellissier et al., 2018).
2. Laréponse adaptative

Dans la leishmaniose, I’immunité est majoritairement médiée par les lymphocytes T, ils
jouent un réle majeur dans la génération de réponses spécifiques dans I’infection a Leishmania.
Les cellules Thl et Th2 peuvent étre distinguées via les cytokines qu’elles sécrétent. Les
cellules Th1 sécretent des activateurs de I’immunité a médiation cellulaire notamment IFN- vy
tandis que les cellules Th2 sécretent de I’IL-4 qui favorisent la réponse humorale et la

production des anticorps.
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De nombreuses ¢études ont mis en évidence que les cellules CD4+ sont essentielles pour

déterminer I’issue de I’infection tandis que les cellules CD8+ ne jouent qu’un réle mineur.

La réponse se produit pendant les premieres heures de I’infection au niveau du site
d’inoculation du parasite et dans les organes lymphoides. Chez la souris BALB/c, des cellules
T CD4+ sont détectées dans le drainage des ganglions lymphatiques dés 16h apres 1’infection
avec L. major (Malherbe et al., 2000). Ces cellules se différencient alors en sécrétant des
cytokines avec différents phénotypes selon la souche de souris. Les modéles les plus
couramment utilisés sont les souris BALB/c et C57BL/6 infectées par L. major. Les souris de
la souche BALB/c développent une réponse Th2 qui sécretent IL-4, IL-5 et/ou IL-13. Les souris
C57BL/6, quant a elles, développent une réponse Thl, sécrétent du TNF-a contribuant a
I’élimination du parasite par différents mécanismes dont 1’activation des macrophages. Les
souris C57BL/6 représentent un modéle de résistance a L. major (Ribeiro et al.,
2017) L’infection a Leishmania entraine également I’activation des T CD8+ dirigés contre le
parasite. Ces lymphocytes ne semblent pas contrdler la multiplication des parasites chez les
souris infectées primaires cependant, ils contribuent a la résolution rapide des lésions
secondaires, probablement pas un mécanisme qui dépend de la sécrétion du IFN-y (Mougneau

etal., 2011).

La réponse immunitaire d’autres espéces de Leishmania a été étudiée, notamment chez L.
braziliensis et L. amazonensis. Les mécanismes de sensibilité ne sont pas aussi clairement li€s
a une réponse Th2 comme dans le modele de L. major. Cependant, le controle de la croissance
des parasites dépend également de I’IFN-y et d’autres cytokines inflammatoires. Dans le cas ou
les souris BALB/c ont été infectées avec L. braziliensis, une sécrétion d’IFN-y et de TNF-a a
¢té observée mais aucune réponse Th2 n’est induite méme en 1’absence d’IL-12 (nécessaire au

développement d’une réponse immunitaire Th1) (Ribeiro et al., 2017).

Comme dans la leishmaniose cutanée humaine, aucune association entre les réponses Thl et
Th2 et la résistance de la maladie n’a ét¢ identifiée dans la leishmaniose viscérale humaine. Les
niveaux d’IFN- y et d’IL-4 sont élevés pendant la maladie et diminuent une fois la guérison.
Les cellules mononuclées sanguines périphériques présentent une faible réponse proliférative
aux antigénes parasites et ne géncrent pas d’IFN-y in vivo. Ce manque de production
d’interféron semble prédire la progression de I’infection dans la leishmaniose viscérale

(Tripathi et al., 2007).
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Chez I’homme, une corrélation positive a ét€¢ observée entre des niveaux ¢levés d’ARNm IL-
10 intra-1ésionnel et I’échec thérapeutique. Il a ét¢ démontré notamment, qu’une forte
production d’IL-10 était corrélée a une réponse proliférative lymphocytaire déficiente et a de
faibles taux d’IFN-y chez les patients présentant des lésions antérieures de la leishmaniose

cutanée.

Les études actuelles indiquent qu’un schéma mixte de réponse immunitaire a médiation
cellulaire a lieu pendant la maladie et que la guérison est associée a une baisse de la production
d’IL-4 et d’IL-10, des cytokines capables de bloquer la production d’IFN-y et ’activation des
macrophages suggérant que la maladie est associée a la présence de cytokines régulatrices
plutot qu’a 1’absence d’IFN-y lui-méme. Le TNF-y joue un double role, it agit d’abord sur le
controle des parasites par sa capacité a promouvoir ’activation des macrophages et plus tard a
favoriser les Iésions. Les différentes études suggerent que 1’IL-4 et I’IL-10 sont des facteurs
déterminants de la sensibilit¢ de I’Homme a I’infection a L. braziliensis (Castellano et al.,

2009).

XIII. Mécanisme de défenses des macrophages

1. Dommage oxydatif

Les cellules immunitaires génerent en continu des oxydants et des composés
inflammatoires afin de remplir leurs fonctions défensives et limiter la prolifération des micro-
organismes pathogenes voire les détruire. La génération d’espéces réactives oxygénées (ROS)
et I’intermédiaire azoté réactif (RNI) sont des moyens majeurs utilisés par les phagocytes,
notamment les macrophages, pour se défendre des agents pathogenes. Des quantités
importantes de ROS et de radicaux libres sont produites afin de détruire le développement du

micro-organisme (Vida et al., 2017).

Au cours de son cycle de vie, Leishmania rencontre et s’adapte a diverses conditions hostiles
telles que le stress oxydatif, la lyse médiée par le complément et les ROS générés lors de la
phagocytose par les macrophages de 1’hote (Carneiro et al., 2016). La production des ROS est
stimulée par ’assemblage de la NADPH oxydase avec un phagosome contenant le parasite
conduisant a une libération de superoxyde localis¢é dans la lumiére du phagosome. La
production de ROS a été observée dans des macrophages infectés par L.amazonensis, L.
braziliensis, trés probablement comme mécanisme de défense pour éliminer les parasites

(Carneiro et al., 2016; Reybier et al., 2010; Thomazelli et al., 2018).
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Deux molécules sont essentielles afin de controler 'infection a Leishmania : 1’anion
superoxyde (02 ") et ’oxyde nitrique (NO). Pendant la phase initiale d’infection, le superoxyde
est produit dans le cadre de la réponse oxydative des macrophages suite a la phagocytose.
L’oxyde nitrique est généré apres activation des macrophages par I’IFN-y et le TNF. L’oxyde
nitrique est dérivé de I’oxydation de 1’azote guanidine terminal de la L-arginine par une enzyme

dépendante du NADPH, la NO synthase.

Dans les systémes murins, I’TFN-y s’est révélé synergique avec le TNF, pour activer la synthase
inductible de 1’oxyde nitrique (iNOS ou NOS2) afin de produire de 1’oxyde nitrique (NO)

entrainant I’éradication des parasites intracellulaires (Carneiro et al., 2016).

De récentes découvertes ont démontré que 1’oxyde d’azote (NO) est produit aprés assemblage
des inflammasomes Nlrp3 dans les macrophages infectés par des promastigotes de L.
amazonensis et aide a contrdler I’infection. Le Nlrp3 activé stimule la production d’IL-18, qui,
grace a IL-1R et MyD88, induit le NOS2 a produire du NO (Lima-Junior et al., 2013). Le
récepteur purinergique activé par I’ATP P2X7 induit un assemblage d’inflammasome et
participe a la restriction ultérieure de la croissance des promastigotes de L. amazonensis dans

les macrophages dérivés de la moelle osseuse.

2. Modification du métabolisme des lipides

Les altérations du métabolisme lipidique de la cellule hote et la présence accrue des
gouttelettes lipidiques apparaissent comme une caractéristique commune des infections
intracellulaires. Elles jouent notamment un réle dans la régulation du stockage et le
renouvellement des lipides dans différentes cellules (Rabhi et al., 2016). L’infection a
Leishmania entraine des altérations des voies métaboliques lipidiques des cellules, dont les
gouttelettes lipidiques sont d’importants acteurs. Les interactions de ces gouttelettes lipidiques
avec les phagosomes permettent a Leishmania d’avoir une source d’énergie et d’impact sur sa
survie. Ceci est d’autant plus important chez Leishmania puisqu’il doit piéger les lipides de

I’environnement hote.

Les gouttelettes de 1’hote sont des domaines intracellulaires majeurs impliqués dans la synthese
des eicosanoides avec de nombreuses fonctions dans I’inflammation et la signalisation
immunitaire. Ces molécules sont des médiateurs de I’inflammation pouvant inhiber ou dans ce
cas, améliorer la survie du pathogeéne. Une étude a démontré la co-localisation de ces

gouttelettes au niveau des vacuoles parasitophores de L. major.
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Cette association peut permettre le flux de nutriments entre 1’hdte et le parasite (Rabhi et al.,
2016). Les AG dérivés de ces réservoirs lipidiques peuvent étre €galement utilisés pour la

production d’énergie (Vallochi et al., 2018).

Chez les promastigotes, I’oxydation des acides gras se produit en faible quantité en raison de
leur multiplication rapide, tandis que chez les amastigotes, elle se produit a un rythme accru

(Naderer and McConville, 2008).

Les eicosanoides, molécules d’origine lipidique, participent a I’amplification de la réponse
inflammatoire en régulant la réponse immunitaire aux pathogenes intracellulaires. Dans les
infections a Leishmania, le parasite induit une régulation transcriptionnelle a la hausse des
genes liés a certaines protéines et enzymes impliquées dans la production de prostaglandines,
dont les eicosanoides (Martinez and Gordon, 2014). Au cours de la métacyclogenese de
L.infantum, les gouttelettes lipidiques sont les sites intracellulaires de production des

prostaglandines favorisant I’infection des macrophages (Aquino et al., 2021).

Dans les infections a L. infantum et L. donovani, des altérations du profil lipidique de 1’hote
peuvent entrainer une hypertriglycéridémie. L hypertriglycéridémie est largement observée
dans différentes infections et peut étre appliquée comme €tant un indicateur de la gravité de la
maladie puisque les niveaux de TAG diminuent apres la résolution des maladies (Lal et al.,

2016).

XIV. Meécanisme d’évasion de Leishmania
1. Diminution de ’inflammation

Leishmania utilise un certain nombre de mécanismes pour contrer les défenses de 1’hote.
Plusieurs études ont mis en évidence une suppression de 1’IL-12 dans les macrophages infectés
par Leishmania et stimulés par du LPS. La suppression de I’IL-12 induite par le LPS par L.
mexicana semble corrélée a la dégradation des MAP kinases JNK et ERK dans I’'immunité
innée, ainsi que des composants de la voie de signalisation NF-kB (Cameron et al., 2004).

Des mécanismes supplémentaires ont €t€ mis en exergue : Leishmania aurait la capacité
d’inhiber I’activation inflammatoire notamment les récepteurs de surface des macrophages
associés a la suppression tel que le récepteur du complément 3 (CR3) et ’élaboration de

cytokines suppressives telles que I’IL-10.
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En effet, différentes études sur les macrophages de souris déficientes en CR3 ont confirmé que
le CR3 est impliqué dans la suppression de I’IL-12 pendant I’infection a Leishmania méme en

présence d’une stimulation par [FN-y (Carter et al., 2009).

Leishmania est capable de cibler de multiples voies de signalisation dans le macrophage pour
réduire I’inflammation induite par I’infection. En effet, dés 1’inoculation des parasites, le gel
sécrétoire riche en protéophosphoglycanes produit par les parasites améliore 1’activation
alternative et I’activité arginase des macrophages hotes pour favoriser la survie de L. mexicana.

L’infection des macrophages péritonéaux murins par des promastigotes de L. amazonensis a
entrainé une suppression des réponses inflammatoires induites par le LPS, ainsi que la
production de trois cytokines : IL-12, IL-17 et IL-6. Leishmania a également augmenté les
cytokines pro-inflammatoires induites par le LPS, IL-1a, TNF, MIP-1a et MCP-1 et la cytokine
anti-inflammatoire 1L-10. Leishmania peut posséder une sélectivité sur la manipulation de
certaines cytokines afin de stimuler un état d’activation unique dans le macrophage approprié

a la survie du parasite (Lapara and Kelly, 2010).

2. Echappement aux dommages du stress oxydatif

Selon les especes de Leishmania et le type de cellule hote la réponse au stress oxydatif
varie. En effet, Leishmania utilise différentes approches afin de contrer le stress oxydatif. Une
¢tude a démontré que des formes amastigotes axéniques de L. donovani ont altéré les ROS
cellulaires et mitochondriales via I’induction de la protéine de couplage mitochondriale 2
(UCP2). En effet ces amastigotes axéniques ont dégrad¢ le facteur de transcription USF-1
permettant le recrutement des facteurs de transcription SREBP2 (protéine 2 de liaison des
¢léments régulateurs des stérols) et Sp1 (site de liaison spécifique protéine 1) vers le promoteur
UCP2, la régulation positive de I’'UPC2 (protéine découplante 2) et 1’inhibition de ROS.
Leishmania est aussi capable d’éviter les dommages oxydatifs en empéchant I’assemblage de
la NADPH oxydase au niveau de la membrane phagosomale. Le complexe NADPH oxydase
permet de catalyser la production de radicaux superoxyde, qui tuent ensuite les micro-
organismes ingérés. Dans les infections a Leishmania, I’assemblage complet de la NADPH
oxydase sur la membrane de la vacuole parasitophore est inhibé, permettant une diminution de

la production de radicaux superoxyde (Young and Kima, 2019).
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Le lipophosphoglycane (GPL) est un glycolipide de surface qui joue un role important dans
I’établissement des infections a Leishmania. Des études ont démontré, chez L. donovani, que
celui-ci pouvait inhiber le recrutement de 2 sous unités de la NADPH oxydase au niveau de la
membrane de la vacuole parasitophore ; phox P’ et phox P¢7 (Lodge et al., 2006). Cependant, il
n’altere pas la formation de complexes contenant ces deux sous-unités. En effet, c’est le
remodelage de la vacuole parasitophore et I’exclusion des sous unités de la NAPDH oxydase

qui sont les ¢éléments de 1’évasion et la destruction du superoxyde.

Méme si I’oxyde d’azote peut exercer ses effets a distance, différentes études ont évalué la
localisation d’iNOS dans les cellules infectées par Leishmania. L’oxyde d’azote peut étre
produit par un traitement avec du TNFa ou de I’IFN-y qui induit I’activation de I’iNOS. Des
¢tudes ont démontré qu’il était recruté dans les membranes d’autres compartiments contenant
des agents pathogénes (Chakravortty et al., 2002). L’inhibition de la production de NO par
I’INOS favorise la croissance intracellulaire de Leishmania dans les macrophages (Kumar et

al., 2018).

XV. Les méthodes de diagnostic

Le diagnostic est basé sur des caractéristiques cliniques, biologiques et parasitologiques.
De nombreuses méthodes ont été décrites avec une grande variation dans la précision du
diagnostic. On retrouve des examens parasitologiques directs et/ ou des tests indirects avec

notamment de la sérologie et du diagnostic moléculaire.

1. Diagnostic clinique

Le polymorphisme clinique des leishmanioses cutanées peut simuler de nombreuses
autres dermatoses. Chez une personne ayant séjourné ou habitant dans une zone endémique,
toute Iésion cutanée persistante plus de 2 semaines ou rebelles aux traitement locaux doit faire

évoquer le diagnostic de la leishmaniose et faire un prélévement a visée diagnostique.

La leishmaniose viscérale s’exprime par des symptomes plus importants notamment de la

fievre, une paleur, de I’asthénie, un amaigrissement, une splénomégalie ou une hépatomégalie.
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2. Diagnostic parasitologique

Le diagnostic parasitologique est considéré comme 1’étalon d’or dans le diagnostic des
leishmanioses du fait de sa haute spécificité. Il repose sur la mise en évidence du parasite
notamment en effectuant un examen histopathologique de tissus fixés ou de culture in vitro a

partir de matériel provenant de la 1€sion ou sur la mise en évidence de son ADN.

a. Les prélévements
e Leishmaniose viscérale

La méthode couramment utilisée est la mise en évidence du parasite par aspiration
splénique ou médullaire. La procédure d’aspiration splénique présente un risque d’hémorragie
dans 1/1000 cas. Dorénavant, ce sont des ponctions de moelle osseuse qui sont pratiquées au

sternum ou a la créte iliaque chez les jeunes enfants.

La recherche d’ADN dans le sang est privilégi¢e d’autant plus que la ponction médullaire est
invasive. Le prélévement peut aussi €tre réalisé sur la rate, le foie, les ganglions lymphatiques,

la muqueuse digestive ou le liquide bronchoalvéolaire.
e Leishmaniose cutanée

Les prélevements sont effectués au niveau de la bordure de la Iésion par grattage ou

¢couvillonnage.
b. La recherche des parasites

L’examen microscopique est I’approche la plus couramment utilisée car les techniques
plus sophistiquées sont colteuses et rarement disponibles dans les zones endémiques.
L’identification microscopique consiste en 1’identification directe des formes amastigotes dans
les frottis de Iésions colorées au Giemsa ou des frottis. Les parasites apparaissent sous forme
amastigote, intracellulaire dans les macrophages ou extracellulaire. La sensibilité est variable
selon le tissu : elle est supérieure a 90% dans la rate contre 50 a 80% dans la moelle osseuse.
La sensibilit¢ augmente avec le temps de lecture et le nombre de champs examinés au
microscope. Les échantillons de sang ont une faible sensibilité sauf chez les patients co-infectés
par le VIH qui ont une parasitémie augmentée (Burza et al., 2018). Le matériel de biopsie, apres

inclusion et coupe peut étre coloré révélant la structure histologique du granulome.
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Plus rarement, un immunomarquage peut étre effectu¢ a 1’aide de sérum de souris anti-

leishmania conjugué a la peroxydase.

Les prélevements peuvent tout aussi bien étre ensemencés sur des géloses a 10% de sang de
lapin additionné d’antibiotique et de NaCl ou en milieu diphasique Novy-Neal-Nicolle (NNN).
Ils peuvent étre ensemencés en milieux liquides de type Schneider, de Grace ou M199
supplémentés de sérum de veau feetal. Les parasites sont sous forme promastigotes.
L’incubation se fait a 24-26°C. Il faut alors attendre une semaine afin de conclure a un test

négatif.
c¢. Les méthodes moléculaires

Ces méthodes sont trés sensibles et permettent 1’identification des différentes especes
de Leishmania. Elles sont basées sur I’amplification de I’ADN nucléaire ou du kinétoplaste. Ici
encore, 1’échantillonnage des tissus est primordial pour améliorer la sensibilité¢ du test. Le
diagnostic est effectué¢ par PCR, il est particulierement utilis€ dans les cas a faible charge

parasitaire.

Lors que les techniques simples échouent, par exemple dans des 1ésions de muqueuse ou les
parasites sont sporadiques et chroniques, les techniques moléculaires comme la PCR en temps
réel de L’ADNc se sont révélées comme tres précises pour la détection et la quantification des
especes de Leishmania. Selon les espéces de Leishmania et les équipes, diverses cibles

moléculaires sont utilisées.

La sensibilité de ces tests est augmentée de 55 a 70% dans la leishmaniose cutanéo-muqueuse
par rapport au diagnostic parasitologique (Reithinger et al., 2007). Jusqu’a présent, 1’ utilisation
combinée de méthodes parasitologiques classiques avec détection par PCR offre une meilleure

approche pour le diagnostic de la leishmaniose cutanée (Burza et al., 2018).
3. Diagnostic immunologique

Plusieurs tests sérologiques sont disponibles, notamment le test d’agglutination directe,
I’ELISA, 'immunofluorescence et le western blot. Ces techniques de détection des anticorps
ont une sensibilité €¢levée aux maladies viscérales. Les anticorps ne diminuent que lentement
aprés la guérison et sont également présents chez un grand nombre d’individus infectés
symptomatiquement par conséquent, les résultats sérologiques doivent étre interprétés dans le
contexte des antécédents cliniques. De plus, plusieurs de ces tests sont trop compliqués pour

étre utilisés dans des zones endémiques.
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a. Détection d’anticorps

Plusieurs tests détectant des anticorps anti-leishmaniaux spécifiques ont ét¢ développés,
mais tous ont deux limitations majeures. Les taux sériques d’anticorps diminuent apres un
traitement réussi mais ils restent détectables jusqu’a plusieurs années apres la guérison. C’est

pourquoi, la rechute de la leishmaniose viscérale ne peut pas étre diagnostiquée par sérologie.

Deuxiemement, une proportion importante d’individus en bonne santé vivant dans des zones
d’endémie sans antécédents de la leishmaniose viscérale est positive pour les anticorps anti-

leishmaniaux en raison d’infections asymptomatiques.

La séroprévalence dans les populations saines varie de moins de 10% dans les zones d’endémie

faible a modérée a plus de 30% dans les foyers a transmission élevée.

Les tests sérologiques basés sur 1’anticorps a fluorescence indirecte (IFA), le dosage immuno-
enzymatique (ELISA) ou le western blot ont montré une grande précision diagnostique dans la

plupart des études mais sont mal adaptés aux parametres de terrain.
Deux tests sérologiques ont été spécifiquement développés pour une utilisation sur le terrain :
e Le test d’agglutination directe (DAT)

Le test d’agglutination direct est le test sérologique qui a la sensibilité et la spécificité les
plus robustes sur le terrain dans toutes les régions endémiques (Kiihne et al., 2020). C’est un
test semi-quantitatif qui utilise des plaques de microtitration dans lesquelles des dilutions
croissantes de sérum ou de sang du patient sont mélangées avec des parasites sous formes
promastigotes de L. donovani tués. Si des anticorps spécifiques sont présents, 1’agglutination
est visible apres 18 heures a I’ceil nu. La performance de ce test n’est nullement influencée par
la région ou I’espéce de Leishmania. En effet, I’antigéne lyophilisé est plus robuste que
I’antigéne liquide. Ce test possede tout de méme quelques inconvénients notamment

I’équipement et le personnel qualifiés et formés ainsi que la fragilité de I’antigene.

Bien que ce test ait démontré un haut degré de répétabilité, sa reproductibilité au sein des centres
est assez faible. Les conditions difficiles sur le terrain ainsi que les variabilités de I’antigene
d’un lot a I’autre, le manque de chaine de froid et la non-normalisation des résultats ont limité

considérablement son application (Kiihne et al., 2020).
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Le test de dépistage rapide par agglutination (FAST) est une version simplifiée et plus rapide
(2-3 heures) que le DAT, et sa précision diagnostique semble comparable, mais une validation

supplémentaire est nécessaire.
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Figure 16. Test d’agglutination directe (Chappuis et al., 2007).

e Le testimmunochromatographique (ICT) basé sur rK39

L’ICT est le test de détection le plus largement utilisé et le plus adapté au terrain. Il est basé
sur I’antigene rK39 qui est un antigéne recombinant comprenant 6,4 répétitions d’un acide
aminé de 39 extensions d’une protéine apparentée a la kinésine dans L. infantum et qui est

conservée dans le complexe L. donovani (Kiihne et al., 2020).

Un ELISA basé sur rK39 a montré une excellente sensibilité : de 93 a 100% et une excellente
spécificité : de 97-98% dans de nombreux pays ou la LV est endémique (Burns et al., 1993).
Ensuite, le test a été développé dans un format ICT, plus adapté a une utilisation sur le terrain.
Récemment, la performance diagnostique du rK39 ICT a été confirmée en Inde et au Népal
(Kiihne et al., 2020; Sundar et al., 2007). Malheureusement la sensibilité est variable dans les
populations d’Afrique de 1’Ouest et de I’EST(Boelaert et al., 2008; Kiihne et al., 2020). La
diversité des séquences du génes K39 des souches de L. donovani peut étre a I’origine de ce

manque de sensibilité.

Les ICT rK39 sont faciles a effectuer, ils sont rapides (10 a 20 minutes), bon marché et donnent

des résultats reproductibles.
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Figure 17. Le test immunochromatographique basé sur rK39 (Chappuis et al., 2007).
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b. Détection d’antigéne

Les tests de détection d’antigéne devraient étre plus spécifiques que les tests de détection
d’anticorps car ils évitent la réactivité croisée et peuvent distinguer les infections actives des
infections passées. Cette méthode fait ses preuves notamment lorsque la production d’anticorps
est déficiente comme c’est le cas des patients immunodéprimés atteints du VIH (Sundar and

Rai, 2002).

Un nouveau test d’agglutination au latex, Katex détecte un antigéne glucidique stable de faible
poids moléculaire (5-20 kDa) dans ['urine de patients atteints de leishmaniose
viscérale. Plusieurs ¢tudes menées en Afrique de 1’Est et dans le sous-continent indien ont
montré une spécificité élevée (93%) mais une sensibilité modérée (48-87%). Le test
d’agglutination au latex était bien corrélé a la guérison dans une proportion élevée (97-100%)
de patients pendant le traitement anti-leishmanien. Il existe cependant deux limites pratiques,
d’une part I'urine doit étre bouillie pour éviter les réactions faussement positives, d’autre part,
il est difficile de distinguer les résultats faiblement positifs des résultats négatifs, ce qui affecte

la reproductibilité du test (Chappuis et al., 2007).

D’autres outils de diagnostic peuvent étre utilisés, notamment dans le cas de la leishmaniose
viscérale américaine avec la technique de I’hypersensibilité¢ retardée (DTH) ou test du
Monténégro. C’est un marqueur de la réponse immunitaire cellulaire mesurant la réaction
d’hypersensibilité de type retardée. Cette méthode consiste a injecter I’antigéne (des parasites
entiers tués) en intradermique sur la face palmaire de I’avant-bras du patient. Aprés 48 a 72h la
taille de I’induration est mesurée puis comparée a I’induration produite par un témoin phénol-
salin dans 1’autre bras (Sundar and Rai, 2002). Le test est considéré comme positif lorsque
I’induration mesurée est supérieure a Smm. Ce test cutané est utilisé dans le diagnostic mais il

peut révéler des infections présentes ou passées méme chez les patients asymptomatiques.

Il est plus approprié de I’utiliser dans les études épidémiologiques (Goto and Lauletta Lindoso,

2012).
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X. Les traitements

1. Les antimoniés pentavalents

Les antimoniés pentavalents sont les médicaments de premiere intention utilisés pour traiter
les leishmanioses viscérale, cutanée et cutanéo-muqueuse. Développé en 1945, I’antimoniate
de N-méthyl-glucamine (Glucantime®) est le traitement le plus utilis¢ notamment au Brésil et
dans les pays francophones. Dans les pays anglophones, c’est un autre antimonié pentavalent

qui est utilisé : le stibogluconate de sodium (Pentostam®) (SbV)

Pour étre actif contre Leishmania, le SbV doit pénétrer dans la cellule hoéte, traverser la
membrane phagolysosomale et agir contre les amastigotes intracellulaires. De plus, pour que
I’antimoine soit actif il faut que sa forme pentavalente (SbV) se réduise en sa forme trivalente
(SblIIl) (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). Les détails du mécanisme d’action ne sont
actuellement pas clairs. Une étude a démontré que seuls les amastigotes peuvent réduire le SbV
en SbIII (Shaked-Mishan et al., 2001). D’autres études suggérent que la réduction a lieu dans
le macrophage (Sereno et al., 1998). Ces résultats ne sont pas incompatibles, la réduction peut

aussi bien avoir lieu dans le macrophage que chez le parasite.

Dans le Nouveau Monde, principalement au Brésil, I’efficacité de ces médicaments est
supérieure a 90% tandis qu’au Bihar, en Inde et au Népal I’échec du traitement est d’environ
60%. Le mode d’administration est I’injection intramusculaire. Ils sont administrés pendant 20

jours consécutifs (Goto and Lauletta Lindoso, 2012).

2. L’amphotéricine B

Antibiotique polyénique isolé de Streptomyces nodosus d’abord utilisé comme antifongique
dans le traitement des mycoses systémiques, il est actuellement utilis¢ comme un puissant anti-
leishmanien pour combattre les formes graves notamment la leishmaniose viscérale ou
résistante aux antimoniés. Il est administré par voie parentérale et agit a la fois sur les
promastigotes et les amastigotes en ciblant I’ergostérol dans la membrane superficielle du
parasite, conduisant a une augmentation de sa perméabilité. L’antibiotique agit également sur
les macrophages en stimulant leurs capacités phagocytaires mais il présente une forte toxicité

rénale et hématologique.
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Dans le nouveau monde, principalement au Brésil, I’amphotéricine B a été utilisée avec succes
pour traiter la leishmaniose viscérale dans des conditions particuli¢res, notamment chez des
patients plus agés, des enfants, des receveurs de transplantation et les patients présentant des

comorbidités telles que le diabéte et I’infection par le VIH.

Il existe quatre formulations d’amphotéricine B a usage clinique: le désoxycholate
amphotéricine B, amphotéricine liposomale B, la dispersion colloidale d’amphotéricine B et le

complexe lipidique d’amphotéricine B (Goto and Lauletta Lindoso, 2012).

L’amphotéricine B liposomale est moins toxique que 1’amphotéricine B et est plus efficace.

Elle a été utilisée dans le cas de traitement de la leishmaniose viscérale ou cutanée.

Actuellement, c’est le traitement de premicre intention notamment dans les pays développés :
en Europe et dans le sous-continent Indien ainsi qu’aux Etats-Unis car il s’agit du seul
traitement approuvé par la Food and Drug Administration. Son cofit élevé limite une plus
grande diffusion malgré I’aide de I’OMS avec des programmes pour le rendre plus disponible
dans différentes zones endémiques. Pour la leishmaniose viscérale c’est le traitement le moins

toxique et le plus efficace (Polonio and Efferth, 2008).

3. La pentamidine

La pentamidine est une dibenzamidine interférant avec la synthese de I’ADN de Leishmania
agissant sur le kinétoplaste et sur la membrane mitochondriale. Ce traitement est utilisé pour la
leishmaniose cutanéo-muqueuse et/ou viscérale résistante aux antimoniés pentavalents. Seul

I’iséthionate de pentamidine est actuellement commercialisé sous le nom de Pentacarinat.

Dans les zones ou la leishmaniose cutanée est endémique en raison de L. guyanenis, la
pentamidine a été utilisée avec succes : utilisation de 2 doses intramusculaires de 4 mg/kg les
jours 1 et 4. Dans les zones ou I’infection est causée par L. braziliensis : utilisation de 3 doses
intramusculaires de 4mg/Kg les jours 1, 3 et 5. La dose maximale est de 300 mg/journée. Les
principaux effets indésirables sont I’hypotension, les myalgies, les abces au site d’injection,

I’hypoglycémie et le diabéte (Ouellette et al., 2004).

68



4. La miltéfosine

La miltéfosine est un alkyl-lysophospholipide développé initialement pour le traitement du
cancer mais qui s’est révélé etre un anti-leishmanien efficace. En effet, c’est le premier
médicament oral disponible pour le traitement de la leishmaniose viscérale et cutanée. La
miltéfosine inhibe la biosynthése des phospholipides et des stérols de Leishmania. Elle est
utilisée pour traiter la leishmaniose viscérale modérée dans le sous-continent Indien ou elle
présente une grande efficacité (guérison de 94% des infectés) (Carnielli et al., 2018). En
revanche dans le Nouveau Monde, ce traitement est moins efficace qu’un antimonié

pentavalent.

Le faible taux de guérison est inconnu mais peut €tre associé¢ a une résistance naturelle a la
miltéfosine par la population dans cette région. De plus, son utilisation est limitée notamment
parce qu’il est toxique pour les systémes gastro-intestinaux, hépatique et rénale. De plus, il est

tératogene.

5. La paromomycine

La paromomycine est un antibiotique aminoglycoside a spectre large isolé de Streptomyces
krestomuceticus. Ce traitement est utilisé pour le traitement des leishmanioses viscérales mais
peut étre également utilisé dans le traitement de la leishmaniose cutanée dues a L. major (Goto
and Lauletta Lindoso, 2012). Dans le cas de L. tropica son efficacité est moins importante. Son
mode d’action n’est pas complétement élucidé, cependant les études suggerent que la
paromomycine exercerait une influence sur la dépolarisation de la chaine respiratoire. Une fois
que celle-ci est liée a la membrane du parasite, elle est internalisée par endocytose puis entre

dans la mitochondrie causant un dysfonctionnement respiratoire

En Afrique de I’Est, I’efficacité de la paromomycine s’est avérée inférieure a 1’efficacité de la
miltéfosine contre la leishmaniose viscérale, et il est donc recommandé d’utiliser une dose plus
¢levée ou d’utiliser le médicament en association avec un antimoni¢ pentavalent. Il n’y a eu
aucun essai avec la paromomycine dans le Nouveau monde a ce jour (Goto and Lauletta

Lindoso, 2012).

Le traitement local dans les essais cliniques utilisant la paromomycine, contre la leishmaniose
cutanée, formulé sous forme de topiques, a donné des résultats variables allant d’un taux de
guérison de 64% en Colombie a un taux de guérison de 88,6% dans une étude en double aveugle

au Guatemala.
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La différence dans les taux de guérison peut €tre liée aux espéces de Leishmania qui sont
répandues dans chaque zone. Actuellement, dans le Nouveau Monde, le traitement topique de
la leishmaniose cutanée n’est pas recommandé, sauf en cas d’infection par L. mexicana ou dans
les zones ou les formes sévéres de la maladie sont trés rares, comme au Venezuela et en

Colombie (Davies et al., 2000).

6. Autres anti-leishmaniens
a. Les imidazolés et les triazolés

Les imidazoles (par exemple, le kétoconazole) et les triazolés (par exemple, le fluconazole,
I’itraconazole) sont utilisés contre la leishmaniose cutanée dans le Nouveau Monde. Ils
partagent le méme spectre antifongique et le méme mécanisme d’action, cependant, les triazolés
sont métabolisés plus lentement, interférent moins avec la synthese des stérols humains et sont
donc moins toxiques que les imidazoles. Un grand avantage de ces composés est qu’ils peuvent
étre administrés par voie orale et que le profil d’effets secondaires est moins toxique que les

antimoniaux pentavalents recommandés (Mitropoulos et al., 2010).
b. L’acide glycyrrhizique

L’acide glycyrrhizique, principal composant de Glycyrrhiza glabra, a été testé en tant que
compos¢ anti-leishmanien potentiel. Le composé est capable d’inhiber les promastigotes et les
amastigotes intracellulaires de facon dose dépendante. Il affecte la voie de biosynthése des
stérols, en particulier en inhibant I’enzyme HMG-CoA réductase de L. donovani en modifiant

les niveaux d’ergostérol (Dinesh et al., 2017).
c¢. Immunothérapie

Depuis plus d’une décennie, au Venezuela, la leishmaniose cutanée est traitée avec
I’immunothérapie : I’association de promastigotes tués par chaleur avec le BCG. L’efficacité
thérapeutique est de 95%, tandis qu’il y a une tres faible incidence d’effets secondaires. Le
traitement consiste en 3 injections au cours d’une période de 12 a 16 semaines (Convit et al.,

2003).
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d. Méthode physique

Des mesures physiques comme la cryothérapie, le curettage, 1’¢lectrodessication et
I’excision chirurgicale sont des traitements des petites Iésions cutanées précoces. Ils
représentent une alternative lorsque le colt et les effets nocifs empéchent I’utilisation des agents
de premicre intention ou lorsque le traitement est indiqué notamment en cas de grossesse

(Mitropoulos et al., 2010).

A ce jour, aucun des médicaments disponibles ne remplit les conditions nécessaires pour une
thérapie efficace, a savoir, une faible toxicité, une administration facile et un faible colit et sans

induire de résistances médicamenteuses chez le parasite.
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Chapitre 2

. Classification des lipides

Les lipides sont des molécules biologiques définies comme des substances hydrophobes
solubles dans les solvants organiques. La classification des lipides est basée sur leur biosynthese
et leur structure chimique. Ils sont divisés en 8 catégories distinctes, on y retrouve les acides
gras, les glycérolipides, les glycérophospholipides ou phospholipides, les sphingolipides, les

stérols, les prénols, les saccharolipides et les polykétides (Figure 1).

Acides\gras Polylfétides
Glycérolipides \ P --1 Saccharolipides
o]
Phospholipides Prénols
Sphingoiipides Stérols

Figure 18. Classification des lipides.

Les glycérophospholipides ou phospholipides (PL) sont les constituants majeurs des
membranes  biologiques  comprenant notamment la  phosphatidylcholine, la
phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine, le phosphatidylinositol et 1’acide
phosphatidique. La phosphatidylcholine (PC) représente plus de 50% des PL dans les
membranes des eucaryotes. Les principaux lipides non polaires des membranes cellulaires sont
les stérols. Le cholestérol prédomine chez les mammiferes tandis que 1’ergostérol prédomine
chez les levures ou les parasites (van Meer et al., 2008). Une autre classe de lipides est
retrouvée dans ces membranes mais en plus faible quantité : les sphingolipides. Le caractére
amphiphile de ces différents lipides est a I’origine de la formation des membranes en milieux
aqueux, notamment de bicouche lipidique mesurant de 6 a 10 nm d’épaisseur dans lequel

s’inserent des protéines.
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En effet, les parties hydrophiles interagissent entre elles et avec I’environnement aqueux, tandis
que les parties hydrophiles se condensent en interagissant les unes avec les autres.

Les glycérolipides (GL) comprennent les triacylglycérols (TG), qui participent au stockage de
I’énergie et les diacylglycérols (DG), intermédiaires de synthéses des GL et PL et seconds

messagers de la signalisation cellulaire.

Glycoprotéines
Glucide

Protéine périphérigue
pénphenq Glycolipide

Phospholipides

Protéines intramembranaires

Figure 19. Constituants de la membrane cellulaire.

II.  Les acides gras chez I’héte

1. Généralités

Les acides gras (AG) sont des acides carboxyliques formés d’une chaine carbonée linéaire de
longueur variable (le plus souvent entre 12 et 22 atomes de carbone) avec un nombre
d’insaturation variable. La nomenclature repose sur le nombre de carbones et sur le nombre et
la position des doubles liaisons. La notation la plus couramment utilisée est la suivante : x:y n-
z ou x correspond au nombre d’atomes de carbones, y au nombre de doubles liaisons et z a
I’emplacement de la premiere double liaison a partir de ’extrémité méthyle (Figure 2). Une
autre nomenclature désigne le méthyle terminal par oméga au lieu de n. La nomenclature dite

chimique définit les positions des insaturations a partir de I’extrémité carboxyle.

Nombre d'insaturation
Nombre / N
d'atomes

de carbone —» 18:206 (ou n-6) ou 18:2 A9,12 (9,12-18:2)
y 7 *~ *
Pour les physiologistes, position de la Pour les chimistes, position des
premiére insaturation a compter insaturations a compter
de l'extrémité méthyle de l'extrémité carboxyle

Figure 20. Nomenclature des acides gras (Guesnet et al., 2005).
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Les AG sont classifiés selon leur nombre de doubles liaisons. On distingue ainsi 3 classes
d’acides gras :

- Les saturés (AGS) : ils ne comportent pas de double liaison

- Les mono-insaturés (AGMI) : une double liaison

- Les polyinsaturés (AGPI) : plusieurs doubles liaisons
Les familles d’AGMI et AGPI se distinguent par la position de la premicre double liaison située
vers I’extrémité méthyle. Ainsi, les monoinsaturés appartiennent a la famille des AG n-9 ou n-
7. Les AGPI sont représentés par la famille de 1’acide linoléique ou oméga 6 (n-6) et celle de

I’acide a-linolénique ou oméga 3 (n-3) (Figure 21).
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Figure 21. Classification des acides gras (Guesnet et al., 2005).

Chaque acide gras posseéde un nom UPAC (International Union of Pure and Applied Chemists)
et un nom commun. La tableau 2 présente la classification et la nomenclature des principaux

acides gras.
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Tableau 2. Classification et nomenclature des principaux acides gras.

Catégorie Formule Nom commun Abréviation
4:00 Acide butyrique
6 :00 Acide caproique
8:00 Acide caprylique
10 :00 Acide caprique
12 :00 Acide laurique
Saturés ) o
14 :00 Acide myristique MA
16 :00 Acide palmitique PA
18:00 Acide stéarique SA
20 :00 Acide arachidique
22 :00 Acide béhénique
16 :1n-7 Acide 9-cis-hexadecénoque
16 :1n-9 Acide palmitoléique
Mono-insaturés 18 :1n-7 Acide 11-cis-octadecénoique
18 :1n-9 Acide oléique OA
20 :1n-9 Acide eicosénoique
18 :2n-6 Acide linoléique LA
18 :3n-6 Acide y-linolénique GLA
18 :3n-3 Acide a-linolénique ALA
20 :2n-6 Acide eicosadiénoique
Poly-insaturés 20 :3n-6 Acide di-homo-gamalinolénique
20 :4n-6 Acide arachidonique AA
20 :5n-3 Acide eicosapentaénoique EPA
22 :5n-3 Acide docosapentaénoique DPA
22 :6n-3 Acide docosahexaénoique DHA
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2. Voie de biosynthése
a. Les acides gras saturés

La synthese de novo des AG se déroule majoritairement dans les tissus lipogéniques
comme le foie, le tissu adipeux, les glandes mammaires et les reins. La voie de biosynthese des
AG débute par la formation de malonyl-CoA par carboxylation de 1’acétyl-CoA et la
condensation ultérieure du malonyl-Col avec ’acétyl-CoA avec libération de CO.. Chez les
mammiferes, les étapes de la biosynthése impliquent un complexe protéique : la synthase
d’acide gras de type [ (FAS I). Les systemes d’élongases permettent d’étendre les produits de
la FAS I aux AG a plus longues chaines.

b. Les acides gras insaturés

I existe deux types d’enzymes responsables de la formation d’un grand nombre d’acides
gras a partir d’un nombre limité de précurseurs: les désaturases et les élongases. Les
désaturases permettent d’ajouter une double liaison (= insaturation) entre deux carbones et les
¢longases permettent d’allonger la chaine carbonée des acides gras de deux carbones. Les
mammiféres n’ont pas la capacité de produire les précurseurs des AGPI des familles n-3 et n-
6, I’acide a -linolénique (ALA, 18:3n-3) et I’acide linoléique (LA, 18:2n-6). Ils sont dits
essentiels et seul I’alimentation permet leurs apports. Ces acides gras sont pris en charge par la
machinerie enzymatique constituée de désaturases et d’¢longases pour produire les différents

AGPI de ces deux familles (Figure 22) (Guillou et al., 2010).

Les AGPI n-3 et n-6 sont synthétisés selon deux voies distinctes puisqu’ils ont des précurseurs
différents. Cependant, les étapes de désaturations et d’élongations nécessitent les mémes
enzymes pour les deux voies ce qui peut entrainer une compétition entre celles-ci impliquant
alors une « balance métabolique » entre ces deux familles. Les réactions s’effectuant depuis la

partie COOH terminale, la série de 1’acide gras précurseur est conservée.
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Figure 22. Voie de biosynthese des APGI n-6 et n-3 a longue chaine a partir des AGPI
essentiels.

L’acide linoléique (18:2 n-6) est converti en acide y-linolénique (18:3 n-6) par une A6
désaturase. L’acide dihomo-y-linolénique (20:3n-6) est issu de 1’¢longation de I’acide vy-
linolénique (18:3 n-6) par élongase. Le DGLA (20:3 n-6) est substrat d’une ASdésaturase ayant
pour produit 1’acide arachidonique (20:4 n-6) qui sous ’action d’¢longase va aboutir a la
formation de I’acide adrénique (22:4 n-6). Ce dernier peut étre converti en 24:4 n-6 par une
¢tape d’¢longation. La désaturation du 24:4 n-6 par une A6 désaturase permet la formation de

24:5 n-6.

L’acide a -linolénique (18:3 n-3) est converti par une A6 désaturase en acide stéaridonique
(18:4 n-3) qui sous I’action d’une ¢longase est converti en acide eicosatetraénoique (20:4 n-3).
Ce dernier peut alors étre substrat d’une A5 désaturase formant 1’acide eicosapentaénoique
(20:5 n-3), lui-méme pouvant étre converti en acide docosapentaénoique (22:5 n-3) par une
¢longase. Ce dernier est converti en acide tetracosapentaénoique (24:5 n-3), qui peut alors subir
une A6 désaturation pour fournir 1’acide tetracosahexaénoique (24:6 n-3). Les 24:5 n-6 et 24:6
n-3 peuvent alors entrer dans la voie de B-oxydation peroxisomale pour fournir le 22:5 n-6 et

I’acide docosahexaénoique (22:6 n-3).
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La voie de bioconversion qui conduit a la synthése des acides arachidonique (20:4 n-6) et
eicosapentaenoique (20:5 n-3) se site dans le réticulum endoplasmique. La synthése du DHA
(22:6 n-3) et de ’acide docosapentaénoique (22:5 n-6) nécessite une derniere étape de B-

oxydation dans les peroxysomes (Guesnet et al., 2005).

3. Distribution, captation et incorporation dans les lipides cellulaires

Les AG synthétisés par 1’organisme sont retrouvés en différentes proportions dans
I’organisme. L’ AA et le DHA sont respectivement les AGPI les plus représentés chez les acides
gras n-6 et n-3 (Salem et al., 2015).

Les AG sont retrouvés sous différentes formes dans 1’organisme notamment sous forme non
estérifiés (forme libre) le plus souvent liés a I’albumine, ou estérifiés dans les lipides cellulaires
PL, GL et cholestérol. L’incorporation des AG dans les lipides membranaires nécessite leur
activation préalablement en acétyl-CoA par une acyl-CoA synthétase. L’acyl-CoA ainsi formé
est transféré par une acyltransférase au glycérol-3-phosphate pour donner 1’acide

phosphatidique (PA), précurseur a la synthése de novo des GL et PL.
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Figure 23. Structure de 1’acide phosphatidique.

Les PL synthétisés de novo possédent la méme composition en acides gras que les PA
précurseurs. Les PL cellulaires subissent un remodelage constant de leurs chaines acyles par un
mécanisme de dé-acylation/ré-acylation. Cette voie de remodelage des PL nécessite la
libération d’un des deux acyles gras par une phospholipase qui géneére un lysoPL.
L’estérification d’un nouvel AG sur ce lysoPL se déroule en deux étapes. Tout d’abord, I’AG
doit étre activé sous forme d’acyl-CoA par une acyl-CoA synthétase. Ensuite, I’AG activé est
transférée vers un lysoPL grace a une lysoPL acyltransférase (Lands and Merkl, 1963). 1l existe
en outre des voies de remodelage par des réactions de transacylation entre deux PL dépendantes

ou indépendantes du coenzyme A.
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4. Role structural des AGPI

Le DHA et I’AA peuvent moduler les propriétés physiques (fluidité, dynamique et
perméabilité membranaire) et chimiques (influence dans la composition des membranes et
implication dans des voies de signalisation) des membranes cellulaires. En effet, ils sont des
constituants majeurs des PL des membranes cellulaires. Une plus grande fluidité et perméabilité
de la membrane est possible avec I’insertion d’AGPI a longue chaine dans les PL
membranaires. Les chalnes polyinsaturées estérifiées peuvent alors adopter différentes
conformations d’énergies équivalentes et adapter leur conformation a la courbure de la
membrane. Une étude a démontré que lorsque les cellules ont incorporé des AGPI dans les PL,
la membrane plasmique est devenue plus sensible a la déformation par une force de traction et
le taux d’endocytose a été augmenté notamment dans des conditions ou le cholestérol est
limitant. Les PL polyinsaturés adaptent leur conformation a la courbure de la membrane. Ainsi,
en réduisant le colt énergétique de la flexion et de la fission des membranes, les PL
polyinsaturés peuvent favoriser I’endocytose rapide (Pinot et al., 2014).

L’insertion d’AGPI dans la membrane cellulaire peut entrainer la ségrégation des domaines
membranaires appelés rafts ou radeaux lipidiques (Chapkin et al., 2008). Les rafts constituent
des domaines stables pour I’ancrage des protéines et des récepteurs impliqués dans la

signalisation cellulaire.

5. AGPI d’intéréts : I’acide arachidonique et I’acide docosahexaénoique
a. L’acide arachidonique

L’acide arachidonique (AA) est un acide gras de 20 chaines de carbone avec 4 doubles
liaisons cis appartenant aux AGPI oméga 6. Présent dans toutes les cellules mammiferes,
généralement estérifié en position 2 dans les PL membranaires, c’est ’'un des AGPI les plus
abondants dans les tissus humains. Il est obtenu grace a la consommation de divers aliments
tels que la volaille, le poisson, les fruits de mer et les ceufs, ou par conversion de ’acide
linoléique, acide gras essentiel abondant dans de nombreux aliments notamment les noix,
graines grasses et leurs huiles végétales dérivées (Tallima and El Ridi, 2017). L’ AA est présent
dans I’ensemble des tissus et cellules, principalement sous forme estérifiée dans les PL
composant les membranes cellulaires. En moyenne, il représente 10% des chaines acyles des
lipides totaux et jusqu’a 20% dans les PL ou il est majoritaire parmi les autres acides gras oméga

6. L’AA est retrouvé en forte proportion dans les PE et PL
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Figure 24. Structure de 1’acide arachidonique.

Cet acide gras est important a la fois pour la fluidité de la membrane cellulaire et comme
substrat pour de nombreuses transformations enzymatiques qui forment des médiateurs
lipidiques biologiquement actifs tels que les prostaglandines, les leucotriénes, les dérivés

hydroxylés et les endocannabinoides (Martin et al., 2016).

b. L’acide docosahexaénoique

L’acide docosahexaénoique (DHA) est un acide gras de 22 chaines de carbone avec 6
doubles liaisons cis appartenant aux AGPI oméga 3. Il est le plus long et le plus insaturé des
acides gras retrouvés substantiellement dans les tissus humains. Le DHA n’est pas un acide
gras essentiel puisqu’il peut étre métabolisé a partir de son précurseur ALA, présent dans les
huiles végétales comme ’huile de lin, de colza ou de soja. Toutefois, le taux de conversion de
ALA en DHA est faible chez I’homme, inférieur a 1% (Burdge and Calder, 2005).
L’alimentation reste donc la principale source de DHA, abondant dans les fruits de mer, les

algues et les poissons gras (saumon, maquereau, hareng, thon, anchois, sardines).

Le DHA est retrouvé dans tous les tissus et types cellulaires chez les mammiferes cependant il
représente moins de 5% des chaines acyles des PL, a I’exception des PL des cellules neuronales
de la rétine et des spermatozoides, ou il peut représenter jusqu’a 50% des acides gras totaux. Il
n’est pas réparti de maniere homogene parmi les différentes classes de PL. Les PE et les PS
sont plus riches en DHA que les PC (Glomset, 2006). Le BMP est également riche en DHA
(voir IV). Le DHA exogene s’incorpore également préférentiellement dans ces phospholipides.

Tout comme I’AA, il est préférentiellement estérifié en position sn-2 des phospholipides.
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Figure 25. Structure du DHA.

Le DHA exerce de nombreux roles physiologiques tels que la régulation de la fluidité
membranaire et la myélinisation. Afin de déterminer la structure et la conformation du DHA,
estérifi¢ dans les PL membranaires, de nombreuses études ont été menées. Ainsi grace a la
résonnance magnétique nucléaire (RMN), la diffraction a rayon-X et la modélisation
moléculaire, il a ét¢ démontré que les six doubles liaisons cis non conjuguées conferent une tres
grande flexibilit¢é du DHA comparé au AGS (Gawrisch and Soubias, 2008).

Le DHA joue également un role majeur dans I’acuité visuelle et le développement cérébral ainsi
que dans plusieurs maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer. Il est aussi
reconnu pour ses effets protecteurs contre les maladies cardiovasculaires, 1’amélioration de la
stéatose hépatique non alcoolique ou la réduction de I’hypertriglycéridémie. Il exerce des effets
anti-inflammatoires et hypolipidémiants, notamment avec la formation de dérivés hydroxylés

comme les protectines et résolvines (Kuda, 2017).
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6. Meétabolisme oxygéné de I’AA et du DHA

L’AA et le DHA sont des précurseurs de différents métabolites oxygénés, tels que les
eicosanoides et les docosanoides. Deux étapes sont nécessaires a la synthése de ces molécules :
la libération des AGPI précurseurs a partir des phospholipases, et leur transformation en dérivés

oxygénés via deux voies principales : la voie des lipoxygénases et la voie des cyclooxygénases.
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Figure 26.Voie de synthese de certains métabolites oxygénés dérivés de I’AA et du DHA.

a. Les phospholipases

Les phospholipases sont contenues dans la plupart des cellules et existent sous plusieurs
formes : excrétée, associée a une membrane, ou intracellulaire. Il existe quatre classes de
phospholipases classées selon leur site de clivage sur les PL : les phospholipases A, B, C et D
(Aloulou et al., 2018). Chacune de celles-ci possédent une spécificité de substrat selon les types

de lipides, la classe de PL et le type d’AGPI estérifi¢s dans les PL.

Les phospholipases A. (PLA.) jouent un réle majeur dans la libération des AGPI a partir des
PL. Elles hydrolysent la liaison ester des PL membranaires en sn-2 (Figure 27). Le DHA est
plutot libéré par I’iPLA. (PLA. indépendante du calcium) tandis que I’AA est principalement
libéré par la cPLA2 (PLA. cytosolique) (Strokin et al., 2003).
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Figure 27. Libération des AGPI a partir des glycérophospholipides par action de la

phospholipase A2.

Les PLC permettent aussi de libérer des acides gras dont des AGPI en association avec les DAG

et MAG lipases. Elles hydrolysent les PL pour former des DAG qui sont hydrolysés par une

DG lipase, libérant un AG et formant un MAG ; le MAG est ensuite hydrolysé par la MAG

lipase en glycérol et AG (Authi et al., 1985) (Figure 28).
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Figure 28. Libération des acides gras par les phospholipases C.
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b. Les lipoxygénases

Les lipoxygénases (LOX) sont impliquées dans la synthése de plusieurs médiateurs
lipidiques bioactifs tels que les leucotrienes, les lipoxines, les résolvines et les protectines. Ces
enzymes contenant du fer non-héminique catalysent I’insertion d’oxygeéne moléculaire dans les
AGPI contenant au moins deux doubles liaisons cis formant un motif 1,4-cis-cis-pentadiéne
(Andreou and Feussner, 2009). Cette oxygénation s’effectue en quatre réactions successives
pour former un hydroperoxyde d’acide gras qui est ensuite réduit par le glutathion peroxydase
en acide gras monohydroxylé. Les LOX convertissent les AG sous forme libre mais aussi les
acides gras estérifiés dans les PL (Hammond and O’Donnell, 2012; O’Connor Butler et al.,
2010).

Ces enzymes existent sous plusieurs formes chez les mammiferes, issues de différents genes
ALOX. La 15-LOX existe sous deux isoformes : la 15-LOXI1 principalement exprimée dans
les ¢€osinophiles, les réticulocytes et les cellules endothéliales vasculaires et la 15-LOX2
présente dans les cellules épithéliales. Ces 15-LOX sont impliquées dans la régulation de la
pression sanguine et de ’hypertension ainsi que dans la régulation de la carcinogenese
(Chawengsub et al., 2009). La 12-LOX est fortement exprimée dans les plaquettes. La 5-LOX,
I’enzyme initiale dans la synthése des leucotrieénes, est impliquée dans la régulation de
I’inflammation (Chawengsub et al., 2009). Elle est retrouvée dans les leucocytes, les

macrophages et les cellules dendritiques (Radmark and Samuelsson, 2010).

c. Les cyclooxygénases

Les cyclooxygénases (COX) sont des enzymes liées a la membrane jouant un réle
primordial dans la cascade d’inflammation. Ces enzymes agissent principalement sur I’AA pour
former des dérivés oxygénés nommés prostanoides. Ce sont des enzymes bifonctionnelles
possédant deux sites catalytiques. La premicre possede une activité cyclooxygénase, ajoutant
des molécules d’oxygene sur I’AA afin de former un endoperoxyde : la prostaglandine G2
(PGG.). Le deuxieme site catalytique possede une activité peroxydase permettant de réduire la

PGG:; en prostaglandine H.(PGH.).
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I1 existe trois isoformes de COX : la COX-1, la COX-2 et la COX-3. COX-1 est exprim¢ dans
les cellules endothéliales vasculaires, les plaquettes sanguines, les cellules endothéliales
vasculaires ainsi que dans I’estomac et les reins. COX-2 est induite par des stimuli
inflammatoires, des hormones et facteurs de croissance. Elle est exprimée dans les cellules
endothéliales vasculaires et rénales ainsi qu’au niveau du systeéme nerveux central. COX-3 est
un isoforme de COX-1, différant de COX-1 par I’absence d’un intron. Elle est présente dans

le cerveau, et semble impliquée dans les processus inflammatoires (Chandrasekharan et al.,

2002).

7. Métabolisme oxygéné de I’acide arachidonique

L’ AA peut étre converti en différentes classes de métabolites oxygénés suite a I’action des LOX

ou des COX (Figure 29).

a. Les acides gras mono-hydroxylés

Les acides gras mono-hydroxylés sont des métabolites obtenus par oxygénation de ’AA
par la 15-LOX, 12-LOX et 5-LOX. La premicre étape, catalysée par les LOX implique
I’abstraction d’un atome d’hydrogeéne suivi de 1’ajout d’un oxygeéne afin de former des
hydroperoxydes : acide hydroperoxyeicosatétraénoique (HpETE) : 15(S)-HpETE, 12(S)-
HpETE et le 5(S)-HpETE. (Figure 9). Ces intermédiaires peuvent aussi étre formés de maniére
non enzymatique via la peroxydation lipidique. Ensuite ces hydroperoxydes sont réduits par le
glutathion peroxydase 1 (GPx-1) en acides gras hydroxylés HETE= acide
hydroxyeicosatétraénoique correspondant : 15(S)-HETE, 12(S)-HETE et le 5(S)-HETE
(Yamamoto, 1992) (Figure 29).

Les mono-hydroxylés dérivés de ’AA exercent principalement des effets régulateurs de
I’inflammation. Les HETEs sont généralement décrits comme des chémo-attractants ; Le 15-
(S)-HpETE présente des propriétés anti-inflammatoires dans plusieurs mod¢les d’inflammation

(Kiihn, 1996).
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Figure 29. Métabolites mono-hydroxylés a partir de ’AA.

b. Les leucotriénes

La premicre étape de la biosyntheése des leucotriénes (LT), catalysée par la 5-LOX,
implique la formation de 5(S)-HpETE. La deuxiéme étape consiste en I’élimination d’un atome
d’hydrogeéne du C10 conduisant a la formation d’un époxyde : le leucotriecne A4 (LTA.),
précurseur des autres LT (Williams and Higgs, 1988) (Figure 30).
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Figure 30. Voie de synthése des leucotrienes a partir de I’AA.
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Les LT sont générés au site d’infection ou d’inflammation principalement par les cellules
inflammatoires y compris les PMN (polymorphonucléaires), les macrophages et les mastocytes.
IIs agissent comme des médiateurs lipidiques pro-inflammatoires. Le LTB4 active et attire les
neutrophiles, macrophages et lymphocytes tandis que le LTD4 est un chimioattracteur des

¢osinophiles.

c. Les lipoxines

Les lipoxines (LX) sont des acides gras tri-hydroxylés dérivés de I’ AA possédant quatre
doubles liaisons conjuguées. La synthése des LX implique ’activit¢ 15-LOX pour former le
15-HpETE, qui est converti par la 5-LOX en un intermédiaire lui-méme converti en LXA4 et

LXB4 par des LX synthases spécifiques (Figure 31).
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Figure 31. Voie de synthese des lipoxines a partir de ’AA.

La lipoxine A4 est considérée comme un important médiateur lipidique anti-inflammatoire

connu comme le « signal d’arrét » dans les réactions inflammatoires.
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d. Les prostanoides

e Les prostaglandines

Les prostaglandines (PG), présentes dans la plupart des tissus et organes, sont des
médiateurs lipidiques agissant entre autres sur les plaquettes sanguines, I’endothélium, ’utérus
et les mastocytes (Ricciotti and FitzGerald, 2011). Quatre prostaglandines bioactives peuvent
étre générés a partir de la PGH. via D’action d’isomérases et de prostaglandines synthases

spécifiques : la prostaglandine D2 (PGD.), E2 (PGE.), F2a (PG F..) et 12 (PGL) (Figure 32).
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Figure 32. Voie de synthése des prostaglandines a partir de I’AA.

La PGE2 est connue pour influencer plusieurs phénomenes clés qui déterminent le caractére de
la réponse immunitaire. Elle peut altérer la capacité microbicide des macrophages. La PGE2 et

PGI2 sont aussi connues pour leurs effets vasodilatateurs.
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e Les thromboxanes

Alternativement a la voie des prostaglandines, la PGH. est convertie en thromboxane
A2 (TxA.) via I’action de la thromboxane synthétase (Figure 33). Dans des conditions
physiologiques, la TxA. est tres instable et se décompose rapidement en thromboxane B2 (TxB.)

(Christie and Harwood, 2020).
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Figure 33. Voie de synthése des thromboxanes a partir de ’AA.

Le TxA2 est produit par les plaquettes activées et est doté de propriétés pro-thrombiques. Ce
médiateur joue un role important dans diverses maladies cardiovasculaires notamment par son

action activatrice sur ’agrégation plaquettaire et la vasoconstriction (Helgadottir et al., 2019).

8. Métabolisme oxygéné de I’acide docosahexaénoique

Le DHA peut étre converti en différentes classes de métabolites oxygénés (Figure 26) suite a

I’action des LOX.

a. Les acides gras mono-hydroxylés

Le DHA peut étre métabolisé par les LOX et donner différents métabolites oxygénés
tels que I’acide 4- hydroxydocosahexaénoique (4-HdoHE) et le 7- HdoHE catalysés par 5-LOX,
le 11- HdoHE et le 14 HdoHE catalysés par la 12-LOX, et 17- HdoHE catalysé par 15-LOX.
Les LOX permettent la formation de dérivés intermédiaires (S)-HpDoHE (acide
hydroperoxydocosahéxaénoique), convertis en dérivés (S)HdoHE par une GPx (Figure 34).

Les acides gras mono-hydroxylés issus du DHA sont les précurseurs de molécules spécialisées
dans la résolution des phénomenes inflammatoires, regroupées sous le terme SPM (specialized
pro-resolving mediators) qui comprennent les lipoxines (LX), les résolvines (Rv), les

protectines (PD) et les marésines (MaR)(Recchiuti and Serhan, 2012).
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Figure 34. Voie de synthese des AG monohydroxylés a partir du DHA.

b. Les SPM

e Les protectines

Les protectines sont issues de 1’activité 15-LOX. Le 17(S)-HpDoHE formé est converti en
intermédiaire époxyde puis hydrolysé en Protectine D1 (PD1), ou converti en PDX suite a

I’action d’une GPX1 et de la 15-LOX (Figure 35) (Christie and Harwood, 2020).
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Figure 35. Synthése des protectines a partir du DHA via la 15-LOX.

PDI1 est synthétisée par les cellules microgliales, les cellules mononucléaires du sang
périphérique et les cellules T CD4 +. Elle exerce de puissants effets immunorégulateurs
notamment I’inhibition de la migration des neutrophiles et I’activation médiée par les récepteurs
Toll, la suppression des cytokines inflammatoires et des médiateurs lipidiques pro-

inflammatoires. /n vivo, PD1 bloque la migration des cellules T et favorise leur apoptose.

e Les marésines

Les marésines sont issues de ’action successive de la 12-LOX, d’une époxydase et
d’hydrolases (Figure 36). La marésine 1 (MaR1) est un puissant médiateur lipidique généré par
les macrophages. Elle présente des actions anti-inflammatoires et pro-résolvantes inhibant
I’infiltration des neutrophiles et stimulant la phagocytose des macrophages. Son précurseur
13(S), 14(S)-epoxy-marésine présente aussi des actions anti-inflammatoires et pro-résolvantes
(Serhan et al., 2012). Des études plus récentes ont mis en évidence la marésine 2 dans les

macrophages (Deng et al., 2014).
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Figure 36. Synthése des marésine a partir du DHA via la 12-LOX.

e Les résolvines (RvDs)

Les résolvines sont synthétisées par une voie impliquant la 15-LOX et la 5-LOX. La 15-
LOX en association avec la GPx-1 convertit le DHA en 17(S)-HdoHE, qui est ensuite
transformé par la 5-LOX en dérivés hydroperoxydes-hydroxydes, intermédiaires pour la
synthese des résolvines de type D, au nombre de 6 (Figure 37).
Les résolvines de la série D comprennent 4 composés bioactifs : RvD1, RvD2, RvD 3 et RvD4
(Bennett and Gilroy, 2016). RvD1 et RvD2 ont des propriétés anti-inflammatoires et de
prorésolution en bloquant I’infiltration des neutrophiles tout en augmentant la phagocytose de

macrophages des PMN apoptotiques (Bennett and Gilroy, 2016).
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Figure 37. Synthése des marésines a partir du DHA via la 15-LOX.

9. Role des métabolites oxygénés chez I’hote

Des études ont mis en évidence le role de la PGE2 dans la leishmaniose. Dans la rate
des souris infectées par L. major, des niveaux élevés de PGE. ont été observés. Cette
augmentation induit une diminution des cytokines Thl : TNF-a et IFN-y et une augmentation
des cytokines Th2 telle que I’IL-4. Dans les souris BALB/c infectées par L. major, la PGE2
affecte aussi le role des cellules B-1. Ces cellules modulent 1’activité phagocytaire des
macrophages. La PGE2 permet d’augmenter ’activité phagocytaire via la production d’IL-10
et altere donc la capacité des souris a résister a I’infection (Arcanjo et al., 2017). En revanche,
dans les modéles murins d’infection a L. amazonensis, des niveaux élevés de LTB4 et de PGE2
améliorent la destruction des parasites par les macrophages notamment avec I’augmentation de

la production de NO et la réduction d’IL-10 (Guimaraes et al., 2006).

94




Une autre ¢tude a démontré la syntheése de PGE2 et LTB4 dans les macrophages infectés par L.
donovani. L’interaction du parasite avec le récepteur TLR2 dans les macrophages induit
I’activation de la PLA2 cytosolique et libére I’AA des membranes. Cette augmentation de la
PGE?2 induit une cascade de messagers permettant la libération d’IL-10 et de TGF-f et par
ailleurs, la diminution des cytokines inflammatoires tels que I’'1L-12, IL-17 et le TNF-a altérant
la réponse immunitaire contre le parasite. Tandis que I'infection a L. infantum induit la
libération de TNF- a, IL-12 et PGE2. La PGE2 induit la production de NO provoquant la

destruction des parasites (Lopez-Muioz et al., 2018).

III. Le BMP

Le bis(monoacylglycéro)phosphate, aussi connu sous le nom d’acide
lysobisphosphatidique (LBPA) a été isolé pour la premicre fois dans le poumon de porc en
1967. C’est un glycérophospholipide chargé négativement caractérisé par sa structure

inhabituelle et par sa localisation trés spécifique (Akgoc et al., 2015; Showalter et al., 2020).

1. Structure

Le BMP est un isomere structurel du phosphatidylglycérol (PG) avec une structure unique
chez les eucaryotes supérieurs (Figure 44). Le BMP a une configuration structurelle inhabituelle
sn-1, sn-1" qui n’est pas observée dans d’autres glycérophospholipides (Akgoc et al., 2015). 1l
est constitué de 2 molécules de glycérol reliées entre elles par un groupement phosphate. Les
liaisons phosphodiesters sont en position sn-1 du premier glycérol et snl’ du deuxieme glycérol.
Chacun de ces glycérols est estérifié par un acide gras. Le PG quant a lui, est composé de deux
molécules de glycérol reliées entre elles par un groupement phosphate. Les liaisons
phosphodiesters sont en positions sn-3 du premier glycérol et sn-1° du deuxieme glycérol et les

deux acides gras du PG sont estérifiés sur le premier glycérol en position sn-2 et sn-3.
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Figure 38. Structure du BMP et du phosphatidylglycérol (Hullin-Matsuda et al., 2009).

2. La composition en acides gras du BMP

Différentes compositions d’acides gras ont été décrites pour le BMP (Bouvier et al.,
2009; Luquain et al., 2000; Showalter et al., 2020). La composition en acides gras du BMP est
caractérisée par une grande proportion en acide oléique (18 :1 n-9) dans les macrophages
alvéolaires pulmonaires (Mason et al., 1972) comme dans les cellules en cultures telles que les
cellules BHK (baby hamster kidney) (Brotherus et al., 1974) les macrophages THP-1 (Besson
et al., 2006) ou RAW (Bouvier et al., 2009). Dans de nombreux tissus, on peut détecter une
importante proportion de BMP riche en DHA (22 :6 n-3) notamment dans les cellules stromales
utérines de rat et humain, les cellules PC12, mais aussi dans les macrophages THP-1 et RAW
(Besson et al., 2006) et dans le foie de rat et humain. En revanche, dans les macrophages
alvéolaires pulmonaires, le BMP est riche en acide linoléique (18 :2) et en acide arachidonique
(20 :4), mais ne contient que des traces de DHA (Cochran et al., 1987). Outre sa richesse
endogene en DHA, le BMP est tres avide vis-a-vis du DHA exogéne.
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Des ¢études in vitro sur différents types cellulaires (cellules BHK, macrophages THP1, RAW)
mesurant 1’incorporation d’AG radiomarqués ajoutés dans le milieu de culture ont démontré
une incorporation efficace du DHA dans le BMP en comparaison a d’autres AG tels que I’acide

oléique (OA) et I’AA (Bouvier et al., 2009; Luquain et al., 2000).

3. Meétabolisme du BMP

a. Synthese

Malgré de nombreuses études, la voie de biosynthése complete du BMP n’est pas
enticrement comprise, en particulier le mécanisme enzymatique conduisant a la
sétéréoconversion inhabituelle sn-1 :sn-1" du squelette glycérol (Thornburg et al., 1991). Les
premicres ¢tudes ont montré que le BMP peut étre synthétisé a partir de glycérophospholipides
exogenes, principalement le PG et la cardiolipine in vitro ainsi qu’in vivo. Des travaux plus
récents ont démontré que le PG est le précurseur endogene de la biosynthése de novo de BMP.
Les cellules peuvent utiliser soit un PG endogéne produit dans les mitochondries, soit du PG

exogene capté a partir du milieu extracellulaire (Hullin-Matsuda et al., 2007).

Une voie de synthése du BMP a été proposée par Waite & al (Amidon et al., 1996) (Figure 39).
Selon ce schéma encore hypothétique, la premiére étape nécessite 1’hydrolyse du PG par une
PLA2 (ou PLA1 si migration de I’acide gras), formant du sn-3 :sn-1’lysophosphatidylglycérol
(LPG). Ce LPG est converti en un intermédiaire, le sn-3 :sn-1° PG/BMP avec un acide gras
estérifié par glycérol en position sn-1 et sn-2’ par une réaction de transacylation (TA). Ensuite,
un réarrangement structurel se fait spontanément, ou un complexe enzymatique de réorientation
non identifi¢ permet I’inversion de la stéréoconfiguration de la liaison phosphodiester. De plus
en libérant un des acides gras en sn-1, le sn-3 :sn-1" PG/BMP devient un sn-1 :sn-1" LPG. Enfin
une transacylase permet 1’estérification d’un acide gras sur le sn-2 qui devient le snl :snl’

BMP.
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Figure 39. Voie de synthese du BMP (Amidon et al., 1996).
Abréviations : PG : phosphatidylglycérol, LPG : lyso-phosphatidylglycérol, BMP :
bismono(acylglycéro)phosphate

b. Catabolisme

Le BMP est peu sensible a la dégradation enzymatique cependant plusieurs activités
d’hydrolyses ont été rapportées. Le BMP extrait de cellules utérines de rat peut étre hydrolysé
in vitro par la lipase de R. arrhizu (Luquain et al., 2000). Le BMP peut aussi étre hydrolysé par
une phosphodiesterase acide présente dans les lysosomes (Matsuzawa and Hostetler, 1980)
ainsi que par des phospholipase acide (PLA) telles que la PLA(Cochran et al., 1987), la PLA2
(Ito et al., 2002), la PLRP2 (pancreatic lipase-related protein 2) (Record et al., 2011).

Ces PLA sont des hydrolases acides des phospholipides, elles sont localisées de fagon
ubiquitaire dans les cellules et hydrolysent un acide gras. L’ABHD6 (o/8 hydrolase domain
containing 6) est une enzyme a activit¢ monoacyglycérol hydrolase pouvant hydrolyser le BMP
(Grabner et al., 2020). La sphingomyélinase acide (ASM), grace a sa fonction
phosphodiestérase, peut hydrolyser de nombreux lipides dont le BMP (Breiden and Sandhoff,

2021). Elle est active a pH acide au niveau des endolysosomes.
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4. Distribution, localisation

Le BMP est retrouvé dans la majorité des cellules mammifeéres mais aussi dans les
archées et certaines bactéries alcalinophiles (Nishihara et al., 1982; Rodriguez-Paris et al.,
1993). Cependant il est absent chez les levures. Dans les cellules mammiferes, les niveaux de
BMP sont faibles: 1 a 2 % des phospholipides totaux. Le BMP est localis¢ au niveau du
compartiment endolysosomal acide comprenant les endosomes tardifs et les lysosomes
(Hullin-Matsuda et al., 2014; Kobayashi et al., 1998). Toutefois, sa concentration maximale est
au niveau des endosomes tardifs. Le BMP y représente environ 30% des PL totaux et sa
proportion peut atteindre 70% dans les membranes internes (Hullin-Matsuda et al., 2007,

Kobayashi et al., 2002).

5. Role cellulaire

Le premier outil utilisé pour étudier les fonctions du BMP est I’anticorps anti-BMP. Cet
anticorps anti-BMP a été développé par I’équipe de Kobayashi et al., (Kobayashi et al., 1999,
1998). L’anticorps anti-BMP ajouté dans le milieu de culture avec des cellules BHK est
internalisé dans les cellules par endocytose et s’accumule au niveau des endosomes tardifs ou

il se fixe a son antigéne (Hurley, 2008).

a. Biogenése et dynamique des vésicules endocytiques

De nombreuses études réalisées sur cellules en culture ont démontré le role majeur du
BMP dans la formation et la dynamique de la membrane des endosomes tardifs. Ainsi, le BMP
possede la capacité intrinseque de fusionner les membranes des liposomes a des valeurs de pH

similaires a celles retrouvées dans les endosomes tardifs/lysosomes (Kobayashi et al., 2002).

Des études in vitro ont démontré la capacité du BMP a provoquer spontanément la formation
de liposomes multivésiculaires ressemblant aux endosomes tardifs, eux méme multivésiculaires
(Matsuo et al., 2004). De la méme fagon, le bourgeonnement de vésicules a 1’intérieur des
endosomes tardifs serait dépendant du gradient de pH présent dans les membranes endosomes
in vivo et serait contrdlé par la protéine Alix. Alix est associé a certaines protéines du complexe
ESCRT (« Endosomal Sorting Complex Required for Transport ») impliqué dans 1’invagination
des membranes endosomales et la formation des corps multivésiculaires (Hurley, 2008). 1l a été
suggéré que le BMP, sous le controle de la protéine Alix, régule la formation des membranes

intraluminales a I’intérieur des endosomes tardifs (Falguiéres et al., 2008).
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Une diminution du taux de BMP ainsi qu’une réduction associée des quantités de cholestérol et
de vésicules intraluminales est observée lors de I’extinction de la protéine Alix. Ces diminutions
sont réversibles par supplémentation des cellules en DHA exogéne (Chevallier et al., 2008).
Les fonctions de cette protéine Alix dans ce processus ne sont pas connues mais le fait que cette
protéine lie les membranes contenant du BMP, pourrait suggérer un rdle de
régulateur/modulateur de signal (Matsuo et al., 2004). Il a également été suggéré que les
membranes externes des endosomes tardifs interagissent dynamiquement avec la membrane
limitante grace a des mécanismes de fusion/fission controlés par le BMP et Alix, probablement
via une interaction directe avec des complexes protéiques présents dans le cytosol (Falguieres

et al., 2009; Matsuo et al., 2004).

La charge négative du BMP et son enrichissement en acides gras insaturés entrainent la
formation de vésicules intraluminales dans les endosomes(Gruenberg, 2020; Matsuo et al.,
2004). Ces vésicules sont importantes pour le devenir des protéines et des lipides endocytés
non seulement en médian leur transport vers le lysosome pour la dégradation mais aussi en étant
libéré sous forme de vésicules extracellulaires apres la fusion des endosomes multivésiculaires
avec la membrane plasmique. Les vésicules extracellulaires sont des vésicules membranaires
provenant du compartiment endosomal ou du bourgeonnement de la membrane plasmique. Ces
vésicules sont autrement appelées exosomes. Le réle du BMP dans la biogenése et la sécrétion
des vésicules extracellulaires a été suggéré en raison notamment de localisation spécifique dans
les vésicules intraluminales. Récemment une étude a démontré la présence de BMP dans les
exosomes de différents modéles notamment dans des exosomes isolées d’urine humaine, des

exosomes sécrétés par les cellules rénales HEK 293 (Rabia et al., 2020)

b. Trafic du cholestérol

Le BMP joue plusieurs roles dans le transport et le métabolisme du cholestérol. Le
cholestérol issu des lipoprotéines de basses densités (LDL) est distribué dans la cellule a partir
de I’endosome tardif. Le cholestérol libre va sortir des endosomes tardifs par le biais des
protéine NPC1 et NPC2, protéines mutées dans la maladie de Niemann Pick Type C (NPC).
Dans le cas de cette maladie, une accumulation pathologique de cholestérol dans le
compartiment endolysosomal est observée. Des mutations de génes NPC1 et NPC2 sont la
cause de cette maladie. Ces deux protéines sont impliquées dans la sortie du cholestérol libre

des endosomes/lysosomes tardifs.
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Un réle spécifique du BMP dans le phénotype NPC a été¢ mis en évidence par Kobayashi et al
(Kobayashi et al., 1999). Récemment, des études ont démontré qu’une interaction physique
entre le BMP et NPC 2 est nécessaire au transport du cholestérol par NPC 2 (McCauliff et al.,
2019).

Une ¢étude a démontré que le BMP et la protéine Alix jouaient un rdle dans le trafic du
cholestérol. En effet, la diminution de 1’expression d’Alix dans des cellules Hela par siARN
entraine une diminution du BMP, suggérant un lien fonctionnel. Le contenu en cholestérol était
aussi diminué ainsi que le nombre de vésicules intravésiculaires dans les endolysosomes. Les
auteurs concluent que la diminution du cholestérol intracellulaire est diie a la diminution des
vésicules intravésiculaires. Par ailleurs, en incubant des cellules NPC avec des liposomes de
BMP, ils ont montré une diminution de I’accumulation du cholestérol cellulaire, concluant que
le BMP pourrait renverser le phénotype NPC et serait donc limitant dans cette pathologie

(Chevallier et al., 2008).

Des travaux antérieurs de 1’équipe ont montré que lors de I’incubation de ’anticorps anti-BMP
avec des macrophages RAW et THP-1, ’homéostasie du cholestérol intracellulaire est
modifiée : une augmentation du cholestérol libre est observée, sans modification de la capacité
d’estérification du cholestérol des cellules. Dans le cas d’une surcharge en cholestérol médiée
par des LDL acétylées, une augmentation du cholestérol présent dans la membrane plasmique
est observée alors que I’efflux cholestérol vers les HDL est diminué (Delton-Vandenbroucke et

al., 2007).

Grace a un modele de supplémentation par le précurseur PG qui entraine une synthese de BMP,
I’équipe a montré qu’un taux augmenté de BMP intracellulaire perturbe le trafic du cholestérol
issu des LDL, entrainant une diminution de I’expression des transporteurs ABC G1 et Al et de
I’efflux du cholestérol par les HDL (Luquain-Costaz et al., 2013).

Un role protecteur du BMP contre 1’oxydation du cholestérol a par ailleurs été mis en évidence.
Les produits obtenus aprés I’oxydation du cholestérol sont appelés les oxystérols. Les
oxystérols s’accumulent dans les macrophages soit issus des LDL oxydées soit produits apres
oxydation intracellulaire du cholestérol dans les endosomes tardifs (Chen et al., 2015). Le role
protecteur du BMP sur la production des oxystérols et leurs effets pro-apoptotiques est
dépendant de la protéine ORP 11 (oxysterol-binding protein-related protein 11) (Arnal-Levron
etal., 2019).
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L’ensemble de ces travaux suggere donc que le BMP régule le transport du cholestérol depuis
les endosomes tardifs vers des compartiments qui régulent sa synthése, son métabolisme
oxydatif et son efflux (Arnal-Levron et al., 2019; Delton-Vandenbroucke et al., 2007; Luquain-
Costaz et al., 2013).

D’autres études ont démontré que le D-PDMP (D-thréo-1-phényl-2-décanoylamino-3-morpho
lino-1-propanol) s’accumule dans les endosomes tardifs des cellules BHK en culture et altere
la structure et I’organisation des membranes indépendamment de son effet inhibiteur sur la
syntheése des glycosphingolipides. Le D-PDMP altere le fonctionnement des membranes et

I’homéostasie du cholestérol cellulaire en modulant les domaines BMP (Makino et al., 2006).

Enfin, un lien entre BMP et autophagie a ét¢ démontré dans des modeles NPCI1. L’incubation
de PG avec des fibroblastes déficients en NPC1 entraine une augmentation du BMP
intracellulaire qui stimule I’autophagie et réduit le stockage du cholestérol (Ilnytska et al.,

2021).

c. Infection virale

Le BMP a récemment été impliqué dans les infections virales. En effet, les virus 8 ARN
tel que la Dingue ou le SARS CoV-2 ont besoin de phospholipides anioniques comme le BMP
pour infecter les cellules de 1’hote (Luquain-Costaz et al., 2020). Les virus sont d’abord
internalisés puis rejoignent la voie endosomale pour étre libérés dans le cytosol afin de propager
I’infection. Ce détournement nécessite une composition lipidique spécifique de la membrane

des endosomes (Carpio and Villalain, 2020; Luquain-Costaz et al., 2020).

Une corrélation entre le BMP et I’infection virale a notamment été montrée dans les cellules
HeLa infectées par le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV). Le VSV infecte les cellules par
la voie endocytaire et le pH acide de I’endosome tardif déclenche la fusion de I’enveloppe du
VSV avec les membranes endosomales permettant la libération de la nucléocapside dans le
cytoplasme et la réplication virale qui s’ensuit (Matsuo et al., 2004). Des études ont suggéré
que le BMP en coopération avec la protéine Alix contribueraient a ces mécanismes de fusion
membranaire essentiels a la libération de la nucléocapside du VSV dans le cytoplasme. En effet
le BMP localisé sur le feuillet cytosolique des endosomes tardifs recrute Alix et ses protéines

associées.
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Une fois li¢ au BMP, Alix change de conformation perturbant la fusion des vésicules
intraluminales. La répression d’ALIX médiée par des siARN réduit I’infection virale dans les

cellules HeLa ainsi que le niveau de BMP d’environ 50% (Daro et al., 1997).

De plus, il a ét¢ démontré qu’apres 1'utilisation de 1’anticorps anti-BMP, une immobilisation
du BMP dans les endosomes entrainerait une diminution de I’infection par le virus de la Dengue

(Carriere et al., 2020).

Récemment des revues ont mis en évidence le double role du BMP dans les infections virales.
Le role du BMP serait pro-viral ou anti-viral selon que I’infection a lieu respectivement sans
ou lors de perturbations endosomales. Ces perturbations entrainent une augmentation ou une
diminution du BMP et/ou une augmentation du pH des endosomes (Carriere et al., 2020;

Luquain-Costaz et al., 2020).

d. Autres fonctions cellulaires du BMP

Le BMP stimule également la dégradation enzymatique des sphingolipides et
glycosphingolipides dans les endosomes tardifs (Kolter and Sandhoff, 2005)(Kolter and
Sandhoff, 2005). Les enzymes impliquées dans cette dégradation sont des exohydrolases
solubles. Elles nécessitent la présence de cofacteurs appelés SAPs (sphingolipid activator
proteins) ou saposines. Il a été montré que le BMP interagit directement avec la saposine C et
que cette interaction est impliquée dans le processus de dégradation des sphingolipides (Chu

et al., 2005).
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IV. Les acides gras chez les trypanosomatidés

1. Composition en acides gras des parasites Leishmania

La composition en acides gras des lipides totaux, les principales classes de ou les principales
classes de PL ont été étudiées chez plusieurs especes de Leishmania, en particulier L. infantum,
L. donovani et L. major. Des différences de composition en acides gras ont été rapportées entre
le plasma de 1’hote mammifere et les parasites, suggérant que les parasites régulent étroitement
leur composition en acides gras. Chez les parasites Leishmania, la composition en AG a été
conservée, avec une prédominance des acides gras C16 et C18 (Beach 1979 ; Wassef 1985 ;
Adosraku 1993 ; Zheng 2010 ; de Azevedo 2014 ; Mathur, 2015 ; Bouazizi 2017 ; Bouabid,
2022). Ceux-ci incluent les acides gras saturés acide palmitique (16:0) et acide stéarique (18:0),
l'acide oléique monoinsaturé (18:1n-9) et les acides gras polyinsaturés essentiellement
linoléique (18:2n-6) et pour abaisser degré alpha linolénique (18:3n-6) et acide linolénique
(18:3n-3). Chez plusieurs Leishmania spp (par exemple chez L.infantum, L.donovani et
L.major), les lipides des promastigotes contiennent ¢galement des acides gras polyinsaturés a
longue chaine, en particulier des niveaux €levés d'acides gras C22n-3 tels que 22:6n-3 et 22:5n-
3 contrairement a n -6 acides gras tels que 20:4n-6 et 22:5n-6 qui ne sont présents qu'a I'état de

traces (Beach 1979 ; Zheng 2010 ; Mathur, 2015 ; Bouazizi 2017 ; Bouabid, 2022).

2. Voie de synthese des acides gras chez Leishmania

I1 a été longtemps considéré que les trypanosomatidés avaient une capacité faible voire
nulle de biosynthése des acides gras (Dixon et al., 1971). Dans les années 1970, des études ont
mis en évidence des genes impliqués dans la syntheése d’acides gras saturés et insaturés chez
ces parasites. Ainsi, les parasites acquierent les acides gras par synthese de novo et via leur

environnement hote.

a. Les AG saturés

Les trypanosomes disposent d’un équipement enzymatique permettant la synthése des
AG saturés : le systeme d’élongase (ELO). Les enzymes ELO sont des protéines membranaires
intégrales du réticulum endoplasmique qui catalysent 1’extension des chalnes acyles.
L’¢longase 1 ou ELOI1 étend principalement C4 a C10 c’est-a-dire de I’acide butyrique a I’acide
caprique. ELO2 étend de C10 a C14 (acide caprique a I’acide myristique) et ELO3 de C14 a
C18 (acide myristique a I’acide stéarique) (Lee et al., 2006).

104



La polyvalence de la voie ELO est renforcée du fait qu’elle peut étre régulée selon les besoins
du parasite. En effet, la voie est notamment régulée a la hausse lorsque les parasites sont cultivés

dans un milieu a faible teneur en lipides (Lee et al., 2006).

b. Les AG insaturés et polyinsaturés

Chez trois espéces de parasites appartenant a la famille des trypanosomatidés (7. cruzi ;
T. brucei et L. major) une voie de synthése des AGI et AGPI a ét¢ décrite. La premicre étape
commune aux 3 souches fait intervenir la désaturase A9Des (Figure 40). Elle convertit 1’acide
stéarique 18:0 (formé de novo ou capté chez 1I’hote) en 18:1n-9 (acide oléique).
Contrairement aux mammiferes, les parasites sont capables de synthétiser I’acide linoléique et
I’acide a-linolénique (Lee et al., 2007) a partir de I’acide oléique grace a I’enzyme A12Des. Une
particularité de L. major est d’exprimer I’enzyme Al15Des qui permet la conversion du 18:2n-6
en 18:3n-3. Chez ce parasite, une série de réactions permet de convertir le 18:2n-6 en 20:4n-6
et le 18:3n-3 en 20:5n-3 selon des étapes successives d’¢élongation et de désaturation qui
utilisent les désaturases (A6 et ASDes) ainsi qu’une élongase AGELO pour la synthése de ’AA
(20:4n-6) et de I’EPA (20:5n-3).

Les enzymes ASELO et AAFAD sont en revanche présentes chez les trois especes : ASELO
convertit le 20:4n-6 (AA) en 22:4n-6 ainsi que le 20:5n-3 en 22:5n-3 ; A4FAD permet la
synthése de 22:5n-6 et 22:6n-3 (Uttaro, 2014). La présence de la ASELO chez T. cruzi et T.
brucei permet la synthése des AGPI a 22 carbones en utilisant les AG précurseurs AA et EPA

qui sont relativement abondants chez 1’hte mammifere (Veronica et al., 2007).

Les désaturases catalysent I’introduction de doubles liaisons entre 1’extrémité carboxylique
d’une molécule et une double liaison préexistante pour introduire une insaturation
supplémentaire dans les AGPI existants ou fabriquer des AGPI de novo. Contrairement aux
désaturases frontales, les désaturases a extrémité méthyle telles que les désaturases A12 et A15
aident a ajouter une double liaison entre les doubles liaisons préexistantes et I’extrémité méthyle
dans les acides gras. Contrairement a Leishmania, les mammifeéres, ne peuvent pas produire
d’acides gras oméga-3 et oméga-6 car ils manquent de désaturases A12 et A15 (03). Ces deux
désaturases sont des enzymes importantes dans la synthése des acides gras oméga-6 et oméga-
3 chez L. major car elles ajoutent respectivement une double liaison en 12: et 15 positions
carbone-carbone des AG, ce qui indique que les doubles liaisons sont placées aux 3 et 6: liaisons

carbone-carbone des extrémités méthyle des acides gras (Lee et al., 2016).
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Figure 40. Biosynthese des acides gras insaturés chez Leishmania spp.
(Jaune : présent chez L. major, absent chez T. brucei et T. cruzi)

Abréviations : Des : désaturase, Elo : élongase

3. Mécanisme de captation des acides gras

La récupération des lipides de leurs hotes, en tant que source d’acide gras, par le parasite,

se fait de différentes fagons (Figure 41) :

e (A) Les acides gras libres liés a I’albumine sérique se lient a la surface du parasite. Cette
liaison peut étre assistée par des protéines de liaisons d’acide gras (fatty acid binding

protein, FABP)

e (B) Une fois a la surface cellulaire, les AG peuvent traverser la membrane plasmique par
diffusion passive ou par translocation via une protéine de transport d’acide gras comme la

FATP (Fatty Acid Transport Protein).
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e (C) L’endocytose est une voie bien établie dans 1’acquisition des AG et elle se produit
exclusivement dans la poche flagellaire des trypanosomatidés (Aquino et al., 2021). Les
lipoprotéines plasmatiques de 1’hdte telles que les LDL représentent une source principale
de stérols et de phospholipides. Celles-ci sont internalisées par endocytose médiée par des
récepteurs. Une fois internalisés, les récepteurs sont recyclés et la molécule de LDL est
dégradée dans le lysozyme libérant des esters de cholestérol, du cholestérol, des

phospholipides et des acides gras.
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Figure 41. Sources d’acides gras pour les trypanosomatidés (Uttaro, 2014). Abréviations : FA
: acides gras, Alb : albumine, FABP : protéines de liaison des acides gras, FATP : protéine de
transport des acides gras, ACS : acyl-CoAsynthétase, ACBP : protéines de liaison a l'acyl-
CoA, VL-FATP : protéine de transport des acides gras a longues chaines, LPL :
lysophospholipides, PLA1 : phospholipase Al, AT: acyl CoA acyltransférase, PL :
phospholipides, LDL : lipoprotéines.
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4. Le role des acides gras

a. Fournisseur d’énergie et matériel de stockage

Dans le cytoplasme commence 1’oxydation des AG. Ils sont convertis en acyl-CoA qui
se combine avec la carnitine pour former une acyl-carnitine qui est alors transportée a travers
la membrane de la mitochondrie. Une fois a 'intérieur, la molécule d’acyl-carnitine est
reconvertie en acyl-CoA, qui est ensuite compleétement décomposée par un cycle de réactions
qui clive deux carbones a la fois de son extrémité carboxyle pour générer une molécule d’acétyl
CoA pour chaque tour du cycle. Lors de ce processus, une molécule de NADH et une molécule
de FADH. sont produites. L’acétyl-CoA nouvellement formée entre dans le cycle de 1’acide
citrique ou le groupe acétyle est oxydé en CO.et plusieurs molécules du transporteur
d’¢lectrons NADH sont générées de la méme manicre que I’acétyl-CoA dérivée du pyruvate

(de Carvalho and Caramujo, 2018).

b. Réle dans I’entrée et la survie des parasites dans les macrophages

e Modulation de la réponse inflammatoire de I’héte

Les dérivés oxygénés d’ AGPI ont été impliqués dans la réponse de 1’hote a une infection
par des parasites Trypanosoma ou Leishmania. 11 a également ét¢ démontré que ces parasites
¢étaient capables de produire a la fois des médiateurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires,
notamment les médiateurs spécialisés dans la résolution (specialized pro-resolving mediators,
SPM), modulant ainsi les réponses des macrophages a 1’infection parasitaire (Colas et al., 2018;

Lopez-Muiioz et al., 2018; Machado et al., 2011; Paloque et al., 2019).

Les eicosanoides jouent un réle important au cours de I’infection a Leishmania. Des études ont

réveélé que Leishmania utilise des prostaglandines pour échapper aux barriéres innées,
permettant ainsi aux parasites de survivre a ’intérieur des cellules immunitaires. L’équilibre
entre les médiateurs lipidiques, principalement les eicosanoides leucotriecne B4 et
prostaglandine E2 est une composante importante de la réponse inflammatoire et du résultat de
I’infection par Leishmania. Des études ont démontré que la production des PGE2 profite a la
survie du parasite tandis que la production de leucotrienes LTB4 est li¢ a la destruction du
parasite par les cellules hotes (Afonso et al., 2008; Bhattacharjee et al., 2016; Tavares et al.,
2016, 2014).
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La LTB4 est impliquée dans la production de NO et réduit la charge parasitaire dans diffeérent
modeles cellulaires d’infection par L. amazonensis (Lefévre et al., 2013; Serezani et al., 2006;
Tavares et al., 2014). Par ailleurs, une étude a démontré que les promastigotes de Leishmania
sont capables d’inhiber les réactions inflammatoires en activant le récepteur de la lipoxine A4

leur permettant une meilleure survie intracellulaire (Wei et al., 2019).

Afin d’évaluer I'importance de la PGE2 au cours de la leishmaniose, des souris BALB/c
infectées par L. mexicana ont été traitées avec de I’indométacine (inhibiteur des COX). Les
animaux traités présentaient une réduction de la taille des Iésions associée a des niveaux réduits
d’IL-4, d’IL-10 et de PGE2 dans les surnageants des splénocytes (Guimaraes et al., 2006).

Une ¢étude a démontré que des macrophages traités avec un inhibiteur réversible de I’enzyme
COX suivi d’une infection par L. infantum n’a pas inverser la charge parasitaire, sous entendant
que les prostaglandines provenant du parasite sont liées a sa persistance (Aratijo-Santos et al.,

2014).

Une ¢étude récente a comparé les profils des médiateurs pro-inflammatoires et des SPM chez
les promastigotes de Leishmania non infectieux (procycliques) et infectieux (métacycliques),
révélant que des métabolites oxygénés de I’AA et du DHA étaient augmentés sous la forme
métacyclique. Les auteurs ont en outre montré que 1’exposition des macrophages aux extraits
lipidiques de promastigotes infectieux contenant a la fois des dérivés AA et DHA induisait la
production de SPM dans les macrophages, et leur polarisation en phénotype M2 (Paloque et al.,

2019).

e La myristoylation

Deux principaux types d’acides gras sont liés aux protéines acylées grasses : le myristate
et le palmitate. L’enzyme myristoyl-CoA : protéine N -myristoyltransférase (NMT) catalyse
une modification protéique, la fixation du myristate lipidique C14:0 (Myr, acide
tétradécanoique) au résidu glycine N-terminal de protéines cibles spécifiques dans la cellule.
Cette réaction se produit au cours de la synthése ribosomique de la protéine favorisant la
localisation de la protéine dans les membranes cellulaires (Wright et al., 2010). Le myristate
est un AGS a 14 carbones directement li¢ a I’extrémité N-terminale de certaines protéines dans
un processus de N-myristoylation. La N-myristoylation est essentielle pour le bon

fonctionnement et la localisation de plusieurs protéines de signalisation.
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I1 est une cible potentielle de médicaments pour les infections causées pour les leishmanioses
(Price et al., 2003). La NMT a été caractérisé chez L. donovani ainsi que chez L. major et
contribue a la survie des promastigotes chez le vecteur (Brannigan et al., 2010).

Par bio-informatique, 1’équipe de Mills et al., a identifié environ 60 protéines de Leishmania
qui sont N-myristoylées ; cependant six seulement ont été rapportées expérimentalement. Parmi
ces 6 protéines, celles-ci incluent un double motif d’acylation N-myristoylation et S-

palmitoylation ainsi que des facteur d’EDP-ribosylation (Wright et al., 2015).

Le myristate est également un composant des ancres lipidiques glycophosphatidylinositol (GPT)
qui attachent les principales classes de molécules de surface chez les trypanosomatidés. Chez
Leishmania, les ancres GPI contenant du myristate des glycoinositolphospholipides de surface
sont remodelées pendant la synthése par une réaction impliquant I’échange de myristate a partir

d’un donneur de myristoyl-CoA (Price et al., 2003).

c. Dans la différenciation promastigote/amastigote

Les travaux antérieurs du laboratoire ont mis en évidence des modifications de la
composition en acides gras des lipides du parasite Leishmania au cours de la différenciation de
la forme promastigote en forme amastigote (Bouazizi-Ben Messaoud et al., 2017). Ces
modifications ont été décrites au sein des PL totaux, des TAG et de la fraction des AG libres.
Chez les amastigotes, une augmentation des AGS et AGMI est observée (majoritairement 16:0
et 18:1 n-7) ainsi qu’une diminution des AG n-6 totaux quelle que soit la classe de lipide étudiée
(PL, TG et AG libres). A I’inverse, les précurseurs n-6 18:2 et 18:3 ont été spécifiquement
diminués. La composition lipidique des AG est proche de celles des cellules hdtes suggérant
que le remodelage des lipides chez les amastigotes pourrait dépendre des AG et/ou des activités
désaturase/¢longase disponibles dans les macrophages. De plus, une augmentation significative
de la proportion de 20:4 n-6 (AA) et 22:6 n-3 (DHA) chez les amastigotes a ¢té observée, en
particulier dans les phospholipides. La composition lipidique des AG est proche de celles des
cellules hotes suggérant que le remodelage des acides gras dans les lipides des amastigotes
pourrait dépendre des AG et/ou des activités désaturase/élongase disponibles dans les
macrophages. Ces modifications peuvent également suggérer une régulation des enzymes chez

les amastigotes (Bouazizi-Ben Messaoud et al., 2017).
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d. La résistance aux médicaments

Une équipe a ¢étudié les modifications biochimiques se produisant chez L. donovani
résistant a la miltéfosine (HePC : hexadécylphosphocholine). La composition lipidique étant
directement liée a la fluidit¢é membranaire cela peut influencer les interactions médicament-
membrane. Dans cette étude, ils se sont concentrés sur les principaux paramétres déterminant
la fluidité, c’est-a-dire ’insaturation des chaines alkyles d’acides gras dans les composants
membranaires. [ls ont observé une inactivation partielle de I’allongement des chaines alkyles
chez les parasites résistants au HePC (HePC-R) suggérant une fluidité plus faible des
membranes de ces parasites. IIs ont aussi observé une teneur en C16 deux fois plus élevée dans
les parasites HePC-R que dans les parasites WT et la teneur en C18 était de moiti¢é comparé aux

parasites WT (Rakotomanga et al., 2005).

L’équipe de Azevedo et al., a comparé les profils d’acides gras de L. infantum et L. amazonensis
résistants et sensibles a I’antimoine trivalent. Les niveaux d’acides gras 18 :1 étaient augmentés
dans les isolats sensibles tandis que I’acide gras 20:4n-6 était diminué. L’insaturation des acyles
gras diminue les états ordonnés des membranes et augmente la fluidit¢é membranaire. Une
insaturation accrue en acides gras a €té aussi rapportée chez des parasites Leishmania résistants
a plusieurs médicaments dont la miltéfosine (Rakotomanga et al., 2005) et I’amphotéricine B
(Mbongo et al., 1998). Ces changements dans les compositions en acides gras des lipides de la
membrane plasmique peuvent moduler les interactions médicamenteuses et étre impliqués dans
la résistance aux médicaments. Une proportion plus ¢élevée d’acides gras 20:4 n-6 dans les
principaux PL des isolats de L. infantum résistants a I’antimoine pourrait avoir un effet sur le
transport de I’antimoine et entrainerait une modification de la sensibilité aux antimoniés chez

ces parasites (t’Kindt et al., 2010).

V. Aautres lipides importants chez Leishmania

1. Les phospholipides et les sphingolipides.

Les phospholipides représentent 70% des lipides cellulaires totaux de Leishmania. Les
principales espéces de PL sont les phosphatidylcholines (PC) (30 a 40%), les
phosphatidyléthanolamines (PE) (10%) et les phosphatidylinositols (PI) (10%) (Zhang and
Beverley, 2010). Les phosphatidylglycérols (PG), cardiolipines (CL) et acide phosphatidique

ne sont présents que sous forme de traces.
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Les lipides neutres ainsi que les stérols représentent, quant a eux, 30% des lipides totaux. Les

sphingolipides représentent les 10% restants (Figure 42).

Other PLs

NLs, sterols

Pl

Figure 42. Représentation des différentes classes de lipides chez Leishmania (Zhang and
Beverley, 2010).

Leishmania, contrairement aux mammiféres, ne synthétise pas de sphingomyéline ou de
glycosphingolipides. Les principaux sphingolipides de L. major sont 1’inositol
phosphorylcéramide non glycosylé (IPC) et la céramide. Les IPC comprennent le phosphoryl
inositol N-stéaroylhexadécesphing-4-énine (d16:1/18:0-IPC), espéce dominante, et le
phosphoryl inositol N-stéaroylsphingosine (d18:1/18:0- IPC).

a. Le role des phospholipides

Les SL sont essentiels a la survie et la différenciation des promastigotes en phase
stationnaire tandis que les PL servent pour des facteurs de surface importants. Chez
Leishmania, les LPG et GPI sont importants dans la virulence et le développement du parasite
(Traité dans le Chapitre I) (Zhang and Beverley, 2010).

La composition des PL et des SL entre I’hote et le parasite sont assez différents et refletent la
différence de physiologie membranaire entre les parasites et les hotes. Ces lipides peuvent
déterminer la perméabilité et la fluidité de la membrane et avoir un impact sur le trafic
vésiculaire ainsi que sur l’acquisition de nutriments par endocytose ou la différenciation

cellulaire impliquant le remodelage de la membrane.
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La différence de composition entre 1’hote et Leishmania dans la composition lipidique pourrait
étre exploitée. En effet, des analogues de lysophospholipides tels que la miltéfosine,
I’edelfosine et I’ilmofosine ont montré un effet anti-prolifératif in vitro trés élevé sur L.
donovani (Azzouz et al., 2006). La miltefosine a été utilisée comme médicament oral contre L.
mexicana et L. braziliensis (Soto and Berman, 2006). Actuellement la miltéfosine est le seul
médicament oral utilisé contre la leishmaniose. Cette molécule affecte la voie de biosynthése
des phosphatidylcholines. L’edelfosine ainsi que I’ilmofosine ont des effets inhibiteurs de la
synthése des lipides membranaires et des effets inducteurs de I’apoptose ou la nécrose (Azzouz

et al., 2007; Rakotomanga et al., 2005).

2. Les stérols

Les stérols sont des constituants majeurs des membranes cellulaires essentiels pour leur
structure et leurs fonctions. Chez les mammiferes, le cholestérol est le principal stérol des
membranes tandis que chez les trypanosomatidés, c’est I’ergostérol. En effet, les parasites ne
sont pas capables de synthétiser le cholestérol, bien qu’ils puissent en contenir des traces (Yao
and Wilson, 2016). Chez les promastigotes de Leishmania, I’ergostérol et d’autres précurseurs
ont été identifiés tels que I’ergosta-5,7,24 (241) -trien3B-ol (5-déhydroépistérol), I’ergosta-118
7,24 (241) dien-3B-ol (épistérol) et 1’ergosta -5,7,22-triene- 3B-ol. Le premier étant plus
abondant que les 2 autres (de Souza and Rodrigues, 2009).

a. Le cholestérol
e Structure

Le cholestérol, lipide de la famille des stéroides, a une structure caractérisée par quatre
cycles et une chaine hydrocarbonée branchée. Il posséde également une double liaison entre le
carbone 5 et 6 et un groupement hydroxyle sur le carbone 3 en position . Le cholestérol, au
niveau cellulaire, existe de maniére stable sous deux formes : une forme libre et une forme

estérifiée.
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Le cholestérol libre est un constituant majeur des membranes cellulaires et intervient dans
différentes voies de signalisation tandis que le cholestérol estérifié est davantage une forme de

stockage pour la cellule.

HO

Figure 43. Structure du cholestérol.

e Cholestérol et Leishmania

Les trypanosomatidés ont des geénes codant pour des enzymes catalysant la biosynthese
d’ergostérol mais pas celle du cholestérol. Le cholestérol est impliqué dans divers processus
cellulaires tels que I’organisation et la dynamique des membranes, la transduction du signal et
le tri moléculaire. Les taux sériques de cholestérol chez les patients sont en étroites corrélations
avec la maladie. Dans le cas de L. donovani, ’hypercholestérolémie a une tendance a protéger
tandis que I’hypocholestérolémie favorise 1’infection des macrophages (Ghosh et al., 2012). De
plus, la leishmaniose viscérale peut étre favorisée par des taux ¢élevés de triglycérides et de
lipoprotéines de trés basses densités et a de faibles taux de lipoprotéines de hautes densités

(Carvalho et al., 2014).

Plusieurs études ont démontré le role crucial du cholestérol dans I’infection a Leishmania. Le
cholestérol membranaire des cellules hotes, notamment au niveau des radeaux lipidiques, est
nécessaire a 1’entrée du parasite dans les macrophages. L’inhibition de la phagocytose des
promastigotes de L. chagasi ainsi qu’une diminution de leur capacité de réplication a été
observée apres traitement des macrophages par la methylbetacyclodextrine (MBCD). En effet,
la MBCD dépléte le cholestérol membranaire et perturbe les radeaux lipidiques (Rodriguez et

al., 2006).
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La déplétion du cholestérol dans la lignée des macrophages J774 par la cyclodextrine a
engendré une diminution de la liaison des promastigotes de L. donovani, une diminution de la
phagocytose et du nombre de parasites sous forme amastigote, 1’effet étant réversible avec

I’apport de cholestérol exogene (Pucadyil et al., 2004).

L’appauvrissement des macrophages en cholestérol via I’utilisation de lovastatine, un inhibiteur
de la HMGcoA reductase enzyme clé de la synthése de novo de cholestérol, entraine une
réduction de I’entrée des parasites de L. donovani ainsi qu’une diminution de la charge
d’amastigotes intracellulaires. La réduction de la capacité¢ du parasite a pénétrer dans les
macrophages est réversible apres reconstitution métabolique du cholestérol de la membrane des
cellules hotes. Cependant, I’enrichissement des macrophages avec un exces de cholestérol
induit une pénétration réduite par le parasite. En effet, un taux de cholestérol optimal de la
membrane plasmique est nécessaire a I’entrée du parasite dans les cellules hotes (Kumar et al.,
2016).

Lors du traitement de macrophage de I’hote avec des agents complexant du cholestérol tels que
I’amphotéricine B, la séquestration du cholestérol dans la membrane des macrophages inhibe
I’infection de Leishmania. La séquestration du cholestérol dans la membrane par
I’amphotéricine B réduit efficacement sa capacité a interagir avec d’autres constituants
membranaires tels que les récepteurs et conduit a une réduction de la liaison des parasites avec

les macrophages (Paila et al., 2010).

b. L’ergostérol

e Structure

Architecturalement le cholestérol et I’ergostérol different de peu : le cholestérol n’a
qu’une double liaison dans le noyau en 7-8 et une chaine latérale entiérement saturée sans

groupe méthyle en C24. La formule brute de 1’ergostérol est CH..O.
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Figure 44. Structure de 1’ergostérol.

e Biosynthése

Le précurseur de I’ergostérol est le lanostérol. Celui-ci est obtenue a partir de 1’acétate
selon diverses réactions qui font intervenir I’enzyme limitante : ’HMGcoA reductase.
Une étape clé de la biosynthese de 1’ergostérol est I’ajout d’un groupe méthyle en position C24
dans la chaine latérale des stérols. Selon le micro-organisme, cela se produit tot apres la
production du lanostérol, comme observé chez L. amazonensis, ou au niveau du zymostérol
(qui n’a pas les groupes méthyle C4 et C14 dans la structure) comme on le trouve chez

Leishmania spp (de Souza and Rodrigues, 2009).
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Figure 45.Voie de biosynthese des stérols de Leishmania (Yao et al ., 2016).

Les enzymes impliqués sont : 1 : lanostérol 14-a-déméthylase / 2 : stérol réductase C-14/3 :

C-5 stérol désaturase / 4 : protéine analogue a la stéroide déshydrogénase de type NAD (p) /5

et 6 inconnus / 7 : 24-c-méthyltransférase de stérol / 8 : protéine de type stérol isomérase C- 8
/9 : protéine semblable a la Lathostérol oxydase / 10 : protéine semblable au cytochrome

p450 /11 : Sterol C-24 réductase / 12 : hydroxydéroide déshydrogénase-isomérase

e Role dans la virulence du parasite

L’ergostérol est essentiel pour la croissance et la survie du parasite. De nombreuses
¢tudes ont démontré son importance en se basant sur 1’inhibition spécifique de sa biosynthese,
notamment avec des statines, des azolés ciblant la stérol 14-alpha-déméthylase (CD14M) (Xu
et al., 2014), les quinuclidines et les alkylamines. Ces molécules induisent des altérations de
I’ultrastructure de plusieurs organites tel que le complexe mitochondrie-kinétoplaste, le
réticulum endoplasmique, les structures multivésiculaires, les inclusions lipidiques, la vacuole

contractile ainsi que dans la membrane plasmique recouvrant le corps cellulaire et le flagelle.
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Ainsi, le traitement de L. amazonensis avec différents composés azolés induit des altérations de
la mitochondrie notamment la désorganisation des membranes mitochondriales interne ainsi
qu’un gonflement intense et une perte de contenu de la matrice (Rodrigues et al., 2007). Cette
altération a aussi ét€ observée apres un traitement avec la terbinafine et le kétoconazole (Lazardi

et al., 1990).

L’ergostérol est un des composants majeurs de la membrane plasmique régulant sa rigidité et
agissant comme premiere ligne de défense contre les ROS exogenes. L’ergostérol constitue un
mécanisme de défense important pour Leishmania et I'interférence avec la biosynthése des
stérols aurait un impact sur sa survie. Une étude a démontré qu’une diminution significative de
la viabilité cellulaire était mise en évidence apres blocage de la synthese des stérols via des

inhibiteurs (Mathur et al., 2015).

Plusieurs travaux ont aussi démontré le role essentiel de I’ergostérol dans la croissance du
parasite. En effet, aprés un traitement a la mévastatine, une diminution de 50% de la quantité
d’ergostérol chez le parasite est observée tandis que cette diminution était réversible avec un

apport en ergostérol exogene (Rodrigues et al., 2007).
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Partie 11
Matériels et Méthodes
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Etude 1 : Etude de Cimpact des acides gras.

1. Culture des parasites

Deux isolats de souches humaines de Leishmania infantum, MON-1 responsable de la
leishmaniose viscérale (LV) et MON-24 responsable de la leishmaniose cutanée (LC). La
souche LV été isolée a partir de la moelle osseuse ou de leucocytes sanguins et la souche CL a
¢été isolée a partir de la sérosité cutanée. Des primocultures de promastigotes ont été réalisées
en milieu biphasique Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) a 26 © C avec repiquage toutes les
semaines pendant 5 semaines consécutives. L’identification des isolats a été réalisée par
¢lectrophorese des isoenzymes. Les deux souches ont été prélevées en Tunisie et le protocole a

été revu et approuvé par le comité d’éthique de I’Institut Pasteur de Tunis.

Les promastigotes ont été cultivés a 26 ° C dans du milieu TC-199 (GE Healthcare,
Pasching, Autriche) supplémenté avec 20% de sérum bovin feetal et 100 ug / ml de pénicilline

/ streptomycine (Dutscher).
2. Cultures des macrophages

La lignée cellulaire de macrophages de souris BALB / ¢ J774A.1 (European Collection
of Cell Culture) a été maintenue par passages successifs dans du milieu de culture RPMI-1640
(Dutscher) contenant 10% de sérum veau foetal (SVF) (Dutscher St Quentin Fallavier, France),
25 pg / ml de nanomycopulitine (Dutscher) et 100 pg / ml de pénicilline / streptomycine

(Dutscher). Les cultures ont été réalisées a 37 © C avec 5% de COa.
3. Supplémentation des promastigotes avec les acides gras

Des solutions éthanoliques meres d’AA et de DHA ont été préparées et diluées dans du
RPMI sans sérum de veau feetal & une concentration finale de 1 mM. Les promastigotes MON-
1 et MON-24 ont été cultivés en milieu contenant 10% de SVF en 1’absence (témoin) ou en
présence d’acide gras différent a une concentration finale de 50 ou 100 uM avec une
concentration finale en éthanol ne dépassant pas 0,1%. Le SVF a été abaissé a 10% pour réduire
la quantité d’acides gras apportés par le sérum. Dans des conditions témoins, I’AA et le DHA
libres ont donc été apportés a seulement 1,2 et 0,1 uM, respectivement, ce qui est négligeable

par rapport aux conditions de supplémentation.
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Aucun des acides gras n’a induit de toxicité cellulaire telle que vérifiée par une viabilité
cellulaire > 95% pour les deux souches (données non présentées). En outre, 1’observation au
microscope optique des promastigotes supplémentés a montré une mobilité et une morphologie
normales par rapport aux parasites témoins. Apres 24 h, les parasites ont été collectés par
centrifugation (15 min, 1300 g) et soit stockés a -20 ° C pour 1’analyse des lipides, soit

immédiatement utilisés pour infecter les macrophages.
4. Analyse des acides gras des lipides totaux extraits des promastigotes

La composition en AG des lipides totaux a été déterminée comme décrit précédemment
(Bouazizi-Ben Messaoud et al., 2017). Brievement, les promastigotes ont été lysés dans 1 ml
d’eau contenant 0,1 % de Triton X-100. Un volume d’hydroxytoluene butyl¢ (BHT) dans de
I’éthanol a été ajouté (50 uM final) en tant qu’antioxydant. Les lipides totaux ont été extraits
par la méthode modifiée de Bligh et Dyer (Bligh et Dyer, 1959) avec du chloroforme/méthanol
a un rapport final de 2 :2 :1,8 (chloroforme/méthanol/eau, (v/v)). Les extraits lipidiques ont été
séchés sous azote et les lipides totaux ont été transméthylés pendant 90 min a 100°C en utilisant
du trifluorure de bore (Sigma, St-Quentin Fallavier, France). Les esters méthyliques d’acides
gras (FAME) résultants ont été extraits par 1’isooctane et analysés par GC en utilisant un
systeme Hewlett-Packard équipé d’une colonne capillaire Supelco SP2380 (60 m x 0,22 mm)
avec de I’hélium comme gaz vecteur. Les FAME ont été identifiés par comparaison avec des
standards commerciaux. Les résultats ont été¢ exprimés en pourcentage molaire de chaque acide

gras individuel calculé a partir de la somme de tous les acides gras détectés prise comme 100

%.
5. Analyse des métabolites oxygénés

Les analyses des métabolites oxygénés ont été réalisées par la plateforme lipidomique

de Toulouse.

Les promastigotes ont été cultivés dans du milieu TC-199 (GE Healthcare, Pasching,
Autriche) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal et 100 ug/ml de pénicilline /
streptomycine (Dutscher) en 1’absence ou en présence d’AA et de DHA a une concentration
finale de 100 uM. Aprés 24 heures, les parasites ont été recueillis par centrifugation (15 min,

2800 tr/min), lavés 3 fois avec du PBS et stockés a -20 © C pour analyse.
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Pour I’extraction, chaque parasite a été¢ écras€¢ avec un instrument FastPrep ®-24 (MP
Biomedical) dans 0,5 mL de HBSS (Invitrogen, Carlsbad, CA). 300 pi de méthanol froid et 5
pi d’étalon interne (composés marqués au deutérium) ont été ajoutés. Apres centrifugation a
900 g pendant 15 min a 4 ° C, les surnageants ont été transférés dans des plaques profondes de
2 ml a 96 puits et dilués dans de 1°‘eau a 2 ml. Les échantillons ont ensuite été soumis a une
extraction en phase solide (SPE) en utilisant une plaque a 96 puits OASIS HLB (30 mg / puits,
Waters, St Quentin en Yvelines, France) prétraité avec MeOH (1 ml) et équilibrés avec 10%
MeOH (1 ml). Apres application de 1’échantillon, la plaque d’extraction a été lavée avec 10%
de MeOH (1 ml). Aprés séchage sous aspiration, les médiateurs lipidiques ont été élués avec 1
mL de MeOH. Avant I’analyse LC-MS / MS, les échantillons ont été évaporés sous azote

gazeux et reconstitués dans 10 pL de MeOH.

Les analyses LC-MS / MS des eicosanoides ont été réalisées comme décrit (Le Faouder et al.,
2013). En bref, les médiateurs lipidiques ont été séparés sur une colonne ZorBAX SB-C18 (2,1
mm, 50 mm, 1,8 um) (Agilent Technologies) en utilisant le systtme HPLC Agilent 1290
Infinity (Technologies) couplé¢ a un spectrometre de masse ESI-triple quadruple G6460 (Agilent
Technologies, Les Ulis, France). Les données ont été acquises en mode de surveillance des
réactions multiples (MRM) avec des conditions optimisées (optique ionique et énergie de
collision). La détection des pics, I’intégration et I’analyse quantitative ont été effectuées a I’aide
du logiciel d’analyse quantitative Mass Hunter (Agilent Technologies) basé sur des lignes
d’¢étalonnage construites avec des étalons d’eicosanoides disponibles dans le commerce

(Cayman Chemicals, Ann Arbordn ML, USA).

6. Evaluation de I’infectivité des parasites

a. Comptage des parasites intracellulaires

Les macrophages ont été ensemencés dans du RPMI-1640 sur des lames de verre dans
des plaques a 24 puits a une densité de 70 000 cellules par puits et cultivés a 37 © C pendant 24
heures. Ils ont ensuite été incubés a raison de 30 parasites par cellule avec des parasites t€émoins
ou supplémentés en acides gras. Au bout de 24 heures, les cellules ont été lavées 3 fois avec du
PBS, fixées dans du paraformaldéhyde a 8% et colorées avec du DAPI (4 ¢, 6-diamidino-2-
phénylindole) (Life Technologies, Paisley, UK). Les lames ont été observées par microscopie
a fluorescence LEICA DM 4000B pour compter les cellules infectées et non infectées ainsi que

les amastigotes intracellulaires.
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Les données ont été analysées avec le logiciel LEICA Las 4.9. Pour chaque lame, témoin et
traité, un total de 500 cellules a ét¢ compté dans plusieurs champs choisis au hasard.
L’infectivité des parasites a été évaluée par le pourcentage de cellules infectées par rapport au
nombre total de cellules comptées (taux d’infection) et par le nombre total d’amastigotes

intracellulaires (charge parasitaire).

b. Mesure des especes réactives oxygénés dans les macrophages J774

Les macrophages ont été ensemencés dans du RPMI-1640 dans des plaques a 24 puits
a une densité de 70 000 cellules par puits et cultivés a 37 © C pendant 24 heures. Ils ont ensuite
¢été incubés a raison de 30 parasites par cellule avec des parasites témoins ou supplémentés en
acides gras. Apres 4 heures, les cellules ont été lavées 3 fois avec du PBS. La production
intracellulaire de ROS par les macrophages a ¢té¢ révélée avec la sonde intracellulaire
H2DCFDA (Sondes moléculaires, Life Technologies) a 5 uM a 37 © C avec 5% de CO2. Apres
30 min d’incubation, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et I’intensité de
fluorescence a été analysée sur un cytomeétre en flux BD LSRII et les données ont été traitées
avec les logiciels BD FACSDiva (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) et FlowJo (Tree Star,
Ashland, OR, USA). Les données sont exprimées comme le rapport de la fluorescence
d’intensité moyenne (MFI) dans les macrophages infectés sur les macrophages non infectés ou
comme le rapport de la MFI dans les macrophages infectés par des promastigotes supplémentés

sur les macrophages infectés par des promastigotes témoins.
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Etude 2 : Etude de impact du BMP.

1. Préparation des liposomes

Des liposomes composés de phosphatidylglycérol (PG) (Avanti Polar Lipids, Allabama)
ont été préparés extemporanément a partir de solutions mere diluées a 10mg/ml dans du
chloroforme. Deux types de PG ont été utilisés, le di18 :1-PG (DOPG) et le di16 :0-PG (DPPQG).
Un volume adéquat de PG est transféré dans un tube de verre et évaporé sous vide pendant 45
min. Le résidu lipidique a ensuite été dispersé dans 160 pl de solution de PBS (5 mM final) par
vortex pendant 5 min a 4°C. Les liposomes multivésiculaires ont ensuite ét€¢ soniqués pendant

15 min a 4°C pour fabriquer de petits liposomes.

2. Supplémentation des macrophages J774 en PG

Les macrophages ont été ensemencés dans du RPMI-1640 dans des plaques a 24 puits
a une densité de 70 000 cellules par puits et cultivés a 37 © C. Apres 24h, le milieu a été retiré
et remplacé par du milieu témoin ou un milieu supplémenté en liposomes PG. Les différentes
suspensions de liposomes PG ont été ajoutées dans le milieu de culture a des concentrations
finales de 30 uM et incubées pendant 24h. A la fin de ’incubation, les cellules ont été rincées
trois fois avec du PBS, grattées et culotées par centrifugation a 1000 tr/min. les culots cellulaires

ont été congelés a -20°C jusqu’a ’analyse.

3. Infection des macrophages

Les macrophages ont été¢ ensemencés dans du RPMI-1640 sur des lames de verre dans
des plaques a 24 puits a une densité de 70 000 cellules par puits et cultivés a 37 © C. Apres 24h,
le milieu a été retiré et remplacé par du milieu t€émoin ou un milieu supplémenté en liposomes
PG. Les différentes suspensions de liposomes PG ont été ajoutées dans le milieu de culture a
des concentrations finales de 30 uM pendant 24h. Apres ces 24h, le milieu a été retiré et
remplacé une nouvelle fois par du milieu témoin ou supplémenté en liposomes PG aux mémes

concentrations pendant 24h.
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L’infection a été évaluée a différents temps d’incubation et de mise en contact des
promastigotes avec les macrophages. Ces différents temps correspondent a différents
parametres tels que I’association, I’infection et la survie. L’association est définie apres 2h de
mise en contact des promastigotes avec les macrophages, ce qui correspond a ’entrée du
promastigote dans le macrophage. Ensuite, il y a une incubation pendant 24h des parasites avec
les macrophages, qui correspond a la multiplication du parasite a 1’intérieur du macrophage.
Pour finir, la survie est évaluée, et dans ce cas, les macrophages sont infectés pendant 24h, lavés

2 fois avec du PBS et remis en culture pour 24h.

Les macrophages ont été incubés a raison de 10 parasites par cellule avec des promastigotes
MON-1 ou MON-24. Aprées 2h et 24 heures d’infection, les cellules ont été lavées 3 fois avec
du PBS, fixées dans du paraformaldéhyde a 4% et colorées avec du DAPI (4 ¢, 6-diamidino-2-
phénylindole) (Life Technologies, Paisley, UK). Afin de déterminer la survie des
promastigotes, les cellules ont été infectées pendant 24h, rincées 2 fois au PBS et les cultures
ont été¢ maintenues 24h supplémentaires dans les mémes conditions que décrites précédemment.
Ensuite celles-ci sont fixées puis colorées. Les lames ont été observées par microscopie a
fluorescence LEICA DM 4000B pour compter les cellules infectées et non infectées ainsi que
les amastigotes intracellulaires. Les données ont été analysées avec le logiciel LEICA Las
4.9. Pour chaque lamelle, un total de 500 cellules a été compté dans plusieurs champs choisis
au hasard. L’infectivité des parasites a été évaluée par le pourcentage de cellules infectées par
rapport au nombre total de cellules comptées (taux d’infection) et par le nombre total

d’amastigotes intracellulaires (charge parasitaire).

4. Analyse du BMP dans les macrophages et les promastigotes

a. Identification des espéces moléculaires du BMP par LC-MS

Le dosage du BMP et du PG a ét¢ réalisé par LC-MS/MS a, la Plateforme lipidomique
fonctionnelle de I'INSA.

Un LC Agilent série 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) couplé a un
spectrometre de masse hybride triple quadripdle 4000 QTRAP (AB SCIEX, Foster City, CA)

a été utilisé pour quantifier les especes individuelles BMP et PG.
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Les lipides extraits ont été injectés sur une colonne C18 en phase inversée (CAPCELL PAK
C18 MG 111, 2,0 x 50 mm, Shiseido CO., LTD., Tokyo, Japon) et ont été élués avec un flux
isocratique (100 1/ min) de méthanol : acétonitrile (90 :10) contenant 5 mmol/L. de formiate
d’ammonium et 0,1% d’acide formique. L analyse MS a été effectuée en mode ion positif. Le
mode de surveillance des réactions multiples (MRM) a été utilis€¢ pour mesurer les especes PG
et BMP, contenant différentes chaines acyles. Les teneurs en BMP et PG ont été calculées en
reliant les aires de pic de chaque espece a I’aire de pic de I’étalon interne correspondant
(C14 :0/C14 :0-BMP ou C14 :0/C14 :0-PG) et la courbe standard de chaque étalon interne (0-
20 pmol). L acquisition et I’analyse des données ont été effectuées a 1’aide du logiciel Analyst

version 1.4.1 (AB SCIEX).

b. Immunofluorescence

Des promastigotes MON-24 ont été étalés sur des lamelles de verre dans du milieu TC
supplémenté avec 20 % de FBS et fixés avec du paraformaldéhyde a 4 % (p/v) pendant 15 min
a température ambiante et bloqué avec de I’albumine de sérum bovin a 1 % (p/v) BSA-PBS
pendant 30 min. IlIs ont été incubés avec un anticorps primaire : anti-BMP (6C4) 1/10 dans
0,05% (w/v) de saponine pendant 1h, rincés trois fois avec du PBS puis avec un anticorps
secondaire marqué a 1’Alexa488 (Jackson ImmunoResearch Labs, ThermoFisher Scientific,
Illkirch, France) dans du BSA-PBS 1% (w/v) pendant 45 min a température ambiante. Les
¢chantillons ont été observés avec un microscope a fluorescence LEICA DM4000 B et analysés
a’aide du logiciel LEICA Las V4.9 et au microscope a confocal Zeiss LSM 880 avec le logiciel
Zen Black.

¢. Microscopie a transmission

Des macrophages J774 infectés par des promastigotes MON-1 ratio 10 :1 parasites par
cellules ont été fixés avec 1 ml de cacodylate 0.2M (pH=7,4) et 1 ml de glutaraldéhyde 4%
pendant 30 min a 4°C. Apres lavage dans du cacodylate 0.2 M (pH=7,4) / saccharose 0.4M, les
¢chantillons ont été post fixés dans Iml d’osmium 2% et Iml de cacodylate 0.3M (pH=7.,4)
pendant 45 minutes a 4°C et déshydratés de 30% a 100% éthanol.
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Pour la microscopie électronique a transmission, des échantillons ont été imprégnés dans la
résine €pon pour la coupe. Apres polymérisation a 60°C pendant 48h, des coupes minces ont
¢été obtenues sur un ultramicrotome RMC MTX : des coupes semi-fines (1um d’épaisseur)
déposées sur des lames de verre ont ¢été colorées avec du bleu de méthyléne. Des coupes
ultraminces (60-80 nm) adhérant a des grilles de cuivre ont été contrastées avec l’acétate
d’uranyle et le citrate de plomb. Des coupes ont été observées en utilisant un microscope
¢lectronique a transmission Jeol 1200 CX équipé d’une caméra numérique SIS Megaview II.

L’iconographie a été traitée avec le logiciel AnalySIS.
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Partie 111
Résultats
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Etude 1 : Etude de Cimpact des acides gras.

Certains lipides, notamment les AGPI tels que I’AA et le DHA influencent les processus
inflammatoires et modulent I’environnement oxydatif des cellules. Des travaux antérieurs du
laboratoire ont démontré des changements dans la composition en acides gras des lipides dans
deux souches de L. donovani lors de la différenciation de promastigote en amastigote, en

particulier une augmentation des proportions de I’AA et du DHA.

Afin de mieux comprendre le rdle de ces acides gras chez le promastigote, nous avons étudié
I’impact d’une supplémentation en AA ou en DHA sur des parameétres biochimiques tels que
composition en acides gras des lipides et production des métabolites oxygénés chez les
promastigotes ; ainsi que des parametres fonctionnels tels que : I'infectivité par quantification
des amastigotes intracellulaires et la réponse oxydative des macrophages J774. Cette étude a

¢été réalisée dans deux souches de L. infantum, une viscérale, MON-1 et une cutanée MON-24.

Les conditions de supplémentation ont conduit a un enrichissement spécifique soit en AA soit
en DHA des lipides du parasite et a une production accrue de métabolites oxygénés dérivés de
ces acides gras. L’infectivité¢ des promastigotes MON-1 et MON-24 supplémentés en AA,
envers les cellules hotes est plus ¢élevée, comme le montre I'augmentation significative des
amastigotes intracellulaires. La supplémentation en DHA s’accompagne d’une augmentation
de I’infectivit¢ de MON-24 contrairement a8 MON-1. Nos données montrent également une
augmentation systématique de la production de ROS dans les macrophages infectés par MON-
24 et MON-1. Cependant, une production similaire de ROS a été observée dans les
macrophages infectés par des parasites supplémentés en AA ou en DHA par rapport aux
témoins respectifs, suggérant que les ROS ne sont pas impliqués dans l'infectivité accrue des
promastigotes supplémentés. Nous proposons que les effets de la supplémentation en acides
gras AA et DHA sur I'infectivité des 2 souches de L. infantum pourraient résulter des effets

régulateurs des métabolites oxygénés sur la réponse pro/anti-inflammatoire des macrophages
Les perspectives envisagées sont :

- Identifier le role précis des métabolites oxygénés dans I’infection
- Identifier la(les) classes de lipides les plus enrichies en AA ou DHA
- Comparer les profils inflammatoires du macrophage en dosant les cytokines produites

par celui-ci apres infection par des promastigotes controles et enrichis.
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Leishmania parasites are the causative agents of visceral, mucocutaneous or
cutaneous leishmaniasis in humans and of canine leishmaniosis. The macrophage is
the predilected host cell of Leishmania . The fate of the parasite inside the host cell
depends on the immune response of the macrophage, including inflammatory and
oxidative reactions that promote parasite death. Some lipids, especially
polyunsaturated fatty acids such as arachidonic (AA) and docosahexaenoic (DHA)
acids, influence inflammatory processes and modulate the oxidative environment of
cells. We have previously shown changes in the fatty acid composition of lipids in two
strains of L. donovani upon differentiation of promastigote to amastigote, including
increased proportions of AA and to a less extent of DHA. Here, we carried out fatty
acid supplementation with AA or DHA on two L. infantum strains, a visceral (MON-1)
and a cutaneous (MON-24), to evaluate the role of these fatty acids in
parasite/macrophage interactions. The proportions of AA or DHA in total lipids were
significantly increased in promastigotes cultured in AA- or DHA-supplemented media
compared to controls. The production of fatty acid-derived oxygenated metabolites was
enhanced in supplemented strains, generating inflammatory regulators,

especially hydroxyeicosatetraenoic acids (5- and 8- HETE) from AA, and
hydroxydocosahexaenoic acids (14- and 17-HoDHE) from DHA. For both MON-1 and
MON-24, AA-supplemented promastigotes showed higher infectivity towards J774
macrophages as evidenced by higher intracellular amastigote numbers. Higher
infectivity was observed after DHA supplementation for the MON-24 but not the MON-1
strain. ROS production by macrophages increased upon parasite infection, but no
significant difference was observed between control and supplemented parasites. We
propose that AA or DHA enrichment of promastigote lipids promote the production of
inflammatory regulators that modulate parasite infectivity.
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Highlights (for review)

HIGHLIGHTS

- Supplementation of L. infantum promastigotes with arachidonic or docosahexaenoic acids led
to a specific fatty acid enrichment of total lipids in both visceral and cutaneous strains

- The production of lipid inflammatory mediators is increased in AA and DHA supplemented
promastigotes

- AA enrichment is associated with higher infectivity towards macrophages in both cutaneous
and visceral strains

- DHA enrichment is associated with higher infectivity in cutaneous but not visceral strain

- ROS production is increased in infected macrophages independent of fatty acid enrichment
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ABSTRACT

Leishmania parasites are the causative agents of visceral, mucocutaneous or cutaneous
leishmaniasis in humans and of canine leishmaniosis. The macrophage is the predilected host
cell of Leishmania. The fate of the parasite inside the host cell depends on the immune response
of the macrophage, including inflammatory and oxidative reactions that promote parasite death.
Some lipids, especially polyunsaturated fatty acids such as arachidonic (AA) and
docosahexaenoic (DHA) acids, influence inflammatory processes and modulate the oxidative
environment of cells. We have previously shown changes in the fatty acid composition of lipids
in two strains of L. donovani upon differentiation of promastigote to amastigote, including
increased proportions of AA and to a less extent of DHA. Here, we carried out fatty acid
supplementation with AA or DHA on two L. infantum strains, a visceral (MON-1) and a
cutaneous (MON-24), to evaluate the role of these fatty acids in parasite/macrophage
interactions. The proportions of AA or DHA in total lipids were significantly increased in
promastigotes cultured in AA- or DHA-supplemented media compared to controls. The
production of fatty acid-derived oxygenated metabolites was enhanced in supplemented strains,
generating inflammatory regulators, especially hydroxyeicosatetraenoic acids (5- and 8- HETE)
from AA, and hydroxydocosahexaenoic acids (14- and 17-HoDHE) from DHA. For both MON-
1 and MON-24, AA-supplemented promastigotes showed higher infectivity towards J774
macrophages as evidenced by higher intracellular amastigote numbers. Higher infectivity was
observed after DHA supplementation for the MON-24 but not the MON-1 strain. ROS
production by macrophages increased upon parasite infection, but no significant difference was
observed between control and supplemented parasites. We propose that AA or DHA enrichment
of promastigote lipids promote the production of inflammatory regulators that modulate

parasite infectivity.

Keywords: Leishmania infantum, macrophages, arachidonic acid, docosahexaenoic acid,

reactive oxygen species, lipid mediators
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1. Introduction

Leishmaniases are a complex of tropical and sub-tropical human diseases caused by
unicellular parasites of the genus Leishmania transmitted by a sand-fly vector and displaying
various clinical expressions (i.e. cutaneous, muco-cutaneous and visceral). The Leishmania life
cycle involves two different stages: the promastigote inside the insect vector and the amastigote
in the vertebrate’s macrophages. The promastigotes inoculated by the vector are internalized by
host macrophages via phagocytosis and undergo a transformation into the amastigote stage
within a parasitophorous vacuole of phagolysosomal origin. The survival of the parasite in the
host, in these two forms, is closely related to the immune status of the host and the ability of
the parasite to escape to the host defenses. Numerous promastigotes are lysed by the host
complement system. Non-lysed promastigotes are phagocytosed by macrophages and
differentiate into amastigotes that multiply and survive. Macrophages play a primary role in the
innate inflammatory response against the parasite, involving what is defined as the concept of
classical and alternative activation, orchestrated respectively by the so-called M1 and M2
macrophages. The M1 phenotype is characterized by the secretion of pro-inflammatory
cytokines and microbicidal molecules (Covarrubias et al., 2013; Martinez and Gordon, 2014,
p. 2) whereas the M2 phenotype exhibits anti-inflammatory properties (Martinez and Gordon,
2014; Parisi et al., 2018). During Leishmania infection, host macrophages can undergo both
M1 and M2 activation, leading respectively to killing or survival of the parasite. The balance
of macrophage polarization in leishmaniasis is not fully understood but could depend on the
Leishmania species and the time of infection (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

The role of lipids in macrophage polarization during infection with trypanosomatids has
recently aroused growing interest. It was reported that lipid extracts from 7rypanosoma cruzi
amastigotes induced a pro-inflammatory response in murine peritoneal macrophages, as
evidenced by increased formation of lipid bodies, COX2 expression, TNF-alpha secretion, and
NO release (Bott et al., 2018). Similarly, lipid extracts from L. braziliensis amastigotes were
shown to favor M1 macrophage polarization relative to the M2 phenotype whereas
promastigotes conversely favored the M2 phenotype with increased arginase activity, IL10
secretion and M2 mRNA markers (Carfagna et al., 2020).

Among lipids responsible for the regulation of immune response, fatty acids (FA) and
especially polyunsaturated FA (PUFA) are potential candidates. It is well known that PUFA
play a key role in inflammatory processes and their resolution through the production of lipid

mediators, the interaction with cell surface receptors or the regulation of inflammatory gene
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expression. In mammalian cells, AA is well known as the precursor of pro-inflammatory
mediators while DHA is conversely converted into pro-resolving derivatives (Innes and Calder,
2018; Marion-Letellier et al., 2015). PUFA derivatives have been involved in host response to
infection with Trypanosoma or Leishmania parasites (9). It was also demonstrated that these
parasites were able to produce both pro-inflammatory and pro-resolving mediators, thereby
modulating macrophage responses to parasite infection (Colas et al., 2018; Lopez-Muifioz et
al., 2018; Machado et al., 2011; Paloque et al., 2019). PUFA, such as AA and DHA, are also
known to be highly sensitive to oxidative stress due to their unsaturation level generating lipid
peroxides, that are themselves a source of reactive oxygen species (ROS) and can initiate cell
death (Su et al., 2019). Several studies have reported an increase of ROS production in
macrophages during early stage of Leishmania infection most likely as a defence mechanism
by inducing parasite killing (Carneiro et al., 2016a; Deschacht et al., 2012; Gantt et al., 2001).
We recently highlighted some FA specificities in lipids from L. infantum and L. donovani
promastigotes, especially regarding PUFA, with a relative abundance of DHA compared to very
low proportion of AA, which is the opposite of what is usually observed in mammalian cells.
Of interest, we showed that AA content was specifically increased in amastigotes isolated from
infected macrophages compared to promastigotes, supporting a functional role of this fatty acid
during parasite infection and/or intracellular survival (Bouazizi-Ben Messaoud et al., 2017).
The present study was undertaken to better understand the role of AA and DHA during
parasite infection with a focus on metabolic aspects. We therefore examined the effects of a
specific supplementation with AA or DHA on lipid FA composition and FA oxygenated
metabolism in Leishmania promastigotes, as well as the impact in terms of parasite infectivity
and ROS production in infected macrophages. We used two strains of L. infantum, one isolated
from a patient with visceral leishmaniasis (MON-1) and one isolated from a lesion of a patient

with cutaneous leishmaniasis (MON-24).

2. Materials and methods

2.1. Parasite strains and culture

Two isolates of L. infantum human strains, causing VL (MON-1) or CL (MON-24) were
used in this study. The strains were initially isolated as part of the routine diagnostic (culture)
procedure recommended by WHO for VL and CL samples. They were anonymized, archived

and cryopreserved in the biobank of the Parasitology department of the Pasteur Institute at
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Tunis. No personal data was used. The VL strains were isolated from the bone marrow or blood
leukocytes and the CL strains were isolated from dermal serosity as described (Chouihi et al.,
2009). Primo-cultures of promastigotes were performed in biphasic Novy-MacNeal-Nicolle
(NNN) medium at 26 °C with subculture every week for 5 consecutive weeks. Identification of
isolates was performed by isoenzyme electrophoresis (Rioux et al., 1990).

Promastigotes were cultured at 22 °C in TC-199 medium (GE Healthcare, Pasching, Austria)
supplemented with 20% fetal bovine serum and 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Dutscher,
Issy-les-Moulineaux, France). The parasites were cultured in 75-cm? culture flasks and were
harvested during their exponential growth phase by centrifugation at 1300 g for 15 min. The
parasite pellet was washed 3 times with 10 ml of PBS and before lipids analysis a total protein

assay was performed with the Bradford method.

2.2. Macrophage culture
The BALB/c mice macrophage cell line J774A.1 (European Collection of Cell Culture) was
maintained by successive passages in RPMI-1640 culture medium (Dutscher) containing 10%
(v/v) foetal bovine serum (FBS) (Sigma, St-Quentin Fallavier, France), 25 pg/ml
nanomycopulitine and 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Dutscher). Cultures were performed

at 37 °C with 5% COsx.

2.3. Supplementation of promastigotes with fatty acids
Stock ethanolic solutions of AA and DHA were prepared and diluted in RPMI without FBS
at a final concentration of 1 mM. Promastigotes (MON-1 and MON-24 strains) were cultured
in medium containing 10% FBS with addition (supplemented) or without addition (control)
of AA or DHA at a final concentration of 50 or 100 uM with a final ethanol concentration not
exceeding 0.1%. FBS was lowered to 10% to reduce the quantity of fatty acids supplied by
serum. The amounts of free fatty acids (unesterified) and total fatty acids (unesterified +
esterified in glycerolipids) provided by the serum are detailed in supplementary Table 1. In
control conditions, free AA and DHA were thus supplied at only 1.2 and 0.1 uM, respectively,
which is negligible compared to supplemented conditions. After 24 h, the parasites were
collected by centrifugation (15 min, 1300 g) and either stored at -20 °C for lipid analysis or
immediately used to infect macrophages. Before macrophage infection, parasite viability was
determined using (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium inner salt)/phenazine methosulfate (MTS/PMS) solution
(CellTiter 96%; Aqueous Non-radioactive cell Proliferation Assay, Promega, Madison, USA).
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The absorbance of the formazan product was measured at 490 nm with a plate reader (Thermo
Fisher Scientific 51118177 Multiskan EX Microplate Photometer, Villebon sur Yvette,
France). None of the added FA induced cell toxicity as verified by viability > 95% for both
strains (data not shown). Furthermore, optical microscopic observation of supplemented

promastigotes showed normal mobility and morphology compared to control parasites.

2.4. Evaluation of parasite infectivity
Macrophages were seeded in RPMI-1640 on glass slides in 24 well plates at a density of
70,000 cells per well and cultured at 37 °C for 24 hours. They were then incubated at a ratio
of 30 parasites per cell with control or supplemented parasites. After 24 h, cells were washed 3
times with PBS, fixed in paraformaldehyde 8% and stained with DAPI (4’, 6-diamidino-2-
phenylindole) (Life Technologies, Paisley, UK). The slides were observed by fluorescence
microscopy to count infected and non-infected cells as well as intracellular amastigotes. For
each slide, a total of 500 cells were observed in 2 randomly selected fields. Parasite infectivity
was evaluated by the percentage of infected cells to total counted cells (infection rate) and by
the total number of intracellular amastigotes (parasite load) following macrophage exposure

to control or supplemented promastigotes.

2.5. Measurement of ROS production
Macrophages were seeded in RPMI-1640 in 24 well plates at a density of 70,000 cells per well
and cultured at 37 °C for 24 h. Conditions of macrophage infection with Leishmania
promastigotes (parasite/cell ratio, incubation time) were optimized in order to improve ROS
production. Unless otherwise indicated, macrophages were incubated at a ratio of 30 parasites
per cells with control or supplemented parasites. After 4 h, cells were washed 3 times with PBS.
Intracellular ROS production by macrophages was revealed with the intracellular probe
H2DCFDA (Molecular probes, Life Technologies) at 5 uM at 37 °C with 5% COz. After 30
min incubation, cells were washed twice with PBS and the fluorescence intensity was analysed
on BD LSRII flow cytometer and data processed with BD FACSDiva (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) and FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA) software. Data are expressed as
the ratio of the mean intensity fluorescence (MFI) in infected macrophages over non-infected
macrophages or as the ratio of the MFI in macrophages infected with supplemented

promastigotes over macrophages infected with control promastigotes.

2.6. Fatty acid analysis of total lipids
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FA composition of total lipids was determined as previously described (Bouazizi-Ben
Messaoud et al., 2017). Briefly, promastigotes were lysed in 1 ml water containing 0.1% Triton
X-100. Ten pl of butylated hydroxytoluene in ethanol (50 pM final) was added as an
antioxidant. Total lipids were extracted by the modified Bligh and Dyer method (Bligh and
Dyer, 1959) with chloroform/methanol at a final ratio of 2:2:1.8 (chloroform/methanol/water,
(v/v)). Lipid extracts were dried under nitrogen and total lipids were transmethylated for 90 min
at 100 °C using boron trifluoride (Sigma, St-Quentin Fallavier, France). The resulting fatty acid
methyl esters (FAME) were extracted by isooctane and analysed by GC using a Hewlett-
Packard system equipped with a Supelco SP2380 capillary column (60 m x 0.22 mm) with
helium as a carrier gas. FAME were identified by comparison with commercial standards.
Results were expressed as molar percentage of each individual fatty acid calculated from the

sum of all detected fatty acids taken as 100%.

2.7. Analysis of fatty acid-derived oxygenated metabolites

Promastigotes were cultured in TC-199 medium (GE Healthcare, Pasching, Austria)
supplemented with 10% fetal bovine serum and 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Dutscher)
in the absence or presence of AA and DHA at a final concentration of 100 pM. After 24 h, the
parasites were collected by centrifugation (15 min, 1300 g), washed 3 times with PBS, and
stored at -20°C for analysis. For extraction, parasites were crushed with a FastPrep®-24
Instrument (MP Biomedical, Santa Ana, CA) in 0.5 ml of HBSS (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). 300 ul of cold methanol and 5 pl of internal standard (Deuterium labeled compounds)
were added. After centrifugation at 900 g for 15 min at 4 °C, supernatants were transferred into
2 ml 96-well deep plates and diluted in H2O to 2 ml. Samples were then submitted to solid
phase extraction (SPE) using OASIS HLB 96-well plate (30 mg/well, Waters, St Quentin en
Yvelines, France) pretreated with MeOH (1 ml) and equilibrated with 10% MeOH (1 ml). After
sample application, extraction plate was washed with 10% MeOH (1 ml). After drying under
aspiration, lipids mediators were eluted with 1 ml of MeOH. Prior to LC-MS/MS analysis,
samples were evaporated under nitrogen gas and reconstituted in 10 1 on MeOH.

LC-MS/MS analyses of FA derivatives were performed as described (Le Faouder et al., 2013).
Briefly, lipid mediators were separated on a ZorBAX SB-C18 column (2.1 mm, 50 mm, 1.8
um) (Agilent Technologies) using Agilent 1290 Infinity HPLC system coupled to an ESI-triple
quadruple G6460 mass spectrometer (Agilent Technologies Les Ulis, France). Data were
acquired in Multiple Reaction Monitoring (MRM) mode with optimized conditions (ion optics

and collision energy). Peak detection, integration and quantitative analysis were done using
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Mass Hunter Quantitative analysis software (Agilent Technologies) based on calibration lines
built with commercially available eicosanoids standards (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI,
USA).

3. Results

3.1. Effect of fatty acid supplementation on total lipid composition in promastigotes

The whole FA compositions of total lipids from the two Leishmania strains are reported in
Table 1. In control conditions, both strains contained about 30% saturated fatty acids (SFA),
40% monounsaturated fatty acids (MUFA) and 30% polyunsaturated fatty acids (PUFA), with
the n-6 fatty acids being more abundant than the n-3 fatty acids. Consistent with previous
observations (Bouazizi-Ben Messaoud et al., 2017), AA proportion was very low representing
less than 1% of total FA in both strains compared to DHA proportion accounting for 3 and 6%
of total FA in MON-1 and MON-24, respectively.

As expected, the FA composition of both strains was modified according to the FA added to
the culture medium. AA proportion was increased by 16- and 6.5-fold in MON-1 and MON-24
respectively after supplementation with 50 uM AA, without significant changes of the
proportions of other n-6 fatty acids. The supplementation with 50 uM DHA led to an increase
of DHA proportion by about 4- and 2-fold in MON-1 and MON-24, respectively. Other n-3
PUFA namely 22:5n-3 and 20:5n-3 were slightly increased in MON-1, which was not the case
in MON-24. The proportions of C-18 fatty acids, especially 18:0 and 18:1n-9 that are among
major FA in non-supplemented parasites, were decreased after both AA and DHA
supplementation in MON-1 but not or only slightly decreased in MON-24.

Altogether, these data indicate that changes in FA composition after AA or DHA
supplementation are more pronounced in MON-1 than in MON-24. They also suggest no

retroconversion or elongation of AA, and only slightly for DHA in MON-1.

3.2. Fatty acid-derived oxygenated metabolites

We then evaluated the consequences of the specific AA or DHA enrichment of promastigote
lipids on the production of FA oxygenated derivatives. As shown in Figure 1, linoleic acid (LA)
derivatives were recovered in both MON-1 and MON-24 promastigotes grown in control
conditions, whereas AA and DHA derivatives were not detected or less than 1% of total. The

proportion of total AA derivatives was markedly increased after AA supplementation at the
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expense of LA derivatives, the increase being more pronounced in MON-24 than in MON-1
strain. DHA supplementation was associated with an increase of total DHA derivatives
similarly in both strains. The distributions of major metabolites are detailed in Table 2. In
promastigotes supplemented with AA, significant increase was observed for both epoxy- and
hydroxyl- derivatives as follows: 11, 12-EET ~ 5-HETE ~ 8-HETE > 14, 15-EET > 15-HETE
> PGE2 ~ PGD2, in the same range of order in both strains, but at twice higher proportion in
MON-24 compared to MON-1 strain. Promastigotes supplemented with DHA showed
increased proportion of 17-HDoHE > 14-HDoHE, at similar levels in MON-1 and MON-24.

3.3.Effect of fatty acid supplementation on promastigote infectivity to cultured
macrophages

The functional impact of FA supplementation was then evaluated on promastigote infectivity
towards J774 macrophages as indexed by infection rate and parasite load. As an illustration,
figure 2A shows infected and not infected macrophages (infection rate) and intracellular
amastigotes (parasite load) after incubation with control or supplemented MON-1
promastigotes.

For both strains, the infection rate was about 40-60% of total macrophages after exposure
with control promastigotes. No significant change was observed with AA- or DHA-
supplemented promastigotes (Figure 2A and data not shown). As shown in Figure 2B, parasite
load in macrophages infected with AA-supplemented parasites was increased by 20% and 40%
for MON-1 and MON-24 respectively, when compared to macrophages infected with control
parasites. Parasite load was increased by 30 % after infection with DHA-supplemented MON-
24 parasites while no significant difference was observed with DHA-supplemented MON-1

parasites.

3.4. ROS production

It has been widely reported that AA or DHA supplementation of cultured cells favours ROS
production as these PUFA are highly sensitive to peroxidation (Su et al., 2019). We therefore
examined the impact of FA supplementation of promastigotes on their ability to elicit ROS
production in macrophages.
As shown in figure 3, ROS production elicited by MON-1 and MON-24 parasites in
macrophages was the highest with the ratio 30:1 (number of parasites per cell, 3A) and for
exposure time from 3 to 6h (3B). The impact of FA supplementation on ROS production was

then examined at a ratio 30:1 after 4h infection. ROS levels were slightly increased in

141



290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323

macrophages infected with MON-24 promastigotes supplemented with AA at 50 uM and 100
uM (3C, 3E). The same trend to increase was observed with AA-supplemented MON-1 without
reaching statistical significance (3C, 3D). DHA supplementation had no impact on ROS
production whatever the concentration and the strain (3C, 3D, 3E). Together these data show
no or only minor change in ROS production in macrophages following infection with

supplemented vs. control parasites.

4. Discussion

It is well known that immunity is conditioned by the cellular and tissue environment and
that cells of the immune system, and especially macrophages, adapt to environmental
challenges. The role of certain lipids in macrophage activation has been reported, however less
is known about their role in oxidation and inflammation processes in the activation of
Leishmania infected macrophages. Our present data suggest that infectivity of two L. infantum
strains, one cutaneous and one visceral, can be modulated by FA available in their environment.
Both MON-1 and MON-24 promastigotes supplemented with AA showed increased infectivity
towards host cells in vitro, whereas DHA supplementation increased infectivity only in MON-
24 strain. These changes of parasite infectivity were associated with an enrichment of parasite
lipids with the supplemented FA, as well as increased production of AA- and DHA-oxygenated

metabolites.

The enrichment in AA or DHA of promastigote lipids after FA supplementation supports the
concept that trypanosomatids, including some Leishmania species are able to scavenge lipids
from their host environment. Plasma lipoproteins such as low density lipoproteins have been
described as an important source of FA supplied as cholesterol esters and phospholipids through
internalization processes (Coppens et al., 1995; De Cicco et al., 2012). In addition, exogenous
free FA are efficiently salvaged by trypanosomatids (Berman et al., 1987; Voorheis, 1980).
Orthologues of human fatty acid transport protein (FATP) have been identified in the genome
of L. major and several studies have suggested the presence of fatty acid binding proteins
(FABP) and FATP that would be involved in the specific uptake of FA in Leishmania parasites
(Maache et al., 2005; Uttaro, 2014). Likewise, our present data support the hypothesis that free
FA are efficiently taken up by the promastigote forms of Leishmania. In control culture
condition, exogenous FA are mostly provided by lipoprotein-associated lipids from serum and

FA composition of parasite lipids reflect to some extent the availability of FA in serum
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(supplementary Table 1). For instance, C-18 FA which are abundant in serum especially 18:0
and 18:1n-9, were recovered in high proportions in cultured promastigotes. However, despite
its high proportion in serum, 16:0 was rather low in cultured promastigotes and AA which
represents the major PUFA in serum was the lowest one in cultured promastigotes. These
discrepancies together with the efficient uptake of free AA and DHA in the supplementation
conditions suggest that Leishmania promastigotes efficiently take up fatty acid supplied in the
free form. Besides the machinery for the uptake of exogenous FA, trypanosomatids are able to
synthesize FA de novo. The genome of L. major encodes FA synthase, elongases and
desaturases for de novo synthesis of saturated, monounsaturated and polyunsaturated FA,
including stearoyl CoA desaturase that initiates the conversion of 18:0 into 18:1n-9 and other
desaturases for up to C-22 PUFA synthesis (Lee et al., 2007; Uttaro, 2014). In both strains, AA
supplementation led to an increase of AA proportion with no significant change of other n-6
FA, in particular longer chain 22:4 n-6 or shorter chain 20:3n-6, indicating low
elongation/retroconversion rate. DHA supplementation was associated to an increased
proportion of DHA in both strains, as well as a moderate retroconversion of DHA into 22:5n-3
in MON-1 but not in MON-24. These differences suggest that although n-3 and n-6 FA share
enzymatic pathways for de novo synthesis in Leishmania (Lee et al., 2007), they undergo

distinct metabolism in promastigotes, with differences between parasite strains.

Long chain PUFA such as AA and DHA have been widely reported to induce cellular
oxidative stress. Likewise, exogenously added AA and DHA were shown to promote ROS
production in L. donovani promastigotes (Mathur et al., 2015). The production of ROS has been
observed in macrophages infected with L. amazonensis, L. braziliensis, most likely as a defence
mechanism to eliminate parasites (Carneiro et al., 2016b; Reybier et al., 2010; Roma et al.,
2016; Thomazelli et al., 2018). Our data consistently show increased ROS production in both
MON-24 and MON-1 infected macrophages. However, similar ROS production was observed
in macrophages infected with AA- or DHA- supplemented parasites compared to respective
controls, suggesting that ROS are not involved in the increased parasite infectivity of

supplemented promastigotes.

Noteworthy, we previously reported a significant increase of AA in parasite lipids upon
differentiation of L. donovani promastigotes to intramacrophagic amastigotes (Bouazizi-Ben
Messaoud et al., 2017). Our present findings that AA enrichment of promastigotes increased

intracellular parasite load also support a role of AA in the infection process. One may however
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notice that the increase of parasite infectivity was slightly higher for MON-24 than MON-1
whereas AA enrichment and changes in FA composition of total lipids were more pronounced
in MON-1 than in MON-24. This suggests that increased infectivity of AA-supplemented
parasite is independent or only partly dependent of changes in FA composition of parasite
lipids. Among alternative hypothetic mechanisms, AA could be incorporated in specific
membrane glycerophospholipids/membrane domains, thereby modulating membrane receptor
environment and interaction with host cells (Marion-Letellier et al., 2015). Besides, AA is well
known in mammalian cells as the precursor of pro-inflammatory mediators while DHA is
conversely converted into pro-resolving derivatives. Of interest, it has been shown that several
Leishmania species including L. infantum were able to convert AA into prostaglandins PGE»,
PGD> and PGFz« (Araujo-Santos et al., 2014; Kabututu et al., 2003). PGF2u produced by L.
infantum is important during its development into the infective metacyclic stage and increases
the parasite burden (Araujo-Santos et al., 2014). Moreover, PGE> produced by host cell
macrophages promotes the survival of L. donovani by inhibition of the host’s immune response
(Sahaetal.,2014). More recently, an extensive study compared the profiles of proinflammatory
and proresolving mediators in non-infectious (procyclic) and infectious (metacyclic)
Leishmania promastigotes, revealing that specific AA metabolites were increased in the
metacyclic form (Paloque et al., 2019). Noteworthy, major changes were observed for 8-HETE
which is also the major metabolite recovered in AA supplemented promastigotes together with
5-HETE and EET. In addition, the higher production of these metabolites in MON-24 correlates
with the higher increase of infectivity compared to in MON-1.

Regarding DHA, an increase in parasite infectivity was observed in MON-24 but not MON-1
after DHA supplementation, while DHA enrichment and changes in FA composition were
conversely less pronounced in MON-24 than MON-1. Again, this suggests that increased
infectivity of DHA supplemented parasite is independent or only partly dependent of DHA
enrichment and changes in FA acid composition of parasite lipids. However, the production of
DHA oxygenated metabolites 14-and 17-HDoHE was higher in MON-24 than in MON-1.
HDoHE are the precursors of proresolving mediators (i.e. maresins and resolvins). Of interest,
Paloque et al. (Paloque et al., 2019) highlighted the elevated production of HdoHE in
metacyclic promastigotes and showed that the exposure of macrophages with the lipids extracts
of infectious promastigotes containing both AA and DHA derivatives induced the production
of proresolving mediators in macrophages, and their polarization into M2 phenotype. We
therefore propose that enrichment of promastigote lipids with AA or DHA could modulate

parasite infectivity through the production of bioactive oxygenated metabolites, especially
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HETE and HdoHE. Other mechanisms not explored in our study like FA esterification in
specific lipid pools/lipid molecular species, FA interaction with specific gene expression and/or

interaction with membrane receptors may however be also considered.

Altogether, our data indicate that Leishmania infectivity may be modulated by exogenous
fatty acids, through complex mechanisms depending on the Leihsmania strains and FA. Further
investigations will be needed to confirm the involvement of oxygenated metabolites and explore
other potential mechanisms including changes in FA composition of specific cellular lipids, and
regulation of oxidative and inflammatory status in infected macrophages. We observed
differences between the two studied strains, although not always very significant, but this shows
that the response to infection may depend on the promastigotes causing the infection and in our
case on their fatty acid composition.

If we can understand how the parasite manages to modulate the host's immune response and
escape its lysis inside the macrophage, and if we can understand which metabolic pathways are
used by the parasite for its survival, we will be able to investigate about new treatments and

preventive approaches against leishmaniasis.
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Legends to Figures

Fig. 1. FA derivatives in control and supplemented promastigotes.

Fatty acid-derived oxygenated metabolites were detected by LC-MS/MS analysis in
control or supplemented promastigotes (AA or DHA 50 uM). Data represent the sum of
derivatives from LA, AA or DHA, expressed as mole percent of total FA derivatives and
are means + SD of 3 independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

significant differences compared to control parasites by Student’s t-test.

Fig. 2. Parasite load in control and supplemented promastigotes. J774 macrophages were
infected with control or supplemented promastigotes (AA or DHA 50 pM) for 24h at ratio 30:1
parasite/cell. (A) DAPI staining of J774 macrophages infected with MON-24 promastigotes.
Arrows show intracellular parasites. The images are representative of fields observed
consistently in 5 independent experiments. (B) Parasite load. Data are expressed as the ratio of
parasite load in supplemented promastigotes over parasite load in control promastigotes and are

the mean + SD of 5 independent experiments. *, p<0.05 vs respective control.

Fig. 3. ROS production in J774 macrophages

(A) Relative ROS signal in J774 macrophages infected by MON-1 and MON-24 promastigotes
at increasing parasite/cell ratios for 24 h. Data are expressed as the ratios of FMI in infected
macrophages over FMI in non-infected macrophages and are the mean of duplicate values of
one single experiment. (B) Relative ROS signal in J774 macrophages infected by MON-1 and
MON-24 promastigotes for increasing time at ratio 30:1 parasite/cell. Data are expressed as the
ratio of FMI in infected macrophages over FMI in non-infected macrophages and are the mean
+ SD of 7 independent experiments in duplicate values. (C) Relative ROS signal in J774
macrophages infected by control or supplemented promastigotes (AA or DHA, 50 or 100 uM)
at ratio 30:1 for 4h. Data are expressed as the ratio of FMI in macrophages infected with
supplemented promastigotes over FMI in macrophages infected with control promastigotes and
are the mean + SD of 5 independent experiments in duplicate values. (D, E) Representative
flow cytometry analysis of ROS levels in J774 macrophages. 1: non-infected macrophages

without ROS; 2: non-infected macrophages with ROS probe; 3: macrophages infected with AA
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Table
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Control AA-supplemented DHA-supplemented
MON-1 MON-24 MON-1 MON-24 MON-1 MON-24
14:0 1.01+0.2 1.58+0.2 1.15£0.32 1.240.2 3.06+1.14" 1.38+0.35
16:0 11.73+2.89 15.93+3.48 12.89+3.04  13.34+3.76  16.87x0.95°  15.02+0.35
18:0 18.02+2.64 11.97+0.25 12.44+2.16"  11.27+0.7  9.27+0.31"" 10.8+0.13"
20:0 0.79+0.24 0.2+0.05 0.5+0.07 0.2+0.17  0.19+0.03™ 0.160.01
SFA 315 29.68 26.98 26.01 29.39 27.36
16:1n-9 0.86=0.1 0.73+0.24 0.78+021  0.99£0.13  0.66+0.06" 0.810.02
16:1n-7 1.12+0.2 0.92+0.15 1.09£0.24  1.14+0.07 1.12+0.06 1.03+0.03
18:1n-9 33.4£1.43 29.95+0.11  28.61+1.25™  29.3+0.86 25.57+0.43""  28+0.15™
18:1n-7 3.76+0.32 4.71£0.29 3.27+032  4.87£1.01  4.47+0.14" 4.4+0.18
MUFA 39.14 36.31 33.75 36.3 31.82 34.24
18:2 n-6 3.84+0.31 2.39+0.39 424+0.53  2.63£023 2.78x0.12""  2.58+0.03
18:3n-6 12.51+1.48 14.04+0.33 10.46+3.28  12.98+1.38  13.1£0.67 12.92+0.25"
20:2n-6 ND 0.37+0.02 0.11£0.05"  0.17£0.18  0.32+0.01""  0.32+0.04
20:3n-6 4.2120.55 3.33+0.99 4.66+1.42 3.9+0.2 1.95£0.19™ 3.75+0.05
20:4 n-6 0.650.11 0.89+0.07  10.38+1.77"" 5.77+1.66"  0.77+0.04™ 0.92:+0.03
22:4n-6 0.61:0.11 0.7£0.02* 0.39£0.09°  0.63£0.03°  0.72+0.03 0.66+£0.02*
n-6 PUFA 21.82 21.71 30.24 26.08 19.64 21.15
18:3n-3 0.47+0.09 0.01+0.02 0.22+0.08°  0.05+0.03 0.03+0™" 0.02+0
20:3n-3 0.08+0.17 0.05+0.01 0.65+0.53  0.06+0.003  0.06+0.01 0.06+0.0008
20:5n-3 ND 0.030.004 0.13+0.05"  0.1+0.06 0.04+0™" 0.03+0.007
22:5n-3 3.47+0.52 5.95+0.98 3.79+0.23 5.64+0.54  6.1£0.41™" 6.22+0.06
22:6n-3 3.49+0.62 6.22+0.78 4.260.3 577041 12911177  10.91£0.54™"
n-3 PUFA 7.51 12.26 9.05 11.57 19.14 17.22

Table 1. Fatty acid composition of total lipids from control and fatty acid-supplemented

promastigotes. The fatty acid composition was determined by GC analysis as described

in materials and methods. Data, expressed as mole percent, are means + SD of 4

independent determinations * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 significant differences

compared to respective control by Student’s t-test. SFA, saturated fatty acids; MUFA,

monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids.
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Control

AA-supplemented

DHA-supplemented

MON-1 MON-24 MON-1 MON-24 MON-1 MON-24
LA
10-TriHOME 3,63+£049  7,13+£564  339+0,12  3,76+0,77 10,72£3,67 10,23 £0,57
12-TriHOME 458+084 1041+6,02 358+024 471+0,15  97+262°  9,73+0,99
9,10-DIHOME  0,69+0,31  1,46+1,01 03+004  055+0,12  033+003  055%0,07
12,13-DIHOME ~ 045+025  031+028  0,14+0,16  0,5+0,14  0,74+0,13  1,06+020"
9-HODE 2,14+042  426+1,09  1,18+0,06  194+0,17° 220+024  3,22+024
10-HODE 446+2,11  886+477  121+0,08  1,75+040 098+0,11" 1,35+022
13-HODE 6,19+142  1739+4.85 538051  975+039  505+0,31  7,19+0,32
9-0x0-ODE 0,82+£0,12  037+0,64  04+0,02" 037+035 144+039 2,31+0,12"
13-Ox00DE 1,65£039  395+19  0,63+0,05" 094+0,17 1,63+0,57  3,12+0,09
AA
PGE2 ND ND 0,57 £0,12"" 1,68 +0,29"" ND ND
PGD2 ND ND 1,3£0,01™ 2,37+046™ ND ND
11B-PGF2a. ND 096+1,66  0,19+0,17  009+0,15 0,7+0,03™  122+0,08
LxA4 ND ND 0,24 0,02 0,53 +0,06"" ND ND
5-HETE 034+008  059+022 4,73+0,14™ 9,66+0,74™ 024+0,03 0,59 0,06
8-HETE ND ND 4,15+0,69™ 841+1,33™ ND ND
12-HETE ND ND 0,36 £0,05  0,55+0,12" ND ND
15-HETE 0294011  025+026 1,6+009™ 342+008" 024002  045+0,03
5,6-EET ND ND 0,53 £0,12™ 1,43+0,06™" ND ND
8,9-EET ND ND 0,67 007" 246+02"" ND ND
11,12-EET ND ND 481+0,16™ 9,13+0,88" ND ND
14,15-EET ND ND 2,99 £037 6,87 0,67 ND ND
DHA
17-HDoHE 0,5+ 0,05 1,084033  025+0,07" 047+0,03" 4,09+0,55™ 445+0,7"
14-HDoHE 037+0,09  099+036  0,18+0,02° 041+0,03 1,98=0,18"" 3,47+049"

Table 2. Relative distribution of fatty acid oxygenated metabolites in control and fatty

acid-supplemented promastigotes. Fatty acid oxygenated metabolites were detected by

LC-MS/MS analysis as described in materials and methods. Data are expressed as mole

percent and are means + SD of 3 independent determinations. Table includes LA, AA and

DHA derivatives; total is less than 100% as hydroxylated derivatives from saturated fatty

acids are not shown. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 significant differences

compared to respective control by Student’s t-test. ND: not detected.
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Table

Click here to access/download;Table;Supplementary data-

Leroux M. .pdf

Total lipids Free Fatty acids
M % total uM % total
14:0 22.4 2.1 1.5 1.7
16:0 330 30.6 27.0 30.0
18:0 173 16.0 16.5 18.0
16:1n-9 272 2.5 0.6 0.7
16:1n-7 30.6 2.8 0.5 0.5
18:1n-9 239.1 22.2 8.0 9.0
18:1n-7 64.8 6.0 2.4 2
18:2n-6 41.6 3.9 1.5 1.7
18:3n-6 2.1 0.2 2.8 3.2
20:3n-6 18.4 1.7 ND ND
20:4n-6 56.2 522 14.0 15.7
18:3n-3 32 0.3 13.6 15.2
20:5n-3 8.6 0.8 ND ND
22:5n-3 24.7 23 0.2 0.2
22:6n-3 354 33 1.4 1.5

Supplementary Table 1. Fatty acid composition of total (free and
esterified) lipids and free fatty acids in serum. Fatty acid
composition was determined by GC analysis as described in
materials and methods. Data are expressed as uM or mole percent

and are the means of 2 independent determinations. ND: not

detected.
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Etude 2 : Etude de limpact du BMP dans Linfection.

1. Introduction

Le bis(monoacylglycéro)phosphate (BMP) est un phospholipide particulier que I'on trouve
principalement dans l'endosome tardif, dont le réle dans la biogenese et la dynamique des
vésicules endocytiques, les mécanismes de fusion et les fonctions de tri des endosomes tardifs
est bien documenté. Le mécanisme d’entrée des promastigotes de Leishmania par les
macrophages de I'hote implique la phagocytose, une endocytose particuliere. La survie
intracellulaire du parasite nécessite alors des mécanismes de fusion de la vacuole parasitophore
avec le compartiment endosome tardif/lysosome selon des mécanismes encore mal caractérises.
Une hypothése est que par sa présence dans les endosomes tardifs et ses propriétés fusogenes,
la BMP de la cellule hote pourrait réguler 'internalisation du parasite et/ou la biogenese de la
vacuole parasitophore. Les travaux antérieurs de 1’équipe ont €également démontré que le BMP
régule le transport intracellulaire du cholestérol et la production d'oxystérols dans les
macrophages, en coopération avec la protéine de transport ORP11. Une deuxiéme hypothese
est que le BMP, a travers la régulation des transferts de stérols, pourrait jouer un rdle dans
l'infection a Leishmania.

Bien que le BMP soit un phospholipide mineur, il semble étre omniprésent dans les cellules
eucaryotes. Notre hypothese est que le BMP est fonctionnellement actif chez Leishmania. En
effet, le promastigote présente une poche flagellaire qui fait partie de la machinerie endosomale
essentielle aux interactions entre le parasite et son environnement. De plus, les promastigotes
utilisent un mécanisme de sécrétion basé sur les exosomes pour libérer des facteurs de virulence
et immunosuppresseurs dans I’environnement des cellules hotes. Il convient de noter que
I’équipe a récemment montré que le BMP participe a la formation/sécrétion de vésicules
extracellulaires caractérisées comme des exosomes par des cellules de mammiféres et
notamment par les macrophages (Rabia et al., 2020).

Nos objectifs sont de caractériser les BMP chez Leishmania et les macrophages infectés, et

d'étudier les fonctions du BMP au cours de l'infection parasitaire.
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1I. Résultats

Les résultats présentés dans ce chapitre ont plus spécifiquement visé¢ a étudier les aspects
suivants :
1. Déterminer la présence et la localisation du BMP dans les formes promastigotes et
amastigotes
2. Déterminer les conséquences d’un enrichissement en BMP dans les macrophages sur

I’infectivité de Leishmania

1. Caractérisation du BMP dans les promastigotes et dans les macrophages

infectés

a. Mise en évidence du BMP des promastigotes par immunofluorescence

Afin de mettre en évidence le BMP chez les promastigotes de Leishmania, un marquage
avec un anticorps anti-BMP et un anticorps secondaire couplé a Alexa fluor 488 a été réalisé.
Comme le montre la figure 46, la fluorescence est observée chez les promastigotes Leishmania
au niveau cytosolique ainsi qu’au niveau du flagelle. A noter qu’aucune fluorescence n’est
observée en I’absence de 1’anticorps primaire, confirmant la spécificité du marquage BMP. La
résolution étant moyenne en raison de la taille des promastigotes, il n’est pas possible de
préciser la localisation intracellulaire du BMP. Ce résultat permet toutefois de conclure que le

BMP est présent chez les promastigotes.
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Figure 46. Observation du BMP dans les promastigotes. Observation d’image de
microscopie a fluorescence du BMP chez MON-24 (A), observation d’image de microscopie
confocale du BMP chez MON-1 (B, C, D). Le BMP a été marqué avec un anticorps anti-BMP

et un anticorps secondaire conjugué a Alexa Fluor 488.
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b. Mise en évidence du BMP dans les promastigotes et amastigotes

intramacrophagiques par microscopie électronique a transmission

Un marquage par immunogold et observation en microscopie électronique a été réalisé
pour confirmer la présence du BMP dans les deux formes du parasite Leishmania. Le marquage
immunogold et 1’analyse par microscopie électronique ont été réalisés au centre d'imagerie
quantitative de Lyon-Est (CIQLE). Les figures 47A et 47B, mettent en évidence la présence
de BMP a différentes localisations. Chez la forme amastigote, le BMP est localisé notamment
au niveau de la vacuole parasitophore et au niveau de son cytoplasme (Figure 47A). Chez le

promastigote, le BMP est localisé dans une vacuole, au niveau de son kinétoplaste et de son
flagelle (Figure 47B, C).

Figure 47. Observation au microscope électronique a transmission de BMP chez
Leishmania. Observation de la forme amastigote intramacrophagique de la souche MON-1,
(A) Observation de la forme promastigote de la souche MON-24(B, C). Le BMP a été marqué

avec un anticorps primaire anti-BMP et un anticorps secondaire conjugué a ’or.
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c. Caractérisation biochimique du BMP dans les promastigotes de Leishmania

Nous avons aussi recherché la présence de BMP dans les promastigotes par une

identification biochimique.

La figure 48A montre la présence de BMP dans I’extrait lipidique des promastigotes MON-1.
L’analyse par 2D-HPTLC révele, dans 1’extrait biologique, un spot co-migrant avec le standard
du BMP. Le BMP a ét¢ analysé par LC-MS/MS (Figure 48B), montrant la présence de 1’espece
moléculaire 16:0/16:0 BMP. Bien que préliminaires, les analyses indiquent que cette espece est
majoritaire chez Leishmania. Ceci difféere des mammifeéres, chez lesquels les espéces

moléculaires majoritaires du BMP sont le plus souvent des especes a 18 :1.
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Figure 48. Caractérisation biochimique des BMP dans les promastigotes de la souche
MON-1. (A), I'extrait lipidique total a été analysé par 2D-HPTLC : le spot BMP (rouge) migre
comme le standard BMP (vert). (B), le BMP a été identifié par LC-MS/MS (ESI mode positif).

2. Conséquences d’un enrichissement en BMP sur P’infection des macrophages

Afin de stimuler la synthése de BMP dans les macrophages J774, nous avons utilis¢ le
modele de supplémentation en PG qui est le précurseur du BMP. Dans les travaux réalisés
précédemment dans les macrophages RAW 264.7, il a ét¢ démontré que la supplémentation en
dioleyl-phosphatidylglycérol di18:1-PG (DOPG) induit un enrichissement spécifique en BMP,
tandis que le dipalmitoyl-PG dil16:0-PG (DPPG) n’est pas converti en BMP (Luquain-Costaz
etal., 2013).
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Des macrophages J774 ont donc été supplémentés avec soit du DOPG (18:1/18:1-PG) pour
induire un enrichissement en BMP, soit du DPPG (16:0/16:0-PG) pour servir de contrdle
négatif. L’effet de la supplémentation a ét¢ évalué d’une part sur la quantit¢ de BMP dans les
macrophages et d’autre part sur I’infection par des promastigotes des souches MON-1 et MON-

24.

a. Effet de la supplémentation en DOPG ou DPPG sur ’infection

Les conséquences de la supplémentation des macrophages en PG ont été évaluées sur
différents temps d’infection pour déterminer 1’impact sur I’association (2h), la multiplication
(24h) et la survie (24h d’infection + 24h en culture) du parasite. L’ infectivité a été évaluée par

le taux d’infection et la charge parasitaire tels que définis dans matériels et méthodes.

e Apres 2h d’infection (association)

Aprées 2h d’infection, I’association peut étre définie, c’est-a-dire le contact des parasites
avec les macrophages. L’ajout de DOPG ou de DPPG dans le milieu de culture est réalisé

pendant toute la durée de la manipulation.

Pour les deux souches, le taux d'infection est d'environ 20 a 30 % des macrophages. Lorsque
les macrophages sont supplémentés en DOPG, une augmentation significative du pourcentage
de macrophages infectés est observée pour la souche MON-24 (Tableau 3). Aucun changement
significatif n’est observé avec la supplémentation en DPPG quelle que soit la souche. Comme
le montre la figure 49, la charge parasitaire dans les macrophages supplémentés en DOPG a
augmenté significativement de 40% et 80% pour MON-1 et MON-24 respectivement, par
rapport aux macrophages témoins. En revanche, la charge parasitaire n’a pas augmenté apres
infection des macrophages supplémentés en DPPG par des promastigotes MON-1 ou MON-24,

indiquant une spécificité de la supplémentation en DOPG.
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Tableau 3. Pourcentage de macrophages infectés aprés supplémentation des macrophages
en DOPG ou DPPG et infectés par des promastigotes MON-1 et MON-24. Les données
sont exprimées en pourcentage et le + SD moyen de 5 expériences indépendantes (DOPG)et de
3 manipulations indépendantes (DPPG). *, p<0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 par rapport au

témoin respectif.

MON-1 (%) MON-24 (%)
Témoins 28,69 +£ 10,32 21,6 £2,48
DOPG 38,12+ 10,36 29,89 £ 2,76**
DPPG 16,28 + 4,84 20,35 +2,94

B DOPG
Bl DPPG

Ratio supplemented vs ctrl

MON-1 MON-24

Figure 49. Charge parasitaire chez les macrophages témoins et supplémentés.

Les macrophages J774 ont été supplémentés avec du DIPG ou du DPPG pendant 24h puis
infectés avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-24 pendant 2h a un ratio de 10:1
parasites/cellule. Les données sont exprimées sous la forme du rapport de la charge parasitaire
chez les macrophages supplémentés en DOPG ou DPPG sur la charge parasitaire chez les
macrophages témoins et sont le + SD moyen de 5 expériences indépendantes (DOPG) et de 3
expériences indépendantes (DPPQG). *, p<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 par rapport au témoin

respectif.
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e Apres 24h d’infection

Les taux d'infection apres 24h d’incubation sont d'environ 28 % dans les macrophages
J774 témoins pour les deux souches. Apres supplémentation en DOPG, une augmentation
significative du pourcentage de macrophages infectés est observée pour la souche MON-1 et
MON-24 respectivement. (Tableau 4). Comme le montre la figure 50, la charge parasitaire dans
les macrophages supplémentés en DOPG a augmenté significativement de 48% et 96% pour
MON-1 et MON-24 par rapport aux macrophages témoins. La supplémentation en DPPG est
sans effet a la fois sur le taux d’infection et la charge parasitaire pour les deux souches étudiées

(tableau 4 et figure 50) confirmant la spécificité de la supplémentation en DOPG.

Tableau 4. Pourcentage de macrophages infectés aprés supplémentation en DOPG ou
DPPG et infectés par des promastigotes MON-1 et MON-24. Les données sont exprimées
en pourcentage et le £ SD moyen de 4 expériences indépendantes (DOPG) et de 3 manipulations

indépendantes (DPPG). *, p<0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 par rapport au témoin respectif.

MON-1 (%) MON-24 (%)
Témoins 28,21 +£8,78 28,0+ 12,2
DOPG 36,33 +4,08* 44,95 + 6,32*
DPPG 29,12 £5,02 24,58 £5,41
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o B DOPG
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MON-1 MON-24

Figure 50. Charge parasitaire chez les macrophages témoins et supplémentés. Les
macrophages J774 ont été supplémentés avec du DOPG ou du DPPG pendant 24h puis infectés
avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-24 pendant 24h a un ratio de 10:1
parasites/cellule. Les données sont exprimeées sous la forme du rapport de la charge parasitaire
chez les macrophages supplémentés en DOPG ou DPPG sur la charge parasitaire chez les
macrophages témoins et sont le + SD moyen de 4 expériences indépendantes (DOPG) et de 3
expériences indépendantes (DPPQG). *, p<0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 par rapport au t¢émoin

respectif.

e Apres 24h d’infection et 24h supplémentaire en culture (survie)

Aprés 24h d’infection en présence des parasites, les cellules sont lavées trois fois au
PBS et du milieu RPMI complet et ajouté. Les cellules sont ainsi maintenues en culture pendant
24h supplémentaires afin d’évaluer la survie des parasites intracellulaires. C’est-a-dire la
capacité des amastigotes intracellulaires a survivre dans les macrophages. La supplémentation
en DOPG ou DPPG dans le milieu de culture est maintenue pendant toute la durée de

I’expérience.

Comme le montre la figure 51, la charge parasitaire a doublé pour MON-1 et MON-24 lors de
I’infection des macrophages supplémentés en DOPG. La survie du parasite est donc
significativement améliorée dans les macrophages supplémentés en DOPG par rapport aux
macrophages témoins. Dans le cas des macrophages supplémentés en DPPG, aucune
modification de la charge parasitaire n’est observée confirmant la spécificit¢ de la

supplémentation en DOPG pour la survie des amastigotes de Leishmania.
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Figure 51. Charge parasitaire chez les macrophages témoins et supplémentés.

Les macrophages J774 ont été supplémentés avec du DOPG ou du DPPG pendant 24h puis
infectés avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-24 a un ratio de 10:1
parasites/cellule pendant 24h, lavés et remis en culture 24h supplémentaire. Les données sont
exprimées sous la forme du rapport de la charge parasitaire chez les macrophages supplémentés
en DOPG ou DPPG sur la charge parasitaire chez les macrophages témoins et sont le £ SD
moyen de 4 expériences indépendantes (DOPQG) et de 3 expériences indépendantes (DPPG). *,
p<0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 par rapport au témoin respectif.

b. Effet de 1a supplémentation en DOPG sur la quantité de BMP dans les
macrophages J774

Afin de valider le modele de supplémentation, nous avons en paralléle déterminé les
quantités de BMP dans les macrophages contrdles et supplémentés. Les macrophages J774 ont

¢été incubés en 1’absence ou en présence de DOPG a 30 uM pendant 24h.

L’analyse du BMP par LC-MS/MS s’est portée sur deux especes spécifiques : le 18:1/18:1-
BMP (OO-BMP) et le 18:1/18:1-PG (OO-PG). Celle-ci indique que la supplémentation en
DOPG induit une augmentation d’environ 2 fois du 18:1-18:1-BMP (OO-BMP) par rapport aux
macrophages controles (Figure 52A).

Ce résultat est en accord avec les données rapportées pour les macrophages RAW 264.7

supplémentés en DOPG dans les mémes conditions (Luquain-Costaz et al., 2013).
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Les analyses révelent aussi une augmentation d’environ 4 fois de la quantité de 18:1/18:1-PG
(OO-PG) dans les macrophages J774 supplémentés ((Figure 52B), alors que ce dernier ne
s’accumule pas dans les RAW (Luquain-Costaz et al., 2013). La quantité totale de OO-PG est
toutefois plus faible que celle du OO-BMP (environ 5 fois) et I’accumulation absolue est aussi
plus faible (+5 pmoles/uM de protéines pour le PG vs +15 pour le BMP), ce qui suggére que
les effets observés sur I’infection pourraient résulter de I’augmentation de BMP plutét que du

PG.
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Figure 52. Quantification du OO-BMP (dioleoyl-BMP) et du OO-PG.

Le BMP des macrophages J774 témoins et supplémentés en DOPG pendant 24h a été quantifié
par LC-MS/MS comme décrit dans le matériels et méthodes. Les données sont la moyenne +

SD d’une manipulation en triplicat.
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I11. Discussion

Compte tenu du role du BMP dans le trafic endosomal, y compris la fusion des membranes
endosomales tardives et le transport du cholestérol, nous avons souhaité déterminer son role

dans I’infection a L. infantum.

A ce jour, seule une étude a montré la présence de BMP dans la vacuole parasitophore de
Leishmania amazonensis, et suggéré ’existence d’un point de confluence entre les voies
endocytique et autophagosomale (Schaible et al., 1999). Nos données révelent donc pour la
premicre fois la présence du BMP dans les deux formes du parasite. Chez le promastigote, le
BMP est au niveau du kinétoplaste et du flagelle tandis que chez I’amastigote, il est au niveau
de la vacuole parasitophore et du cytoplasme. L’espéce moléculaire majoritaire du BMP
identifiée chez Leishmania est le di16:0-BMP, ce qui différe de chez les mammiféres, ou
I’espece majoritaire retrouvée est le plus souvent le di 18:1-BMP (Besson et al., 2006; Bouvier

et al., 2009; Luquain et al., 2000).

Dans notre étude nous avons voulu évaluer le role du BMP des macrophages dans I’infection
par Leishmania. Un modele de supplémentation avec le précurseur DOPG a pour cela été utilisé
afin d’induire une augmentation du BMP intracellulaire dans les macrophages, comme
précédemment montré dans les macrophages RAW 264.7 (Luquain-Costaz et al., 2013).
Différents temps et étapes d’infection par Leishmania ont été testés, I'association, I’infection et
la survie. Nos résultats suggerent qu’apres supplémentation des macrophages en DOPG, une
augmentation significative des taux d’infection est observée aprés 2h (association) et 24h
d’infection dans la souche MON-24 et seulement apres 24h dans la souche MON-1. La charge
parasitaire est augmentée de I’ordre de 50% dans la souche MON-1 et de 1’ordre de 90% dans
la souche MON-24 apres 2h et 24h d’infection et est doublée dans les 2 souches a I’étape de

survie.

Nos résultats indiquent donc un effet facilitateur de la supplémentation en DOPG sur I’infection
par les deux souches MON-1 et MON-24. Le suivi de I’infection a différents temps montre un
doublement de la charge parasitaire au niveau de la survie pour les 2 souches étudiées, alors
que les effets sont différents selon la souche au niveau des étapes précédentes. Cela suggere

que la supplémentation en DOPG régule davantage la survie du parasite.
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Afin de vérifier la spécificité du PG utilisé nous avons supplémenté les macrophages avec un
autre PG le 16:0/16:0-PG (DPPG) qui n’est pas un précurseur de BMP pour les macrophages
RAW. Nos résultats ne révelent pas d’effet de la supplémentation en DPPG sur le taux
d’infection et la charge parasitaire pour les deux souches étudiées confirmant la spécificité de

la supplémentation en DOPG.

Parall¢lement, nous avons vérifié¢ que le modele de supplémentation en DOPG, préalablement
mis au point dans les macrophages RAW, était validé pour les macrophages J774 (Bouvier et
al., 2009; Luquain-Costaz et al., 2013). Nos résultats indiquent une augmentation d’environ 2
fois de la quantit¢ de 18:1/18:1-BMP apres 1’enrichissement des macrophages J774 en
DOPG pendant 24h, ce qui est en accord avec nos précédentes observations sur les
macrophages RAW 264.7 (Luquain-Costaz et al., 2013). Ce mode¢le de supplémentation par le
PG s’appuie sur différentes études métaboliques démontrant que le PG exogéne est converti
en BMP (Waite et al., 1987). Selon I’équipe de Waite et al., la premicre étape de biosynthese
du BMP impliquerait une PLA2 clivant le groupe 2-acyle du PG (Amidon et al., 1996, 1995).
Aprés avoir purifié¢ et caractérisé une nouvelle PLA2 lysosomale a partir de macrophages
RAW264., ils ont révélé une affinité élevée de la position sn-2 envers 1’oléate (Shinozaki and
Waite, 1999). Cela pourrait expliquer la synthése efficace du BMP a partir du 18:1/18:1-PG.
Cependant, a ce stade encore préliminaire de nos travaux, seule 1’espéce 18:1/18:1-BMP a été
quantifiée. Il est donc nécessaire d’identifier et de quantifier toutes les espéces moléculaires du
BMP afin d’affiner le taux de BMP et son augmentation apres supplémentation dans les

macrophages J774.

Contrairement au RAW 264.7, un enrichissement en 18:1/18 :1-PG est aussi observé dans les
macrophages J774 supplémentés en DOPG. L’accumulation en PG est faible en proportion de
I’augmentation du BMP, mais non négligeable. Une étude a démontré la capacité¢ du PG a
inhiber I’action du TLR2 et TLR4 par des modeles moléculaires associés aux agents
pathogenes. En effet, le PG inhibe 1’expression de plusieurs cytokines dans les macrophages
RAW 264.7 ainsi que la sécrétion de TNF-a. (Choudhary et al., 2019; Klein et al., 2020). Cela
pourrait expliquer ’augmentation de la charge parasitaire dans les macrophages enrichis en

18:1/18:1-PG.
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A ce stade de nos observations, se pose donc la question du mécanisme responsable des effets
observés sur I’infection, augmentation du BMP et/ou du PG ? L’ absence d’effet du DPPG dont
on suppose qu’il n’est pas converti en BMP renforce néanmoins 1’idée que les effets de la
supplémentation en DOPG sur I’infection sont dus au BMP (Luquain-Costaz et al., 2013). La
quantification du BMP et du PG dans des macrophages supplémentés en DPPG est donc
nécessaire pour appuyer cette conclusion. Afin de consolider nos résultats, des études
complémentaires avec I’anticorps anti-BMP peuvent étre envisagées. En effet, I’anticorps anti-
BMP interagit spécifiquement avec le BMP présent dans les macrophages et pas avec le PG.
Une expérience intéressante serait donc d’évaluer les conséquences de 1’anticorps anti-BMP

sur les charges parasitaires, en particulier au niveau de la survie du parasite.

L’ensemble de nos observations semble donc étre en faveur d’un réle du BMP dans I’infection,
qui devra étre confirmé par des expériences complémentaires. Outre la question de la spécificité
du BMP comparativement au PG, le mode d’action du BMP reste a ¢élucider. Nous pouvons

avancer plusieurs pistes d’investigation :

Les travaux de 1’équipe ont clairement démontré que le BMP régule le transport et le
métabolisme du cholestérol dans les macrophages (Arnal-Levron et al., 2019; Delton-
Vandenbroucke et al., 2007; Luquain-Costaz et al., 2013). Or, plusieurs travaux ont mis en
¢vidence la nécessité du cholestérol de I’hote dans I’infection & Leishmania. La phagocytose
dépend de taux normaux de cholestérol dans la membrane plasmique (Pucadyil et al., 2004;
Pucadyil and Chattopadhyay, 2006). Une récente ¢tude a mis en évidence une rétention accrue
du cholestérol issu de I’endocytose des LDL dans la vacuole parasitophore de Leishmania apres
infection. Ceci est en corrélation avec une concentration de cholestérol cellulaire libre séquestré
autour du parasite, détectable sous forme de halo. De plus, le cholestérol li¢ a la membrane de
la cellule hote, bien qu'il ne contribue pas au halo de cholestérol, s'incorpore rapidement aux
parasites (Bouazizi-Ben Messaoud et al., 2017; Semini et al., 2017). Une hypothese est que le
BMP des macrophages serait nécessaire au transfert du cholestérol de 1’hote vers le parasite,
notamment au niveau de la vacuole parasitophore, favorisant ainsi la multiplication et la survie
du parasite. Il serait donc intéressant de quantifier le cholestérol présent dans les amastigotes
apres infection de macrophages supplémentés en DOPG et donc enrichis-en BMP afin de

confirmer le transfert du cholestérol vers le parasite via le BMP.
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Une autre hypothese est que le BMP pourrait favoriser la formation de la vacuole parasitophore.
Des ¢études d’imageries peuvent ainsi €tre envisagées afin de déterminer si le BMP est localisé
au niveau de la vacuole parasitophore. Des marquages avec 1’anticorps anti-BMP associé¢ a

I’anti-Lamp1 et EEA1 pourraient mettre en évidence sa localisation.

En effet, la vacuole parasitophore est constituée de vésicules de la voie endocytique et certains
marqueurs ont été identifiés notamment les marqueurs des endosomes précoces : EEA1 et

tardifs tels que Lamp1 et Lamp2 (Liévin-Le Moal and Loiseau, 2016; Rodriguez et al., 2006).

Les macrophages jouent un role majeur dans la réponse a I’infection. En effet, selon la
polarisation des macrophages M1 ou M2, la réponse du macrophage diffeére. Les deux sous
population expriment des récepteurs de surface différents (Holzmuller et al., 2018). Un
macrophage M1 aura tendance a inhiber la prolifération des parasites notamment par la
production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que des radicaux libres oxygénés dont
I’oxyde nitrique (NO), tandis qu’un macrophage M2 produira des cytokines anti-
inflammatoires et favorise la survie des parasites. Déterminer le profil des macrophages
supplémentés ou non aprés infection par les promastigotes par dosage des cytokines est

essentiel afin de comprendre davantage comment le BMP agit dans I’infection.

L’un des principaux mécanismes de controle de Leishmania est la production d’oxyde nitrique
(NO) a partir de I’acide acide aminé L-arginine qui est converti par I’enzyme oxyde nitrique
synthase (NOS). La production de NO a des taux élevés contribue ainsi aux défenses de I'hote.
La L-arginine est aussi substrat de I’enzyme arginase 1 pour la production de L-ornithine (Rath
et al., 2014). L’infection par L. major chez la souris a établi le paradigme de la réponse Thl et
Th2 : une réponse Thl est associée a la production IFN-y et a I’expression d’oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS), tandis qu’une réponse Th2 est associée a la production de I’'IL-4 et
a l'expression de I’arginase 1. La L-ornithine est le précurseur de la L-glutamine, la L-proline
et des polyamines qui sont essentielles a la survie du parasite Leishmania (Holzmuller et al.,
2018). Le dosage de I’arginine ainsi que de du NO dans les macrophages infectés aprés ou non
supplémentation en DOPG permettrait de déterminer la réponse du macrophage et le role du

BMP dans I’infection.
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Une ¢étude a démontré que le récepteur toll like 4 (TLR4) est modulé par le taux de cholestérol
dans les membranes cellulaires et affecté aussi par le BMP (Ciesielska et al., 2017). Le TLR4
est un récepteur important dans les infections a L. major et L. braziliensis. Les TLR sont
notamment impliqués dans 1’activation en aval de iNOS et COX-2 qui en fait des acteurs clés
dans D’activation des macrophages d’autant plus que le TLR4 peut étre impliqué dans
I’induction de I’arginase 1 (Ciesielska et al., 2017). Des manipulations en utilisant des cellules

mutées sur le TLR4 peuvent étre alors envisagées.
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Partie IV
Discussion générale, conclusion et

perspectives
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L’ensemble de mes travaux renforce I’idée que les lipides de 1’hote comme du parasite
sont importants au cours de I’infection a Leishmania notamment dans sa différenciation. Le
parasite a développé des mécanismes sophistiqués pour manipuler et exploiter le métabolisme
lipidique des cellules hotes. Plusieurs études ont ainsi mis en avant le réle essentiel des lipides
tels que les sphingolipides, les phospholipides et les stérols dans les fonctions membranaires
des parasites et dans leur virulence. En effet, les sphingolipides et les phospholipides sont
essentiels a la survie et a la différenciation des promastigotes. Le cholestérol, quant a lui, est

nécessaire pour I’entrée des parasites et est retrouvé dans la vacuole parasitophore.

Les travaux antérieurs du laboratoire ont mis en évidence une modification des profils
lipidiques du parasite Leishmania au cours de la différentiation promastigote-amastigote avec
notamment un enrichissement en cholestérol en remplacement de 1’ergostérol (Bouazizi-Ben
Messaoud et al., 2017). De plus, 1’analyse de la composition en acides gras des principales
classes lipidiques a révélé un enrichissement en acides gras polyinsaturés en particulier I’acide

arachidonique et I’acide docosahexaénoique.

L’objectif principal de notre premicre étude était de tester I’hypothése selon laquelle les
acides gras AA et DHA dans la forme promastigote pourraient faciliter le processus de
différenciation et/ou I’infection et le développement intracellulaire du parasite, en lien avec les
travaux de Bouazizi Ben Messaoud et al., qui démontrent des changements dans la composition
en acides gras des lipides au cours de la différenciation de la forme promastigote en amastigote.
Pour cela nous avons mis au point un protocole de supplémentation des promastigotes L.
infantum des souches MON-1 et MON-24 avec soit 1’acide arachidonique soit 1’acide
docosahexaénoique et nous avons regardé différents parametres a savoir, I’enrichissement des
promastigotes en acides gras, la production de métabolites oxygénés et le pouvoir infectant des

parasites enrichis.

L’objectif de notre deuxieme étude était de rechercher si le BMP de la cellule hote
pourrait contrdler 1’infection du parasite, notamment au niveau de I’internalisation et de la
survie du parasite dans le macrophage. Nous nous sommes appuyés sur les travaux portant sur
I’enrichissement en BMP des macrophages RAW 264.7 selon le modele de supplémentation
avec le précurseur DOPG (Luquain-Costaz et al., 2013) et avons évalué¢ I’impact de cet

enrichissement en BMP sur différentes étapes d’infection du parasite.
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Pour ces deux études, nous avons choisi d’utiliser 1’espece Leishmania infantum en
particulier la souche MON-1, viscérotrope et la-souche MON-24, dermotrope. La particularité
de I’espéce L. infantum est qu’elle se caractérise par un large polymorphisme enzymatique. La
méthode de référence pour le typage de Leishmania est 1’€lectrophorése enzymatique
multilocus (MLEE). Le plus couramment utilisé¢ est le systétme de Montpellier (MON) qui
repose sur I’analyse de 15 enzymes. A ce jour, cette espéce comprend 30 zymodeémes chez
I’homme. Certains d’entre eux sont liés a la leishmaniose viscérale (MON-27, 28, 72, 77, 187),
d’autres uniquement a la leishmaniose cutanée (MON 11, 29, 33, 78, 111) et certains
zymodemes peuvent causer des cas a la fois de leishmaniose viscérale et de leishmaniose
cutanée tels que MON1 et MON-24 (Aoun et al., 2000; Kallel et al., 2008, 2005; Kuhls et al.,
2008). Cela a été démontré dans différents foyers tels que le sud de la France (Pratlong et al.,
2004), I’Algérie (Marty et al., 1998), la Grece (Frank et al., 1993), I’Italie (Gramiccia et al.,
1992), I’Espagne (Pratlong et al., 2004) et la Tunisie (Aoun et al., 2001; Kallel et al., 2008).
MON-1 est le zymodeéme le plus fréquent chez I’homme dans le bassin méditerranéen. Il est
présent dans 30 pays et représente 70 % de toutes les souches identifiées (Ceccarelli et al.,

2018). Dans le sud de la France, MON-1 représente 88% des zymodeémes identifiés.

Les résultats de I’étude 1 révelent que 1’enrichissement des deux souches en acides gras
AA ou DHA est spécifique. Cet enrichissement soutient le concept selon lequel les
trypanosomatidés, y compris certaines especes de Leishmania, sont capables de récupérer les
lipides de leur environnement hote. Les lipoprotéines plasmatiques telles que les lipoprotéines
de faible densité ont été décrites comme une source importante d'AG fournies sous forme
d'esters de cholestérol et de phospholipides par le biais de processus d'internalisation (Coppens
etal., 1995; De Cicco et al., 2012). De plus, les AG libres exogenes sont efficacement récupérés
par les trypanosomatidés (Berman et al., 1987; Voorheis et al., 1980). En effet, des orthologues
de la protéine de transport des acides gras humains (FATP) ont ét¢ identifiés dans le génome
de L. major et plusieurs études ont suggéré la présence de protéines de liaison aux acides gras
(FABP) et de FATP qui seraient impliquées dans la captation spécifique des FA chez les
parasites Leishmania (Aquina et al., 2021; Maache at al., 2005; Uttara et al., 2014). Les
changements observés dans la composition en acides gras des lipides totaux, sont plus
prononcés dans la souche MON-1 que dans la souche MON-24. Nous avons également mis en
évidence, dans ces conditions, une augmentation de la production de plusieurs dérivés oxygénés

de ces acides gras.
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Une augmentation significative des métabolites oxygénés dérivés de ’AA a été observée pour
les dérivés époxy et hydroxyle tels que le 11, 12-EET, 5-HETE, 8-HETE, 14, 15- EET, 15-
HETE, la PGE2 et la PGD?2 et les dérivés du DHA tels que de 17-HDoHE et de 14-HDoHE
dans les deux souches de L. infantum. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Paloque
et al., qui démontrent une production de 8-HETE, 14 et 17-HDoHe chez les promastigotes
métacycliques (Paloque et al., 2019). Ces dérivés HDoHE sont les précurseurs des médiateurs
anti-inflammatoires (specialized pro-resolving mediators, SPM) tels que les marésines et les
résolvines. Paloque et al., ont rapporté que I’exposition des macrophages aux extraits lipidiques
de promastigotes infectieux contenant a la fois des dérivés AA et DHA induisait la production
de SPM dans les macrophages et leur polarisation en phénotype M2. Nous avons observé que
le 8-HETE et les 14 et 17-HdoHE étaient les principaux métabolites détectés dans les
promastigotes supplémentés en AA ou en DHA, avec le 5-HETE et 1'EET. De plus, la
production plus élevée de ces métabolites dans MON-24 concorde avec I'augmentation plus
¢levée de l'infectivité par rapport 8 MON-1. Nous proposons donc que l'enrichissement des
lipides promastigotes avec AA ou DHA pourrait moduler l'infectiosité du parasite par la
production de métabolites oxygénés bioactifs, en particulier HETE et HdoHE. En outre, d'autres
mécanismes non explorés dans notre ¢tude peuvent également étre considérés comme
l'incorporation d'AA et de DHA dans des especes moléculaires spécifiques de
lipides/glycérophospholipides ou des domaines membranaires spécifiques, la régulation par AA
ou DHA de l'expression de genes spécifiques et/ou l'interaction avec des récepteurs

membranaires (Marion-Letellier et al., 2015).

Dans I’étude 2, nous avons démontré pour la premiere fois la présence du DOPG dans
les deux formes du parasite. Le BMP est localisé au niveau du kinétoplaste et du flagelle chez
la forme promastigote tandis qu’il est retrouvé au niveau de la vacuole parasitophore et du
cytoplasme dans la forme amastigote. L’espece majoritaire du BMP identifi¢ chez Leishmania
est le 16:0/16:0-BMP, a contrario chez les mammiferes I’espéce majoritaire la plus souvent

détectée est le 18:1/18:1-BMP (Besson et al., 2006 ; Bouvier et al., 2009 ; Luquain et al., 2000).

Afin d’évaluer le role du BMP des macrophages dans ’infection par Leishmania, un
modele de supplémentation avec le précurseur DOPG a été utilisé dans le but d’induire une
augmentation du BMP intracellulaires. Différents temps d’infection ont été testés :

I’association, 1’infection et la survie.
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Apres supplémentation en DOPG des macrophages J774, qui conduit a un doublement de la
quantité de BMP, les taux d’infection augmentent apres 2h et 24h pour la souche MON-24 et
seulement apres 24h pour la souche MON-1. De la méme facon est observée une augmentation
des charges parasitaires apres 2h et 24h ainsi que pour la survie. Nos résultats indiquent donc
un effet facilitateur de la supplémentation en DOPG sur I’infection par les deux souches MON-
1 et MON-24. Le suivi de I’infection a différents temps montre un doublement de la charge
parasitaire au niveau de la survie pour les deux souches tandis que les effets sont différents au
niveau des étapes précédentes suggérant que la supplémentation en DOPG régule davantage la

survie du parasite.

Nos différentes observations semblent étre en faveur d’un role du BMP dans I’infection,
cependant ces données devont étre confirmées par des expériences complémentaires afin
d’¢lucider le mode d’action du BMP. Plusieurs pistes d’investigations peuvent étre avancées,
notamment la nécessité du BMP des macrophages dans le transfert du cholestérol de I’hote vers
le parasite, en particulier au nivau de la vacuole parasitophore, favorisant sa mulitplication et
sa survie. Les travaux de I’équipe ont clairement démontré que le BMP régule le transport et le
métabolisme du cholestérol dans les macrophages (Arnal-Levron et al., 2019; Delton-
Vandenbroucke et al., 2007; Luquain-Costaz et al., 2013) et de nombreux travaux ont mis en
évidence la necessité du cholestérol de 1’hote dans ’infection a Leishmania. En effet, la
phagocytose dépend de taux normaux de cholestérol dans la membrane plasmique (Pucadyil et
al., 2004; Pucadyil and Chattopadhyay, 2006). Une autre hypothése est que le BMP pourrait
favoriser la formation de la vacuole parasitophore. Des études d’imageries peuvent étre alors
envisagées afin de déterminer la localisation du BMP au niveau de la vacuole parasitophore.
Celle-ci étant constitué de vésicules de la voie endocytique, certains marqueurs des endomes y
ont été identifiés, notamment les marqueurs des ensomes préoces et tardifs EEA1, Lamp 1 et
Lamp2 (Liévin-Le Moal and Loiseau, 2016; Rodriguez et al., 2006). Difféents marquages
peuvent étre envisagés avec I’anticorps anti-BMP associé a diférents anticorps des endosomes
précoces et tardifs.

Les macrophages jouent un réle déterminant dans la réponse a I’infection. Déterminer le profil
des macrophages M1 (pro-inflammatoire) ou M2 (anti-inflammatoire) supplémentés ou non
apres infection par les promastigotes par dosage de cytokines permettrait de comprendre
d’avantge I’implication du BMP dans I’infection. De méme que de doser I’arginine et le NO

impliquer dans le contrdle de I’infection.
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D’apres I’ensemble de nos observations, il s’avere que la souche MON-24 réponde
davantage a la supplémentation en acide gras, au moins en ce qui concerne la production des
métabolites oxygénés et ’infection ainsi qu'a la supplémentation en DOPG. Nos données
mettent en exergue la souche MON-24 comme modéle pour les manipulations futures,
notamment pour 1’¢tude des mécanismes biochimiques de 1’effet des lipides sur le
comportement du parasite et sur son pouvoir infectant. Cette souche est d’autant plus
intéressante qu’elle peut changer de tropisme. En effet, des études ont rapporté des changements
de tropisme dans le cas de MON-24 notamment dans les coinfections Leishmania/VIH. Le
tropisme est pass€ de leishmaniose cutanée a viscérale (Kuhls et al., 2008). Ce changement de
tropisme a aussi €té observé chez des enfants immunocompétents en Tunisie (Aoun et al., 2001;

Kallel et al., 2008)(Aoun et al., 2001 et Kallel et al., 2008).
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Annexe I : ORP et infection

1. Introduction

Les oxystérols sont des composés produits par 1’oxydation du cholestérol. Ils sont associés
a une grande variété d’effecteurs cellulaires. Parmi ces effecteurs, on retrouve la protéine de
liaison a I’oxystérol (OSBP) et les protéines apparentées a I’OSBP (ORP). Les ORP constituent
une famille de protéines de liaison/transfert des lipides chez les eucaryotes. Plusieurs travaux
ont mis en évidence le role des ORP dans le trafic et ’homéostasie du cholestérol intracellulaire
: le métabolisme des lipides neutres (ORP2), le métabolisme des lipides des macrophages et
des lipoprotéines de haute densité¢ (ORPS) et I’adipogeneése (ORP11) (Kentala et al., 2016;
Pietrangelo and Ridgway, 2018).

Un autre effecteur important des oxystérols est le BMP. Des travaux antérieurs du laboratoire
ont en effet montré que I’augmentation de BMP cellulaire diminue la production intracellulaire
des oxystérols dans des macrophages incubés avec des LDL oxydées. Les effets apoptotiques
des LDL oxydées sont aussi diminués (Arnal-Levron et al., 2019). Cet effet protecteur du BMP
sur la production d’oxystérols apoptotiques est dépendant de I’expression de ORP11 dans les
macrophages : en effet, il est aboli dans des macrophages RAW silencés pour ORP 11.
L’extinction de ORP11 conduit en outre a une réduction de I’efflux du cholestérol corrélée a
une augmentation de la quantité cellulaire de cholestérol libre. Ces observations ont suggéré
que ORPI1 pourrait étre a 1’origine d’une nouvelle voie de transport non vésiculaire du

cholestérol impliquant le BMP (Arnal-Levron et al., 2019).

Le cholestérol joue un réle crucial dans I’infection a Leishmania. Le cholestérol membranaire
des cellules hotes est en effet nécessaire a I’entrée du parasite dans les macrophages. Différentes
¢tudes ont mis en évidence le role du cholestérol de 1’hote en utilisant différentes molécules qui
perturbent la distribution et/ou la synthése de cholestérol dans les macrophages. Dans le cas
d’un traitement avec la methylbetacyclodextrine (MBCD) qui déplete le cholestérol
membranaire et perturbe les radeaux lipidiques, une inhibition de la phagocytose des
promastigotes de L. donovani ainsi qu’une diminution de leur capacité de réplication sont

observées (Rodriguez et al., 2006).
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La lovastatine, qui inhibe I’enzyme HMG-CoA réductase, entraine une réduction de ’entrée
des parasites de L. donovani et une diminution de la charge d’amastigotes intracellulaires
(Kumar et al., 2016). Il a également été rapporté que les parasites Leishmania entravent le trafic
du cholestérol des macrophages provoquant la rétention du cholestérol dans la vacuole

parasitophore (Semini et al., 2017).

Compte tenu du rdle de plusieurs ORP dans la régulation du métabolisme et du trafic du
cholestérol dans les macrophages et de I'importance du cholestérol pour I’entrée et la
multiplication du parasite Leishmania dans ces cellules hotes, nous nous sommes intéressés au
role des ORPs dans I’infection. Nous avons focalisé¢ dans un premier temps nos études sur
ORPI11 en lien avec les travaux antérieurs de 1’équipe. Pour cette étude nous avons utilisé la
lignée de macrophages RAW 264.7 pour laquelle des modeles silencés pour plusieurs ORP ont

€té mis au point (Arnal-Levron et al., 2019)

1I. Matériels et méthodes

1. Culture des promastigotes

Deux isolats de souches humaines de Leishmania infantum, MON-1 responsables de la
LV et MON-24 responsable de la LC ont été utilisés. Les souches LV ont été isolées a partir de
la moelle osseuse ou de leucocytes sanguins et les souches CL ont été isolées a partir de la
sérosité cutanée. Des primocultures de promastigotes ont €té réalisées en milieu biphasique
Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) a 26 ° C avec repiquage toutes les semaines pendant 5 semaines
consécutives. L'identification des isolats a été réalisée par électrophorése des iso enzymes. Les
souches ont été prélevées en Tunisie et le protocole a été revu et approuvé par le comité
d'éthique de 1'Institut Pasteur de Tunis, Tunisie. Les promastigotes sont cultivés a 26 ° C dans
du milieu TC-199 (GE Healthcare, Pasching, Autriche) supplémenté avec 20% de sérum bovin
feetal et 100 ug / ml de pénicilline / streptomycine (Dutscher).

182



2. Culture des macrophages

Nous avons utilis¢ les modeles de macrophage RAW 264.7 silencés pour ORP11 (sn
ORP 11 -/-) et ORP3 (sn ORP3-/-) mis au point par Arnal-Levron M et al., 2019). Les RAW
264.7 sh NT sont des RAW 264.7 présentant un plasmide témoin. Les macrophages ont été
cultivés dans du MEM additionnée d’acides aminés non essentiels, 10% de sérum veau foetal
(SVF) (Dutscher St Quentin Fallavier, France), 25 pg / ml de nanomycopulitine (Dutscher) et
100 pg / ml de pénicilline / streptomycine (Dutscher). Les cultures ont été réalisées a 37 © C

avec 5% de COx.

3. Infection des macrophages

Les macrophages ont été ensemencés dans du MEM sur des lames de verre dans des
plaques a 24 puits a une densité de 70 000 cellules par puits (a ’exception d’un test a plus fort
taux d’ensemencement) et cultivés a 37 © C pendant 24 heures. Les conditions d’infection ont
¢té mises au point en faisant varier le ratio parasite/cellules et la durée d’infection. Les cellules
ont ensuite été lavées 3 fois avec du PBS, fixées dans du paraformaldéhyde a 4% et colorées
avec du DAPI (4 ', 6-diamidino-2-phénylindole) (Life Technologies, Paisley, UK).

Les lames ont été observées par microscopie a fluorescence pour compter les cellules infectées
et non infectées ainsi que les amastigotes intracellulaires. Pour chaque lame, un total de 500
cellules a été observé dans plusieurs champs choisis au hasard. L'infectivité des parasites a été
évaluée par le pourcentage de cellules infectées par rapport au nombre total de cellules

comptées et par le nombre total d'amastigotes intracellulaires (charge parasitaire).

I11. Résultats

1. Mise au point de ’infection des RAW vs RAW NT

Les premieres expériences réalisées sur les macrophages RAW 264.7 ont révélé un
faible taux d’infection, ne dépassant pas 30%, lors des infections avec un ratio parasite/cellule
de 30 :1 pendant 24h. Dans des conditions similaires, le taux d’infection des J774 atteint environ
50%. Différentes conditions ont donc été testées afin de mettre au point le protocole d’infection

des RAW 264,7 et obtenir un taux d’infection plus élevé.
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Les parametres qui ont été modifiés sont :
e Le nombre de cellules ensemencées par puits
e Le nombre de parasite par macrophage (10:1, 30:1)
e Le temps d’infection : 24h et 48h

e L’activation des macrophages avant I’infection par les promastigotes

Selon plusieurs protocoles de manipulations avec des cellules RAW 264.7 les puits étaient
ensemenceés avec 100 000 ou 200 000 cellules par puits (Ghosh et al., 2014; Nadaes et al.,
2020). Afin d’optimiser notre protocole d’infection nous avons compar¢ le pourcentage de
macrophage infecté avec 70 000 cellules par puits contre 200 000 cellules par puits. Nos
résultats démontrent une meilleure infection lorsque les cellules sont ensemencées a un ratio de

70 000 cellules par puits (Figure 53A).

Pour les tests suivants, nous avons modifié le ratio de parasites par cellules. En effet, apres avoir
réalisé des manipulations avec un ratio de 30:1, nous nous sommes apercus que malgré la
proportion €levée de parasites, le niveau d’endocytose restait trés faible avec une majorité de
parasites non internalisés. Les images de microscopie a fluorescence ont montré que les
parasites restaient sous forme promastigote dans le milieu de culture. Ces conditions rendant la
lecture et le comptage difficile et étant donc source d’erreur, nous avons appliqué le ratio de

parasites par cellule 10:1 couramment utilisé.

Nous avons ensuite fait varier le temps d’infection. Les macrophages RAW 264.7 et Sh NT ont
¢été infectés avec des promastigotes des souches MON-1 pendant 24 h ou 48h a un ratio de 10:1
parasites/cellule. Comme le montre la figure 53B, le pourcentage de macrophages infectés est

augment¢ avec un temps d’infection de 48h.

Les différentes conditions testées n’ont pas permis d’atteindre un niveau d’infection élevé, de
I’ordre de 50%. Nous avons donc recherché si 1’activation préalable des macrophages avec du
B-mercaptoéthanol ou du LPS pouvait potentialiser I’entrée des parasites. Les macrophages ont
¢été infectés avec les promastigotes de la souche MON-1 a un ratio de 10:1 parasites par cellules
pendant 48h aprés pré-incubation de 24h avec du B-mercaptoéthanol a 1.10“% M ou du LPS a
100ng/ml. Comme le montre la figure 53C, aucun de ces traitements ne modifie le taux

d’infection.
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En conclusion, les taux d’infection des RAW 264.7 ne dépasse pas les 30% quelles que soient
les conditions testées. Nos résultats sont conformes a ceux rapportés par Nadaes et al., 2020,
avec des taux d’infection inférieurs a 10% chez des macrophages RAW 264.7 infectés par L.

infantum a un ratio de 5:1 parasites par cellule pendant 24h.
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Figure 53. Pourcentage de macrophages infectés entre les RAW 264,7 et les RAW sh NT.

(A) Les macrophages RAW 264.7 et Sh NT ensemencés a 2.10° ou 7.10* ont été infectés avec
des promastigotes des souches MON-1 et pendant 24 h a un ratio de 30:1 parasites/cellule. Les
données sont exprimées sous la forme du pourcentage de macrophages infectés (n=1, en
duplicat. (B) Les macrophages RAW 264.7 et Sh NT ont été infectés avec des promastigotes
MON-1 pendant 24 h ou 48h a un ratio de 10:1 parasites/cellule. Les données sont exprimées
sous la forme du pourcentage de macrophages infectés (n=1, en duplicat). (C) Les macrophages
RAW 264.7 et RAW Sh NT ont été infectés avec des promastigotes MON-1 pendant 48h a un
ratio de 10:1 parasites/cellule. Les données sont exprimées sous la forme du pourcentage de
macrophages infectés (n=1, en duplicat).

B-ME : B-mercaptoéthanol, LPS : lipopolysaccharide.
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2. Effet de ’ORP 11-/- sur ’infection

Paralle¢lement a la mise au point du protocole d’infection des RAW 264.7, nous avons
examiné les effets de la mutation de ORP11. Une mutation sur ORP3 a été choisie comme
contrdle, ORP3 n’étant pas reliée au métabolisme ni au trafic du cholestérol. Différentes
conditions expérimentales ont été appliquées avec des temps d’infection variables : 2h pour
I’association, 24h pour I’infection et 48h pour la survie (24h d’infection + 24h supplémentaire

dans le milieu de culture).

a. Apres 2h d’infection

Les taux d’infection par les 2 souches de Leishmania sont d’environ 4 chez les macrophages
témoins ShNT et environ 5% chez les macrophages ORP11-/- et ORP3 -/-. Nos résultats ne
révelent pas de changement significatif de la charge parasitaire des macrophages ORP11 -/- et

ORP3 -/- par rapport aux macrophages ShNT apres 2h d’infection (Figure 54).

Bl RAW Sh ORP11
B RAW Sh ORP3

Ratio ORPs / Ctrl

MON-1 MON-24

Figure 54. Charge parasitaire chez les macrophages ORP 11-/- et ORP 31-/-. Les
macrophages RAW 264.7 ont été infectés avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-
24 pendant 2h a un ratio de 10:1 parasites/cellule. Les données sont exprimées sous la forme
du rapport de la charge parasitaire chez les macrophages ORP 11 -/- et ORP 3 -/- sur la charge
parasitaire chez les macrophages témoins (sh NT) et sont la moyenne + SD de 3 expériences

indépendantes.
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b. Aprés 24h d’infection

Dans la figure 55, nos résultats ne révelent pas de changement significatif sur I’infection
des macrophages ORP11 -/- et ORP3 -/- par rapport aux macrophages ShNT apres 24h

d’infection. Les taux d’infection sont d’environ 10 % chez les macrophages ShNT, ORP 11 -/-

et ORP 3 -/-.

Bl RAW Sh ORP11
B RAW Sh ORP3

Ratio ORPs / Ctrl

MON-1 MON-24

Figure 55. Charge parasitaire chez les macrophages ORP 11-/- et ORP 31-/-. Les
macrophages RAW ont été infectés avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-24
pendant 24h a un ratio de 10:1 parasites/cellule. Les données sont exprimées sous la forme du
rapport de la charge parasitaire chez les macrophages ORP 11 -/- et ORP 3 -/- sur la charge
parasitaire chez les macrophages témoins (sh NT) et sont le £ SD moyen de 3 expériences

indépendantes.

Nous avons aussi testé le ratio 30:1 et confirmé 1’absence d’effet de la mutation ORP11 -/-

(Figure 56 et tableau 5).
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Figure 56. Charge parasitaire chez les macrophages RAW sh ORP 11-/-. Les macrophages
RAW ont été infectés avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-24 pendant 24 h a
un ratio de 30:1 parasites/cellule. Les données sont exprimées sous la forme du rapport de la
charge parasitaire chez les macrophages ORP 11 -/- sur la charge parasitaire chez les

macrophages témoins (sh NT) et sont le = SD moyen de 4 expériences indépendantes.

Tableau 5. Pourcentage de macrophages RAW sh NT et RAW ORP 11-/- infectés par des
promastigotes MON-1 et MON-24. Les données sont exprimées en pourcentage et le + SD

moyen de 4 expériences indépendantes.

MON-1 (%) MON-24 (%)

RAW sh NT 30,7+ 11,63 30,67 £ 10,4

RAW ORP 11-/- 30,18+9,28 31,21 £13,8
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¢. Evaluation de la survie intramacrophagique

Dans la figure 57, nos résultats ne révelent pas de changement significatif sur la survie des

macrophages ORP11 -/- et ORP3 -/- par rapport aux macrophages témoins.

2.5
Bl RAW Sh ORP11
2.0 Bl RAW Sh ORP3
1.5=

1.0

Ratio ORPs / Ctrl

0.5+

0.0-
MON-1 MON-24

Figure 57. Charge parasitaire chez les macrophages ORP 11-/- et ORP 31-/-. Les
macrophages RAW ont été infectés avec des promastigotes des souches MON-1 et MON-24
pendant 24h a un ratio de 10:1 parasites/cellule. Apres 2 lavages au PBS les cellules sont
maintenues en culture 24h supplémentaire. Les données sont exprimées sous la forme du
rapport de la charge parasitaire chez les macrophages ORP 11 -/- et ORP 3 -/- sur la charge
parasitaire chez les macrophages témoins (sh NT) et sont le + SD moyen de 3 expériences

indépendantes.

IVv. Conclusion

Les travaux exposés ici ont visé a examiner les conséquences des mutations de ORP11
ou ORP3 chez les macrophages sur I’infection par les souches de L. infantum MON-1 et MON-
24. Nos résultats ne montrent aucun effet significatif de la mutation de ORP11 ou ORP3, que
ce soit au niveau du taux d’infection ou de la charge parasitaire, et ce quel que soit le stade de

I’infection.
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V. Discussion

Dans cette étude dédiée au role potentiel des ORP dans I’infection par Leishmania, nous
avons choisi d’utiliser le mod¢le de macrophages RAW 264.7 dont des souches mutées de ORP,
ORP11 et ORP3. Il est connu que les taux d’infection d’une souche de parasite dans un type de
macrophage sont assez variables du fait de la variation intrinseque imprévisible et la virulence
du parasite et du potentiel de multiplication intracellulaire.

Il nous a donc fallu dans un premier temps mettre au point les conditions d’infection des RAW
264.7 par les souches L. infantum sur lesquelles nous travaillons principalement au laboratoire
(MON-1 et MON-24). L’ensemble des tests réalisés a fois sur les RAW 264.7 wild type et les
souches mutées (ShNT, ORP11, ORP3) n’a toutefois pas permis d’atteindre un taux d’infection
suffisamment ¢levé, rendant difficile I’interprétation des résultats quant au role de la mutation
ORP11 dans I’infection.

Une ¢étude a comparé les capacités de phagocytose de différentes lignées de macrophages
infectés par L. infantum tels que les THP-1, les RAW 264.7, les J774 et les U937 ainsi que des
macrophages primaires (macrophages dérivés de moelle osseuse de souris Swiss et BALB/c,
cellules d’exsudat péritonéal primaire dérivées de souris (PEC) et des cellules mononuclées du
sang périphérique humain (PBMC)). Une phagocytose rapide est observée pour les cultures
primaires. Concernant les lignées cellulaires, le taux de phagocytose des J774 est 1égerement
supérieur a celui des RAW 264.7. Le taux de multiplication est plus élevé chez les J774 cultivés
dans du RPMI-1640 que dans du milieu DMEM et plus important que chez les macrophages
RAW 264.7 (Hendrickx et al., 2019).

Une autre étude a comparé I’infection de macrophage RAW 264.7 par L. infantum ou L.
amazonensis. Apres 2h d’infection, le pourcentage de macrophages infectés par L. amazonensis
est de 17% contre 5% seulement avec L. infantum. De méme a 24h, ou les taux d’infection sont
de 22% et 7% respectivement pour L. amazonensis et L. infantum. Ces données corroborent nos
résultats sur le faible taux d’infection des RAW 264.7 par L. infantum (Nadaes et al., 2020).
Afin d’augmenter le taux d’infection des RAW 264.7 par L. infantum, de nouvelles expériences
peuvent étre envisagées notamment en utilisant des amastigotes recueillis ex vivo ou en
centrifugeant les plaques de cellules avec les parasites. L utilisation d’amastigotes ex vivo
fournit des taux d’infection plus ¢€levés par rapport aux promastigotes métacycliques

(Hendrickx et al., 2019).
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La génération de promastigotes métacycliques d’isolats cliniques reste difficile du fait des
différences spécifiques de la souche avec notamment des taux de croissance différents.

Nos résultats préliminaires semblent exclure un réle des protéines ORP11 et ORP3 dans
I’infection a Leishmania. Toutefois, ces observations doivent étre analysées avec prudence
compte tenu du tres faible taux d’infection des macrophages RAW 264.7. En effet, dans
I’hypothése ou ORP11 favoriserait le transfert du cholestérol des macrophages vers la vacuole
parasitophore, son extinction pourrait entrainer une diminution de la charge parasitaire. Cet
effet est difficile a mettre en évidence dans des conditions d’infection déja trés faible chez les
macrophages controles (ShNT). Les travaux antérieurs de 1’équipe ont impliqué la protéine
ORPI11 dans le métabolisme/transport de cholestérol régulé par le BMP. Plus précisément, il a
¢té montré que le BMP régule la production intracellulaire de dérivés oxydés du cholestérol
selon un mécanisme dépendant de ORP11. A noter toutefois que la mutation ORP11 seule est
sans effet sur I’oxydation du cholestérol. Compte tenu de nos observations préliminaires qui
suggerent un role du BMP dans ’infection par Leishmania, il serait intéressant de rechercher

I’implication de ORP11 dans ce processus.
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Annexe 11 : Etude d’un nanovaccin orale contre

CEchinococcose.

L’échinococcose kystique représente un probléme de santé publique et d’¢levage majeur en
particulier dans les pays en développement. Elle est présente dans les pays tempérés, y compris
en Amérique latine, en Océanie, sur I’ensemble du littoral de la mer Méditerranée, en Chine,
en Afrique du Nord et de I’Est et en Australie. Cette zoonose est causée par I’ingestion du
cestode Echinococcus granulosus. Le stade adulte est retrouvé entre les villosités de ’intestin
gréle des carnivores canins, 1’hote définitif. La croissance du stade larvaire dans les organes tel
que le foie et les poumons provoque des signes cliniques chez les hotes intermédiaires : les
moutons et les bovins. Les hommes sont des hdtes intermédiaires accidentels du parasite. Ces
différents hotes intermédiaires se contaminent en ingérant les ceufs des vers adultes retrouvés

dans les feces de I’hote définitif (Rossi et al., 2012).

Dans de nombreuses zones endémiques, des programmes de prévention et de lutte ont été
instaurés. Des programmes d’éducation sanitaire des populations sont mis en place ainsi qu’une
surveillance de 1’abattage des animaux et le traitement répété des chiens domestiques avec le
praziquantel (DRONCIT ®) cependant ces programmes représentent une charge financiére

¢levée pour les pays en développement.

Un vaccin contre I’hydatidose est donc une alternative souhaitable pour assurer la
prévention a long terme de la maladie et compléter les programmes de lutte actuels.
L’¢laboration d’un vaccin recombinant administré par voie orale a un petit nombre de chiens
permettrait de diminuer le nombre des vers adultes d’Echinococcus granulosus et, par
conséquent, le nombre d’ceufs infectieux. Cependant, la mise au point d’un tel vaccin est

difficile du fait de la réponse immunitaire développée par I’hote (Zhang and McManus, 2008).

Dans des travaux antérieurs, notre équipe de recherche a mis en évidence deux protéines
recombinantes : EgTrp (Echinococcus granulosus tropomyosine) et EAg31 (Echinococcus
granulosus paramyosine) en tant que candidat potentiel pour le vaccin. La vaccination chez le
chien utilisant Salmonella génétiquement modifiée comme vecteur et produisant les antigénes
recombinant EgTrp et EAg31 a réduit la charge des vers adultes d’environ 70-80% (Petavy et
al., 2008). Malgré une bonne immunogénicit¢ de ce vaccin, I’utilisation de bactéries
génétiquement modifiées comme systeme de distribution pourrait étre considéré comme un

probléme environnemental et éthique.
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Par conséquent, le développement d’un autre systéme d’administration orale des antigenes

recombinants est un enjeu majeur dans la lutte contre E. granulosus.

La meilleure voie d’administration d’un vaccin contre Echinococcus granulosus est la voie
orale permettant de cibler I’immunité mucosale et de faciliter la campagne de vaccination.
Cependant, les antigeénes protéiniques administrés doivent résister a I’environnement du tractus
gastro-intestinal (TGI), persister dans la lumiére intestinale afin d’adhérer suffisamment
longtemps pour étre phagocytés par les cellules de I'intestin. Les peptides et les protéines
administrées par voie orale n’ont pas une bonne disponibilité a cause de leur instabilité dans le
tractus gastro-intestinal entrainant une dégradation prématurée. Les nanoparticules polymeres
biodégradables sont une bonne alternative. Ce sont des vecteurs colloidaux de taille comprise
entre 10 et 100 nm et elles possédent de nombreux avantages tels que la protection antigénique,
une libération prolongée et la co-administration d’adjuvant (Zhao et al., 2014). Dans le cas de
la vaccination orale, les nanoparticules permettent une stabilité dans le TGI, protégent les
antigeénes encapsulés de I’environnement gastro-intestinal tout en améliorant le transport a
travers les muqueuses et permettent une vaccination plus ciblée au niveau des sites d’infection
(Chadwick et al., 2010). Pour ces raisons, les nanoparticules représentent un bon systeme

d’administration pouvant remplacer le systéme de Salmonella.

Des systemes de délivrance d’antigénes a bases de nanoparticules ont fait 1’objet de
recherche et ont été testés en tant que nanovaccin dans différentes maladies tel que le paludisme
(Moon et al., 2012) et la dengue (Hunsawong et al., 2015) avec des résultats prometteurs. Les
deux polymeres les plus utilisés sont le poly (D, L-lactide-co-glycolyde) (PLGA) et I’acide
polylactique (PLA). Ce sont tous deux des polymeres biodégradables approuvés par la FDA.
Ce systeme est utilis¢ afin d’améliorer 1’administration ciblée au niveau des cellules
présentatrices d’antigénes (APC) comme les cellules dendritiques (DCs) et par conséquent
d’augmenter la réponse immunitaire (Elamanchili et al., 2004). Ces cellules controlent une
majeure partie de la réponse immunitaire adaptative en internalisant I'antigéne via différents
récepteurs et en les traitant via les voies du complexe majeur d’histocompatibilité (Sehgal et

al., 2014).
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A ce jour, I’équipe de recherche a mis au point un nouveau systéme d’administration
vaccinal qui consiste en deux antigénes recombinants d’E. granulosus encapsulés dans des
nanoparticules de polymére. Afin d’augmenter la réponse immunitaire ils ont ajouté a la
formulation le monophosphoryle lipide A. Dérivé du lipopolysaccharide bactérien LPS et non
toxique, c’est un puissant activateur des cellules dendritiques via les récepteurs Toll-like 4 qui
a été approuvé par la FDA comme adjuvant vaccinal (Tyler et al., 2016).

Ce signal de danger induit une maturation des cellules dendritiques conduisant a la régulation
des molécules MHC de classe II et co-stimulatrices CD80, CD86 et CD40, ainsi que la

régulation de la sécrétion des cytokines inflammatoires (Ismaili et al., 2002).

Les nanoparticules de polymeéres ont une charge négative ce qui limite les interactions avec
les surfaces cellulaires induisant une absorption plus faible. Pour faire face a cette charge
négative, un polymere cationique peut tre utilisé : le chitosan (Li et al., 2013). Le chitosan est
un polymére naturel biocompatible, lentement biodégradable et non toxique. Il permet
d’amplifier 1’absorption de médicament macromoléculaire hydrophiles et possedes des
propriétés bioadhésives (Thanou et al., 2001). Il a é¢galement des propriétés gélifiantes lorsqu’il
interagit avec des contres-ions ce qui facilite son utilisation dans I’enrobage de nanoparticules.
Des recherches approfondies ont ét¢ menées sur le chitosan comme vecteur de vaccin. Il est

employé pour une administration prolongée et ciblée de macromolécules.

Ce nanovaccin (EgTrp et EAg31 encapsulées dans des nanoparticules de PLA, formulés
avec le MPLA et enrobés de chitosan) a été testé sur des chiens et a montré des résultats
encourageants (en cours de publication). De plus, des résultats préliminaires in vitro ont
cependant montré une différence d’internalisation des nanoparticules dans les cellules

dendritiques lorsque celles-ci sont enrobées de chitosan.
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Pour cette étude, j’ai réalisé les manipulations suivantes :

1. Formulation du nanovaccin
a. Obtention de la protéine recombiannte
e Production de la portéine EgTrp
e Pruification de la portéine EgTrp
e Dialyse
e Electrophorese
e Lyophilisation
e Dosage de la quantité de protéine par la méthode de Bradford
b. Obtention des nanoparticules
e Préparations des nanoparticules
e Modification de la surface des nanoparticules avec le chitosan
o Caractérisation des nanoparticules
2. Effet du nanovaccin sur les cellules dendritiques de souris
a. Différenciation et activation des cellules dendritiques par les nanoparticules
e  Génération des dendritiques murines
e Incubation des nanoparticules avec les cellules dendritiques

b. Etude de I’internalisation par les cellules dendritiques

3. Effet du nanovaccin sur les cellules Caco-2
Maintien de la culture
b. Incubation des nanoparticules avec les cellules
c. Observation au microscope ¢€lectronique a transmission et microscopie

fluorescence
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Highlights (for review)

Highlights

e Hydatid infection caused by the cestode Echinococcus granulosus is still one of the
major zoonoses, affecting humans as well as domestic and wild animals worldwide.

e Vaccination of dogs, the main definitive hosts, may provide significant clinical and
epidemical outcomes by arresting the development of adult tapeworms.

e Biodegradable polymeric particles (NPs) are promising vehicles for orally antigen
delivery because their physicochemical properties can be adapted to the particular
environment of the gastro-intestinal tract.

e The addition of chitosan increased the internalization of nanoparticles and promoted
their adhesion to the mucosa.
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Abstract

Dogs are the main source of animal and human cystic echinococcosis caused by the Cestode
parasite Echinococcus granulosus. Dog vaccination seems to be a good strategy to control this
parasitic disease. Here we present the development of a polymeric nanoparticle-based oral vaccine
for dogs against Echinococcus granulosus delivered in enteric-coated capsules. To achieve our
target, we encapsulated two recombinant antigens into biodegradable polymeric nanoparticles in the
presence of Monophosphoryl lipid A as an adjuvant to ensure efficient delivery and activation of a

protective mucosal immune response. The formulated delivery system showed a nanoparticle size
1
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less than 200 nm with more than 80% antigen encapsulation efficiency and conserved integrity and
immunogenicity. The nanoparticle surface was coated with chitosan to enhance adhesion to the gut
mucosa and a subsequent antigen delivery. Chitosan-coated nanoparticles showed a higher cell
internalization in murine macrophages and dendritic cells as well as a higher penetration into Caco-
2 cells in vitro. Antigen-loaded nanoparticles were freeze-dried and enteric-coated capsules were
filled with the obtained powder. The obtained results show a promising nanoparticles delivery system

for oral vaccination.

1. Introduction

Hydatid infection caused by the cestode Echinococcus granulosus (E. granulosus) is still one of the
major zoonoses, affecting humans as well as domestic and wild animals worldwide (Thompson &
Jenkins, 2014). The parasite requires two mammalian hosts to complete its life cycle. The adult worm
develops in the intestine of the definitive host (dogs), and the eggs are shed with the host’s feces.
They are able to infect a wide variety of intermediate hosts (herbivorous and omnivorous animals)
including humans that are accidentally infected. The development of the eggs to larval stages
throughout the internal organs, especially the liver and lungs, causes Hydatid Disease. E. granulosus
is distributed worldwide and the WHO has estimated that more than 1 million people are affected by
echinococcosis at any one time for around US$ 3 billion of annual costs for treating cases and losses
to the livestock industry. Control programs developed in several countries using antiparasitic drugs
in sheep or dogs gave limited results in stopping the infection and the disease’s frequency
(Torgerson & Heath, 2003).

Vaccination could be the most effective strategy to control this infection. Vaccination of dogs, the
main definitive hosts, may provide significant clinical and epidemical outcomes by arresting the
development of adult tapeworms (Pourseif et al., 2018). Several authors have demonstrated that
dogs can develop a protective immunity against E. granulosus through repetitive natural infections
(Gemmell, 1962; Movsesijan et al., 1968) or by immunization with native proteins (Zhang et al., 2006)
suggesting that it is possible to develop a vaccine using parasite recombinant antigens to develop

protective immunity.
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Vaccination at the site of infection is highly desirable to obtain a local mucosal defense at the entry
pathways of pathogens. Indeed, mucosal delivery is the only vaccination route that induces both
mucosal and systemic immune responses, especially if the vaccine contains adjuvants,
immunostimulators or carriers. Locally produced secretory IgA constitute over 80% of all antibodies
produced in mucosa-associated tissues and are considered to be among the most important
protective humoral immune factors. However, induction of a robust protective immune response by
oral immunization requires successful delivery of the intact and active antigen to Antigen Presenting
Cells (APCs) of the intestine mucosa (Vela Ramirez etal., 2017). To be effective, the antigen delivery
system must: (i) protect the antigen from the highly acidic environment of the stomach (pH 1-3) and
from the presence in the duodenum and jejunum of proteolytic enzymes responsible for protein
degradation, (ii) ensure transport of the antigen across the mucosal barrier, to APCs, and (iii),
enhance the immune responses elicited via adjuvants.

In previous works, our team has identified two recombinant proteins EgTrp (E. granulosus
tropomyosin) and EgA31 (E. granulosus paramyosin) as potential vaccine candidates (Esteves et
al., 2003; Fu et al.,, 1999). Recombinants antigens were tested for their immunogenic properties
confirming the interest to use them for future vaccine development (Saboulard et al., 2003; Pétavy
et al., 2008). Furthermore, our first vaccination trials in dogs using these recombinant proteins
administered orally induced a high level of protection with high immunogenicity and decreased the
parasite burden by more than 70% (Pétavy et al., 2008). This vaccine system using an attenuated
Salmonella delivery system expressing both recombinant antigens could be considered as an

environmental problem (Karch & Burkhard, 2016). For these reasons, developing a safer alternative

vaccine delivery system for these recombinant antigens, suitable for dog oral administration could
be an interesting strategy in the control plans against E. granulosus.

Biodegradable polymeric nanoparticles (NPs) have been described as a potential antigen delivery
system for systemic and mucosal vaccine development (Zhao et al., 2014). For these reasons, we
decided to develop a robust antigen delivery system based on nanoparticles. As a matter of fact,
polymeric particles are promising vehicles for orally antigen delivery because their physicochemical

properties can be adapted to the particular environment of the gastro-intestinal tract. We previously
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reported the feasibility to encapsulate EgTrp as antigen and the monophosphoryl lipid A (MPLA) as
adjuvant in polymeric NPs. The developed system was evaluated in vitro on canine monocyte-
derived dendritic cells (cMoDC) confirming the ability of such a system to deliver the antigen and
induce cMoDC maturation and autologous T CD4+ proliferation more efficiently than the antigen
alone (Milhau et al., 2020).

In the present work, we report the design of an oral vaccine delivery system using the two
recombinant antigens (EgTrp and EgA31), with a coating of the MPLA-NPs with chitosan (CS) and
by testing enteric-coated capsules to protect the freeze-dried antigen-loaded CS-MPLA-NPs. The
interactions of this nanoparticle delivery system were evaluated on Caco-2 cells (a human intestinal
cell line), mouse macrophages (J774A cell line) and mouse dendritic cells to observe the effect of
chitosan.

Chitosan is a cationic polysaccharide with advantageous properties for oral delivery, including
enhanced mucoadhesion through interactions between the positive charges of the polymer and the
negatively charged intestinal cells membrane, and an ability to facilitate antigen transport across the
mucosal barrier either through a paracellular route by a reversible disruption of epithelial tight
junctions or via transcytosis through enterocytes (Xia et al., 2015). However, chitosan coating is
limited by its high solubility in acidic conditions and must be protected from gastric hyper-acidity.
Consequently, we tested different enteric-coated capsules to complete this formulation. Enteric-
coated capsules must protect NPs from the highly acidic conditions of the stomach, but must be
rapidly dissolved in the less acidic condition of the duodenum to release NPs and allow chitosan to

exert its effects.

2. Materials and methods
2.1. Vaccine formulation
2.1.1. Antigen production and purification

The recombinant EgTrp antigen was produced as previously described (Milhau et al., 2020).
pQIA-EgTrp was expressed in M15 (pREP4) (Qiagen) Escherichia coli strain. Bacterial cells
containing the relevant expression plasmid were cultured at 37°C in yeast extract and tryptone media

supplemented with ampicillin/lkanamycin, up to 600 nm. EgTrp expression was induced by the
4
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addition of 1.5 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside and incubated for further 3 h. After
centrifugation at 5,000 rpm for 25 min, the cells were collected and re-suspended in cell lysis buffer
(50 mM phosphate buffer pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole) and ruptured by sonication. Cellular
debris were removed by centrifugation at 15,000 x g for 30 min at 4°C, and the supernatant was
loaded onto His-Trap column (GE Healthcare). Elution was performed in the same lysis buffer with
increasing concentrations of imidazole (100 mM, 200 mM, 300 mM, 500mM).

The EgA31 coding region cloned into the vector pET22b (NEB) was expressed in the
Escherichia coli BL21 strain and the antigen was subsequently purified according to the same
protocol as the one previously described for EgTrp, except that 8 M urea was used for the lysis and
elution buffers. The eluted fractions were analyzed by SDS-PAGE using the PageRuler Prestained
Protein Ladder (0 to 170 kDa - Thermo Scientific) as molecular weight markers and MALDI-TOF

mass spectrometry.

2.1.2. preparation of recombinant antigen-loaded nanoparticles

The two recombinant antigens were encapsulated separately into polymeric nanoparticles
using the emulsion-diffusion-solvent evaporation method as described in our previous article (Milhau
et al., 2020). First, poly (D,L) lactic acid (PLA) (Mw 20000, Evonik Biomaterials) was dissolved in 20
mL of ethyl acetate at a final concentration of 5 %. The adjuvant MPLA (Monophosphoryl-lipid A from
Salmonella enterica serotype Minnesota Re 595, Sigma-Aldrich) previously solubilized in a
methanol-chloroform mixture (1:4 v/v) was then introduced into the organic phase with magnetic
stirring. The first emulsion was made by adding dropwise the internal aqueous phase (about 4 mg
of EgTrp or EgA31 in 2 mL of their elution buffers) to the organic phase under magnetic stirring
combined with sonication at a 25 % amplitude (S-4000, Misonix) for 2 minutes. The second emulsion
was made by dropping the first emulsion in 40 ml of a polyvinyl alcohol (PVA, 31000 MW, Sigma-
Aldrich) aqueous solution (2%) in the same conditions for another 2 min on ice. The final preparation
was stirred for 20 minutes. Finally, the organic solvent was evaporated at 40°C and 200 mBar using
a rotary evaporator (Rotavapor® RE-140, Biichi, Switzerland). The final nanoparticle suspension
was adjusted to 40 ml final volume with demineralized water and was stored at 4°C for further use.

Blank-MPLA-NPs were prepared in similar conditions by replacing the antigen and the elution buffer
5

203



144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

by 2 mL of distilled water. For the evaluation of NPs internalization, Nile red (Sigma-Aldrich), a
fluorescent marker, was added (4 mg of Nile Red per gram of PLA) to the organic phase and these

Nile red marked nanoparticles (NR-MPLA-NPs) were prepared as described above.

2.1.3. Preparation of Chitosan-coated nanoparticles

In order to prepare Chitosan-coated nanoparticles (CS-MPLA-NPs), after organic solvent
evaporation NPs were treated as described before by Wang et al.,(2013) after modifying the
operative conditions. The NP suspension was first centrifuged at 28000 g for 15 min and the
supernatant was decanted to eliminate the PVA. NPs were then suspended in CS (deacetylation
275%, Sigma-Aldrich) in a hydrochloride acid aqueous solution and kept under magnetic stirring for
different periods of time. The suspension was then centrifuged at 28000 g for 15 min, the supernatant
was decanted to eliminate excess of CS and finally CS-MPLA-NPs were suspended in deionized
water. Different chitosan concentrations (0.025 — 0.1%) and incubation periods (1, 4 or 24 hrs) were
tested in order to obtain the optimal positive charge of NPs. The NPs used for in vitro and in vivo
evaluations were prepared with the selected conditions using 0.1% of CS solution and 4 hrs of

incubation.

2.1.4. NP freeze-drying and capsule filling

To ensure long term stability, CS-EgTrp-MPLA-NPs and CS-EgA31-MPLA-NPs were
lyophilized and capsule-filled separately in order to avoid stability problems. Mannitol was added to
the NP suspension at a final concentration of 2% as a lyoprotectant and a bulking agent. The NP
suspension was frozen for 3 hrs at —80°C before the sublimation step. Lyophilization was performed
in laboratory-scale freeze-dryer (Alpha, Christ) at a shelf-temperature of -15 °C and a pressure of
500 pBar for 20 hrs. Hard capsules were then filled with the lyophilized NP containing 250 ug of
antigen per capsule and kept at room temperature. For this step two types of hard capsules were
tested: hard gelatin capsules (Capsugel®) and hydroxypropyl methyicellulose capsules containing
gellan gum (DRcaps, Capsugel®). Finally, enteric-coating was done by immersing the capsules in

ethanol containing 6% of an anionic copolymer based on methacrylic acid and ethyl acrylate
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(EUDRAGIT® L100-55). The disintegration and dissolution assays were performed as described in

the European Pharmacopeia at acidic (pH 1.2) and alkaline (pH 6.8) conditions.

2.2. Nanoparticle characterization
2.2.1. Average size, zeta potential and morphology

The NPs average size, size distribution and zeta potential in an agqueous environment were
investigated by dynamic light scattering and laser microelectrophoresis using the Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments, UK) at 25°C. Nanoparticles’ morphology was observed by transmission
electron microscopy (TEM) using a CM 120 microscope (Philips, Eindhoven, Netherlands) operating
at an accelerating voltage of 80 KV. A drop of NP suspension was placed on a copper grid and

stained by 1% of sodium silicotungstate in deionized water.

2.2.2. Antigen encapsulation efficiency

To evaluate the encapsulation efficiency, the NP suspension was centrifuged (28000 g for
30 min) in order to separate the free antigen from the encapsulated one. Afterwards, the total amount
of protein in the total formulation (T), the unencapsulated-protein in the supematant (SN) and the
encapsulated-protein in the pellet (P) were compared. Acetonitrile was used to dissolve the NP
polymer and to extract the antigen. The protein obtained after this procedure was quantified with the
Bradford reagent (Sigma-Aldrich). The encapsulation efficiency (EE) was then calculated as the
percentage of the protein amount found in the pellet compared to the protein amount added to the

process.

2.2.3 Antigen integrity

The extracts form the NP suspension, the supematant and the pellet were also analyzed by
12.5 % SDS-PAGE stained with Coomassie Blue to assess for their integrity. Recombinant EgTrp
and EgA31 treated or not with acetonitrile were used as controls. For Western Blot analysis, an anti-

EgTrp rabbit immune serum was used.

2.3. In vitro evaluation of interactions between nanoparticles and the intestinal environment
7
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2.3.1. In vitro tests in acidic conditions

To evaluate the antigen protection against gastrointestinal degradation, antigen-loaded
MPLA-NP suspensions were first incubated in an aqueous solution at pH 1.6 and pH 6.8 simulating
the gastric and intestinal conditions for 2 and 6 hours, respectively. Afterwards, they were incubated
for 2 hrs in an artificial gastric environment containing pepsin (SGF) prepared according to the

European Pharmacopeia recommendations.

2.3.2. Interactions with Caco2 cells

Caco-2 cells were seeded in a 6-well microplate at a density of 6.10° cells/well in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — high glucose containing 10% (v/v) foetal bovine serum (Sigma, St-
Quentin Fallavier, France), 1% MycoKill AB (GE healthcare, Pasching, Austria) and 2 % Penicillin /
Streptomycin (Dutcher, France) and incubated overnight at 37°C with 5% CO.. After 24 hrs, they
were incubated with NR-MPLA-NPs and CS-NR-MPLA-NPs at a final 1:100 dilution and observed
by confocal laser scanning microscopy (Zeiss Axiovert 200M). For transmission electron microscopy,
the cells were fixed with 4% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.4, post-fixed with 1%
osmium tetroxide and 0.8% potassium ferrocyanide in 0.1 M cacodylate buffer, dehydrated in a
graded series of acetone and embedded in Epon. Ultrathin sections were stained with uranyl acetate
and lead citrate and observed under a Jeol 1400 JEM transmission electron microscope (Tokyo,

Japan) set at 120 kV.

2.3.3. Interactions with mouse APC
2.3.3.1. Murine macrophages

The cytotoxicity of NP preparations was tested on mouse J774A macrophages using the Cell-
Titer 96 non-radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) kit (Promega, Madison, WI, USA). The
BALB/c mice cell line J774A.1 (European Collection of Cell Culture) was maintained at 37 °C with

5% CO7 in RPMI-1640 (Dutscher, France) containing 10% (v/v) foetal bovine serum (Sigma, St-
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Quentin Fallavier, France), 1% MycoKill AB (GE healthcare, Pasching, Austria) and 1.5% Penicillin
|/ Streptomycin (Dutscher, France). They were seeded in 96-well microplates in 50 yL of Minimal
Essential Medium (Life Technologies, Carisbad, CA, USA) supplemented with 10% Fetal Bovine
Serum (Life Technologies) and incubated overnight at 37°C with 5% CO; until the cells covered 80
to 90 % of the bottom of the well. After that, the macrophages were incubated for 24 hours with

several formulation dilutions ranging from 1:10 to 1:1000.

For uptake studies, NR-MPLA-NPs and CS-NR-MPLA-NPs were used to track their
internalization inside macrophages with a final dilution of 1:100. The macrophages were incubated
for 2h with NPs and the medium was replaced. After 24h, the samples were counterstained with the
nucleus-specific Hoechst 33342 fluorescent dye and observed by confocal laser scanning

microscopy (Zeiss Axiovert 200M).

2.3.3.2. Murine bone marrow derived dendritic cells

Bone marrow cells were obtained from femurs and tibias of C57BL/6 mice and treated with
red blood cells lysis buffer. All mice were raised in SPF environment with free access to standard
food and water. This study was approved by the Animal Ethics Committee of the University Claude
Bernard of Lyon. The bone marrow cells were differentiated into DCs as described previously [19]
by resuspension in RPMI-1640 culture medium containing 10% (v/v) foetal bovine serum (Sigma,
St-Quentin Fallavier, France), 1% Mycokill AB (GE healthcare, Pasching, Austria) and 1% Penicillin
| Streptomycin (Dutscher) with 20 ng/ml granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) (Sigma, USA) and 50 uM 2-mercaptoethanol. They were cultured for 5 days at 37°C with 5%

CO, to ensure differentiation and obtain CD11c+ cells. DCs were seeded on Lab-Tek || Chamber
Slides™ 4-well Glass slides overnight at 37°C with 5% CO,. After 24 hrs, cells were incubated with
NR-MPLA-NPs and CS-NR-MPLA-NPs at a 1:100 dilution for 24hrs, after which the medium was

replaced. The cells were observed by fluorescent microscopy (LEICA DM400 B LED).

3. Results
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3.1. Characterization of the vaccine nanoparticles

Both blank and antigen-loaded MPLA-NPs were obtained with a mean size near to 200 nm
(Table 1). All NP preparations showed a slight negative surface charge of about -3 mV. The
encapsulation efficiencies for the two antigens were near 85% (Table 1). Moreover, scanning
microscopy images confirmed the spherical shape and the measured size of the NPs (Fig. 1A, B and
C).

Table 1 Characterization of antigen-loaded MPLA-NP prepared by the double emulsion technique.

Sample Particlt(ennr:;an size Polyidni‘sizirsity Zeta potential (mV) E:ft;::;snl:::t:;t;
Blank-MPLA-NP 201.5+17.1 0.12 £0.03 -3.14 % 1.40 =
EgA3]r.\l-2/IPLA- 189.5+11.2 0.22 + 0.16 -2.92+ 1.36 84.7+3.2
EgTrp-MPLA-NP 185.0+5.8 0.22+ 0.16 -2.92+ 1.36 85.6+1.4

SDS-PAGE analysis was carried out on the antigen extracts from total NP suspension, the
supernatant and the pellet. The extraction method didn’t alter the antigens’ integrity since the antigen
had similar bands whether acetonitrile-treated or not (Fig. 1D and E). The molecular mass of the
antigens eluted from the NPs were consistent with their apparent molecular mass in the EgTrp (27
kDa) and EgA31 (54 kDa) controls, evidencing a lack of impact of the encapsulation procedure on
the integrity of the two encapsulated antigens (Fig. 1D and E). We can conclude that a high
percentage of the antigens were encapsulated into NPs without alteration of their integrity. The
antigens’ integrity was also assessed after submitting EgTrp-MPLA-NPs and EgA31-MPLA-NPs to
gastric (pH 1.6) and intestinal (pH 6.8) conditions for 2 and 6 hours with no alteration (supplementary
S1). These observations indicate the potential of the nanoparticles in antigen protection against
enzymatic degradation.

Different chitosan concentrations and incubation periods were tested regarding positive Zeta

potential to find out the optimal parameters for high CS coating. Figure 2A shows that incubation of
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blank-MPLA-NPs with 0.1% CS for 4 hours was the most appropriate condition for surface
modification with a highest positive value (+ 30 mV) of the Zeta potential. Under these conditions,
CS-coated blank-MPLA-NPs displayed a positive surface charge until pH 7 with 8.6 mV measured
at pH 5.5 (Fig 2B) and kept their spherical shape as showed by transmission electron microscopy
(Fig 2C). The chitosan-coating of EgTrp-MPLA-NPs and EgA31-MPLA-NPs was then successfully
performed using the conditions selected above and the properties of these CS-MPLA-NPs containing
EgTrp and EgA31 are shown in Table 2. Their positive surface charge and the conserved antigen
integrity are shown in Table 2 and Figures 2D and E. The encapsulation efficiency was slightly

decreased during this step because of NPs loss during the centrifugation step.

3.2. Elaboration and characterization of an oral vaccine form

It was important to verify that capsule-filled with freeze-dried NPs keep their size distribution,
their positive surface charges and particularly the integrity of the entrapped antigen in order to
confirm the oral vaccine efficiency. We observed that freeze-drying did not alter NP characteristics.
As shown in figure 3A, a similar size distribution was observed after reconstitution of the lyophilizate
in water. Different types of hard capsule were tested and the gelatin-based capsules altered NP size
distribution after the dissolution test, due to their high moisture content not adapted for storage of
the freeze-dried NP (Data not shown). Conversely, the hydroxypropyl methyicellulose-based
capsules containing gellan gum were more adapted and were selected for their low moisture content
and their delayed release that ensure long term storage of lyophilized NPs and an enhanced gastric
resistance coating film, respectively.

Eudragit® L100-55-coated capsules displayed good gastric resistance at pH 1.2 for 2 hrs
evidenced by disintegration and dissolution tests followed by rapid disintegration in 20 minutes at
pH 6.8. The NP size distribution was measured in dissolution medium showing that most of the NPs’
sizes were about 200 nm and that a small part of them formed 5 pm aggregates (Fig. 3A).
Furthermore, the antigen kept its integrity and immunogenicity as evidenced by SDS-PAGE analysis
(Fig. 3B and 3C) and western blot analysis (Fig 3D) of NPs recovered from dissolution medium. Thus,

an administrable oral form was obtained by freeze-drying and capsule filling of CS-EgTrp-MPLA-

11

209



304
305
306

307
308

309

310

31t

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

NPs and CS-EgA31-MPLA-NPs and it can retain all its characteristics to ensure an efficient delivery

of vaccine antigens to the target region of the dog’s intestine.

Table 2. Properties of CS-MPLA-NPs containing EgTrp and EgA31

Saitibls Particle mean Polydispersity | Zeta potential | Encapsulation

P size (nm) index (mV) efficiency (%)
CS'EQLg’;MPLA' 187.8+39.6 0.105 + 0.024 +28.8 +04 82 9%
CS'EgﬁaggMPLA' 197.8 £ 115 0.065+0016 | +29.3 +06 79.0 %

3.3. Effect of chitosan coating on NPs transport through Caco-2 cells

The transport of NPs through intestinal epithelial cells was tracked using Caco-2 cell
monolayers and assessed by Nile red fluorescence tracking. Figure 4 shows the fluorescence of the
cells incubated with NR-MPLA-NPs and CS-NR-MPLA-NPs and illustrates the impact of chitosan
coating on NPs interaction with them. Without surface modification, NPs seemed to accumulate in
the intercellular region, with the red fluorescence mainly detected in extracellular spaces with limited
intracellular fluorescence (Fig. 4A). Conversely, a higher fluorescence was observed after a 2-hrs
incubation with CS-MPLA-NPs that localized in intercellular and intracellular regions (Fig 4B).
Electron microscopy performed after 24-hr incubation showed the presence of CS-MPLA-NPs
clusters attached to the cell membrane and in the cytoplasm (Fig 4C and D). These observations
indicate the intercellular transport of CS-MPLA-NPs across Caco-2 cells and the suitability of surface

modification for optimal antigen intestinal delivery.

3.4. Effect of surface modification on NP uptake by antigen presenting cells

The cytotoxicity of MPLA-NPs and CS-MPLA-NPs was evaluated on J774 macrophages after a 24-
hr incubation showing good tolerance of these formulations (more than 95% of viability) for all the
dilutions tested. Uptake experiments using NR-MPLA-NPs and CS-NR-MPLA-NPs showed that they

were rapidly internalized inside macrophages during the first hour of incubation with massive red
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fluorescence observed inside the cells (supplementary S2). After 1 hr, red fluorescent spots started
to be observed indicating that NPs localized inside lysosomes (supplementary S2). These
observations were confirmed by confocal microscopy performed after the end of incubation (Fig. 5A
and B). The remarkable red fluorescent spots observed inside macrophages for the two formulations
were more numerous with CS-MPLA-NPs.

Similar observations were made with bone marrow-derived DCs (Fig. 5C and D), where
internalization of NPs was increased after chitosan coating. These results suggest the compatibility
of MPLA and CS and the effectiveness of using them together to increase NP internalization and

hence antigen delivery to antigen presenting cells.

4. Discussion

The aim of the present work was to develop a new delivery system for the two recombinant
antigens EgTrp and EgA31 that would ensure an oral vaccination of dogs against Echinococcus
granulosus. In a previous pilot study, recombinant EgTrp and EgA31 were used in vaccination trials
using attenuated Salmonella enterica serovar typhimurium as a delivery system and a high level of
protection had been induced (Pétavy et al., 2008). However, the use and the administration of
genetically modified bacteria could be a drawback for environmental considerations as well as for
the development of infectious diseases (Karch & Burkhard, 2016). In this context, an alternative
vaccine delivery system should meet the following criteria: (i) to ensure good encapsulation and
protection of recombinant antigens, (ii) to enhance antigen delivery to antigen-presenting cells at the
canine Peyer's patches level, (iii) to induce a significant stimulation inducing a strong immune
response and counterbalancing tolerance and (iv) to be safe, biodegradable and easily administrable
to dogs.
For this goal, polymeric-based nanoparticles have been selected since they are widely used for the
development of new vaccines and particularly for oral vaccination and their advantage in antigen
protection, antigen delivery and immune system stimulation has been well demonstrated, (Zhao et
al.,, 2014). For this purpose, poly(D,L) lactic acid (PLA) was used to entrap the two recombinant
antigens as this biodegradable polymer was previously used for antigen-loaded nanoparticles

displaying interesting physicochemical properties for interaction with APCs (Tyler et al.,, 2016).
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Monophosphoryl lipid A (MPLA) is a lipopolysaccharide derivative and a potent Toll-like receptor 4
(TLR-4) ligand that has been approved in the European Community for HBV and HPV vaccines
(Tritto et al., 2009). Its efficacy when included in polymeric nanoparticle system has been approved
for in vitro and in vivo models and especially for mucosal and oral vaccination (Elamanchili et al.,
2007; Sarti et al., 2011). Moreover, stimulation effects of MPLA in polymeric NPs were observed on
canine macrophages by Guldner et al. (Guldner et al., 2016) and on canine dendritic cells, as
demonstrated in our previous work even at low loading ratio (0.025% MPLA/PLA) (Milhau et al.,
2020). For this study, we used our MPLA-NPs formulation to encapsulate EgTrp and EgA31. The
MPLA was added at a 0.1% loading ratio in order to ensure a good stimulation for the in vivo study
and this percentage could be reduced in accordance with our previous results (Milhau et al., 2020).
Characterization of antigen-loaded NPs proved that this delivery system was able to efficiently
encapsulate, conserve and protect these antigens. The obtained antigen-loaded NPs had a mean
size about 200 nm considering that M cells internalize particles less than 1 pm, as demonstrated for
the uptake of PLGA-NP by murine Peyer’s patches (Shakweh et al., 2005). The high encapsulation
efficiency (around 85%) and antigen protection against gastric and intestinal conditions
(supplementary S1) by nanoparticles evidence the suitability of this nanosystem for oral antigen
delivery. The observed protective capacity against enzymatic degradation was in accordance with
previously demonstrated results for insulin-loaded polymeric nanoparticle where polylactide-co-
glycolide (PLGA) nanoparticles induced more than 60% of conserved insulin after similar incubation

conditions (Jain et al., 2012).

The main goal of our developed nanoparticle-based vaccine was to ensure an efficient antigen
delivery to mucosal immune cells present in the dog duodenum and jejunum where the pH is higher
than 5.5 whatever the diet (Grayzel & Miller, 1928; HogenEsch & Felsburg, 1992). The delivery
system should be pH sensitive and have enough mucoadhesivity in these target parts to be
internalized by M cells and hence by APCs (des Rieux et al., 2006). The NPs’ size and surface
charge are important parameters in the design of such a system.

To increase the intestinal exposure time and mucodiffusion of our NP system, chitosan - a natural

cationic polysaccharide obtained by chitin deacetylation widely applied for mucosal drug delivery
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and vaccines (Xia et al., 2015) was selected to coat their surface. It is well known to increase the
adhesion and permeability of nanoparticle delivery systems at the intestinal level, thus enhancing
antigen delivery to APCs due to its positive charge and its ability to open the tight junctions at the
epithelial intestinal barrier allowing paracellular transport (Sonaje et al., 2012). In this work, an
optimized protocol was used to obtain positively charged CS-MPLA-NPs at a pH higher than 5.5 (Fig
2A and B), promoting electrostatic interactions of CS-MPLA-NPs with the mucosa and hence their
adhesion and retention on the dog intestinal epithelium. NP characterizations after chitosan coating
confirmed the presence of a chitosan layer on their surface in accordance with the results obtained
for chitosan-coated PLGA NPs designed for intranasal delivery regarding nanoparticle surface
charge (Wang et al., 2013; Dou et al., 2019). Our protocol was successfully applied on EgTrp and
EgA31-loaded MPLA-NPs without noticeable antigen alteration (Fig 2D and 2E).

To ensure efficient targeting to the dog duodenum and jejunum by antigen-loaded NPs, the pH
sensitivity of the delivery system is an important feature. In addition, it has to be easy to administrate
and stable during long storage. For these reasons, the developed NPs were freeze-dried and
distributed into hard capsules to ensure a good storage and to facilitate oral administration to dogs.
Eudragit® L100-55, an enteric coating material soluble above pH 5.5 was used to coat the capsules,
thus enhancing the gastric protection of our system and allowing to focus their activity to the target
region of the canine intestine where the pH is higher than 5.5. A similar approach for oral vaccination
has been developed for a H. pylori recombinant antigen by including hydroxypropyl methyicellulose
phthalate, a pH sensitive polymer, into PLGA-NPs and mice orally immunized with this formulation
showed a significant protection (Tan et al., 2017). However, including a pH-sensitive polymer into
the formulation of NPs was an interesting approach to protect the antigen from degradation, but had
a limited efficacy for targeting a specific area of the intestine.

The compatibility of MPLA and chitosan was verified on NP internalization by J774 macrophages
and Bone marrow-derived dendritic cells showing higher uptake profile in the case of CS-MPLA-NPs
(Fig 5). Moreover, the interaction with the intestinal epithelium could be promoted, since in vitro, CS-
MPLA-NPs preferentially accumulated in inter- and intracellular regions in Caco-2 cell monolayers
compared to uncoated nanoparticles (Fig 4). Our observations are in accordance with the ones

obtained with fluorescein isothiocyanate-labeled chitosan formulated into nanoparticles as reported
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by Jia et al. (2009). They reported the transcellular transport of chitosan nanoparticles through Caco-
2 monolayer which was initiated by electrostatic force between the positive charged nanoparticles
and negatively charged cell membrane (Jia et al., 2009). Similar results were reported by Dou et al.
(2019) for the chitosan-coated PLGA nanoparticle and their interaction with Caco-2 monolayers
which showed that chitosan coating increases the particle attachment and then internalization by
Caco-2 cells. These chitosan-coated PLGA nanoparticles showed a significantly improved cellular
uptake and transcellular transport and therefore exhibited a better transcellular permeability of poor-
soluble drugs. The enhancement of nanoparticle adhesion and retention at the mucosal epithelium
by chitosan coating allowing better antigen delivery and hence the induction of mucosal immune
response was highlighted by previous reports of nano-based mucosal vaccination. In the case of a
Hepatitis B surface antigen-loaded PLGA-NPs, the intranasal administration induced higher level of
serum IgG and secretory IgA for the chitosan-coated particles (Pawar et al., 2013). In addition, Cole
et al. (2018) showed that ovalbumin-loaded chitosan nanoparticles had an enhanced permeability
through Caco-2 monolayers triggering a higher mucosal IgA response following oral immunization
of mice.

Our developed oral vaccine in the form of freeze-dried CS-EgTrp MPLA-NPs and CS-EgA31- MPLA-
NPs, filled into enteric-coated capsules was used for a preliminary in vivo study carried out on a
limited number of dogs and gave encouraging results (data not shown).

Oral vaccines against Echinococcosis and especially those based on nanoparticles as vectors are
very scarce. In addition, the majority of dog vaccination trials used injectable formulations and oral
vaccination trials have been carried out, but none have been conclusive so far. Gottstein et al.
developed a vaccine using the 11/3-10 gene fragment from Echinococcus multilocularis coding for a
species-specific antigen expressed in live attenuated Salmonella typhimurium vaccine strain LT2
M1C (Gottstein et al., 1990). Two vaccinated (subcutaneous and peroral) dogs showed a strong
humoral immune response to S. typhimurium antigens and to the recombinant E. multilocularis
antigen. Later Carol et al. (1998) demonstrated that nasal immunization using immunostimulating
complexes made from a E. granulosus tegumental antigen from protoscoleces induced secretory

IgA in the saliva and the serum of immunized dogs. In both reports, neither challenge infection was
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carried out nor effect of the vaccination on the number of worms were described. Li et al. (2018)
tested the EG14-3-3 antigen loaded into MPLA-liposomes on Echinococcus-infected mice and even
if a systemic response with a high protective immunity was obtained after subcutaneously
immunization, the work remains limited to mice. Zhang et al. (2006) studied the protective effect of
3 injections of EgM4, EgM9 and EgM123 using Freund’s adjuvant and their vaccine induced a high
level of protective immunity against E. granulosus infection in dogs, especially in terms of
suppression of worm growth and of egg development and embryogenesis. They later used Quil A
and ISCOM as an adjuvant to confirm the vaccine efficacy of the EgM proteins (Zhang et al., 2018)
and also observed a systemic response with IgG production. These experiments show that the use
of adjuvants is not probably sufficient to change the immune response and the protective level.
Kouguchi et al. (2013) reported mucosal vaccination experiments against E. multilocularis. Dogs
were vaccinated using 500 pug of crude SRf1 antigens mixed with 1 cholera toxin (CT) subunit B
administered nasally followed by 3 boosters of SRf1 administered orally. They observed a great
reduction in the number of worms confirming the interest of mucosal immunization. Recently Vogt et
al. (2018) developed a method for oral immunization displaying heterologous proteins on the surface
of B. subtilis biofilms by introducing the coding sequences of EgA31 and EgTrp. The application of
the recombinant B. subtilis spores led to the colonization of the gut and the induction of specific IgG
and IgA antibodies, but no challenge infection has been reported.

In the present work we considered for the first time to use a nanovaccine for mucosal immunization.
Surely, the vaccination of dogs could be effective for controlling Echinococcosis and we think that
our system, is a promising one. As for the EgA31 and EgTrp antigens, their protective effect have

been shown and published previously (Fu et al., 1999; Fraize et al., 2005).

5. Conclusion

The successful encapsulation of the E. granulosus antigens and the definitive formulation of
the described NPs allowed the successful activating effect on canine immunological cells. The
addition of chitosan increased the internalization of nanoparticles and promoted their adhesion to
the mucosa. A preliminary in vivo test on dogs gave a good protection rate and experiments will be

performed in the future to confirm the protective effect of our vaccine.
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Figures Captions

Fig 1. Scanning electron microscopy observations and SDS page analysis of the prepared
nanoparticles: (A) Blank-MPLA-NPs, (B) EgTp-MPLA-NPs and C) EgA31-MPLA-NPs. The images
show the spherical shape and homogenized size near to 200 nm for the three formulations. SDS
page analysis after Coomassie Blue staining of EgTrp (D) and EgA31 (E) extracted from the NPs.
Lane 1: molecular weight markers, lane 2: antigen (positive control), lane 3: antigen treated with
acetonitrile (control of the extraction step), lane 4. total antigen-loaded NP suspension after
treatment with acetonitrile, lane 5: supernatant, lane 6: pellet of NPs after treatment with acetonitrile.
Fig 2. Characterization of CS-MPLA-NPs. (A) Zeta potential measurements of the CS-MPLA-NP
suspension after incubation with various concentrations of chitosan for various time intervals, (B)
Zeta potential measurements of CS-MPLA-NPs as function of the pH. NPs were previously
incubated with 0,1% of chitosan for 4 hrs. (C) Transmission electron microscopy of CS-MPA-NPs.
(D and E) Integrity of the encapsulated antigens before and after chitosan coating assessed by
SDS page analysis compared to non-encapsulated antigens. (D) CS-EgTrp-MPLA-NP and (E)
CS-EgA31-MPLA-NP. Lane 1: antigen, lane 2: antigen treated similarly to the NP extraction

method, lane 3: antigen extracted from the whole NP suspension before chitosan treatment, lane
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4: from the supernatant, lane 5: from the pellet, lane 6: the total after chitosan treatment, lane 7:

the corresponding supernatant, lane 8: the corresponding pellet.

Fig 3. Antigen loaded CS-MPLA-NPs characterization after freeze-drying and capsule filling.
(A) Size distribution of CS-MPLA-NPs after freeze-drying and redispersion in water (green) and after
capsule filling and dissolution in pH 6.8 (blue) compared to the CS-MPLA-NPs original suspension
(red). (B and C) SDS page analysis of protein extracted from CS-MPLA-NPs loaded with EgA31 (B)
and EgTrp (C) after freeze-drying and capsule filling. Free antigens were used as controls (lane 1).
Proteins were extracted from lyophilized NP (lane 2) or from the total suspension (lane 3), the
supernatant (lane 4) and the pellet (lane 5) of capsule-filled NP after dissolution in intestinal medium.
(D) Western blot analysis of EgTrp extracted from CS-MPLA-NPs before (lane 1) and after

lyophilization (lane 2).

Fig 4. Nanoparticles transport through Caco-2 cells. Fluorescent microscopy images of Caco-
2 cells 2 hrs after incubation with NR-MPLA-NPs (A) and CS-NR-MPLA-NPs (B). Transmission

electron microscopy of Caco-2 cells after 24 hrs incubation with CS-MPLA-NPs (C and D).

Fig 5. Nanoparticles uptake by antigen presenting cells. (A,B): Confocal microscopy images of
J774 macrophages after incubation for 2 hrs with NR-MPLA-NPs (A) and CS-NR-MPLA-NPs (B).
The samples were counterstained with the Hoechst 33342 fluorescent dye (blue). (C,D):
fluorescence microscopy images of DCs after incubation for 24 hrs with NR-MPLA-NPs (C) and

CS-NR-MPLA-NPs (D).
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Supporting information

S1Fig. Protection of the EgTrp-NPs against gastric and intestinal degradation.

A) SDS page analysis of EgTrp extracted from EgTrp-MPLA-NPs after incubation in water or buffer
solution at pH 1.6 (simulating gastric conditions) for 2 and 6 hrs. (B) SDS page analysis of EgTrp
extracted from EgTrp-MPLA-NPs after incubation in water or buffer solution at pH 6.8 (simulating
intestinal conditions) for 2 and 6 hrs. (C) EgTrp-MPLA-NPs incubated for 2 hrs with artificial gastric

fluid (SGF). NPs without treatment were used as control.

S2 Video. CS-NR-MPLA-NPs internalization by J774 macrophages during 2hrs of incubation

monitored by Nikon Biostation IM
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