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RESUME

L'interaction initiale entre le parasite Leishmania et la cellule cible est médiée par des molécules
de surface, dont la métalloprotéase GP63, qui influence la physiologie du macrophage infecté en
clivant plusieurs protéines. Plusieurs de ces substrats ont auparavant été identifiés par différentes
équipes de chercheurs. Cependant, ces recherches ne mentionnent pas I'utilisation d'un inhibiteur
spécifigue aux métalloprotéases lors de I'extraction des protéines. Apres la lyse, elle peut alors
effectuer des clivages sur des protéines qui n‘auraient pas été en contact avec celle-ci dans une
cellule intacte. Des tests par Western Blot ont donc été effectués en comparant les profils
protéiques provenant de macrophages infectés par Leishmania et en ajoutant ou non dans le
tampon de lyse un inhibiteur de métalloprotéase, la 1,10-Phénantroline. Cet inhibiteur chélate les
ions de zinc et empéche donc toute action de clivage par le site actif. Selon les résultats obtenus,
seulement 3 parmi les 10 substrats étudiés sont des substrats avérés de GP63. Ces résultats
meénent a un questionnement quant au(x) réle(s) proposé(s) de GP63 | or s etdee | 6i
besoin de le(s) rectifier.

Mots-clés : Leishmania ; GP63 ; leishmanolysin ; metalloprotease ; 1,10-phénanthroline ; facteur

de virulence






ABSTRACT

The initial interaction between the Leishmania parasite and the target cell is mediated by surface
molecules, including the metalloprotease GP63, which influences the physiology of the infected
macrophage by cleaving several proteins. These substrates have previously been identified by
different teams of researchers. However, those researches do not mention the use of a specific
metalloprotease inhibitor during protein extraction. After lysis, GP63 could still cleave some
proteins that would not have been in contact with in an intact cell. Western blot tests were
therefore made to compare the profiles of the extracted proteins from macrophages infected with
Leishmania and by adding or not to the lysis buffer a metalloprotease inhibitor, 1,10-
Phenantroline. This inhibitor chelates zinc ions and therefore prevents any cleavage action by the
active site. According to the results obtained, only 3 among the 10 substrates studied are true
substrates of GP63. These results lead to questioning as to the proposed role(s) of GP63 during
infection but also highlight the need to re-evaluate the other published substrates.

Mots-clés : Leishmania; GP63; leishmanolysin; metalloprotease; 1,10-phenanthroline ;

virulence factor
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1 INTRODUCTION

1.1 Leishmaniose

La leishmaniose est une maladie parasitare mena- ant plus de 350 mi

98pays doOoAfri glrei,e ndtu, Mlodylesni e Suel et cettiald (EBRC 202P;Uuneebalz u

2019). Environ 12 millions de personnes sont infectées dans le monde, avec une augmentation

ons

de 1.5 a 2 millions chaque année (Torres-Guerreroetal. 2017).L6 agent ®ti ol ogi que e:¢

intracellulaire Leishmania, dont plus de 20 especesi nf e c t e n t(Torte$Guerra@ ietral.
2017; Inceboz 2019) (Figure 1).

. .
Genre Leishmania
I ‘ T ________‘::::::__ -
. - . . . |
Sous-Genre I Leishmania ‘ Vianna | Sauroleishmania |
I — ettt |:’7:::’:::::::::‘
Cutanée Cutanée , : Non-pathogénique : Cutanée et Mucocutanée | Non-patrmgem.que pour |
Viscérale | , i h B | Fhumain |
Ancien Monde MNouveau Monde ',,fiu,”,:'ffili,,l Nouveau monde |l__ __Aluc_ie_nrmgﬂd_e___ g
[ [ i —l— i
|
Com plexe L. major L. tropica L. aethiopica L. mexicana | L. donovani ‘ : L. braziliensis L. guyanensis |
1 |
|

\ \ [ [ r L \ \ doooo

h ———— )
L. amazonensis L. Infantum ™ Ancien monde | L. brazi . L . I 1
B . | L tarentolae |

L. mexicana L. chagasi L. arabica L. peruviana L. panamensis [, |

L. venezuelensis L. donovani L. gerbii

Espéce \ 1. major

‘ L. tropica

L. aethiopica

Nouveau monde :
L. aristidesi
L. enriettil

L. daenei

L. hertigi

Figure 1: Taxonomie de Leishmania .
Inspirée de Inceboz (2019) et Bates (2007)

Ces parasites sont transmis| or s d 6 sanguim peigopargles mouches de sable femelles du
genre Phlebotomus, présentes dansles paysde«l 6 An c i e nsoitaa Moyem-Orient, Afrique,
Asi e, Il nde et Eur o plLetzothya ptégent dans les pays dd «wnougeawnnmoerde
» soit | 0AmM®r i q u €EirasuKirkhandandMurray 2015; Akhoureli et al. 2016).
D6origine zoonot i gu anmalgslsanscondues c@nime étanpdesréssrvoirs

naturels de Leishmania,i n c | u a n t, led canidés nes iomgeurs, les marsupiaux, les primates

et bi en (Rbquaand Jamsen 2014). L6 ®pi d ®mi ol o g i a lesdmaniféstationsa |l adi e

clinigues dépendent grandement de I'espéce et de la souche de Leishmania impliquées, du genre

etdel 6esp ce du vecteur, |l es caract®ristiques

passée de la population visée mais également du comportement de la population (WHO 2021).

du |



En effet, la transmission du parasite est dépendante de la présence et de la reproduction du
vecteur. Environ 90 espéces de mouches de sable sont connues pour leur capacité a transmettre
les parasites (WHO 2021). Des changements climatiques/environnementaux peuvent favoriser le
cycle de vie des mouches de sable, grandement affecté par les fluctuations de chaleur et
dohumidit®, et ainsi potentiell ement augmenter
climatigue mene donc également a de possibles migrations du vecteur vers des régions
auparavant non-e nd ®mi que s, infectant par l e fait m° me
expos®es. € | doppos ®, une incursion foresti re
préalablement inhabitée ou un cycle de transmission est déja présent méne également a de
nouvelles infections. Les conditions socioéconomiques, plus particulierement la pauvreté,

augmentent aussi |l a probabilit® déinstallati on

des gens qui dorment ° | 6ext®rieur augmentent
vecteur. La malnutrition entraine également davantage de risque de développer des symptoémes
plus séveres de la maladie (WHO 2021). Les gens habitant dans les pays en voie de
développement sont donc les plus touchés considérant tous ces facteurs aggravants.

1.2 Déclinaison des symptémes

Les symptdbmes de la maladie se déclinent sous trois formes principales, selon la souche

contractée :

1.2.1 Viscérale

Aussi connue sous le nom de kala-azar (signifie fievre noire en Hindou), la forme viscérale de la

leishmaniose est la plus mortelle. En effet, elle est fatale dans 95% des cas si non-traitée. Comme

d o

mal construites, de mauvaises conditions sanitaires dans les villes, | 6absence de moust

gr a

caract®ristiqgues principales, |l es personnes infec

rate et | e foie infl amm®&happuiseta.2007).fEn2019,99% aef | e r

nouveaux cas Trapport®s - | 60rgani sation Mondi al

dans 10 pays, mais surtout au Brésil et en Inde (WHO 2021). Les espéces connues pour

engendrer ces manifestations cliniques sont L. donovani, L. infantum et L. chagasi.

1.2.2 Muco -cutanée

Caractérisée par une destruction partielle ou totale de la muqueuse nasale/buccale affectée, cette

0

e

forme de | a maladie nobest pas mortelle mais doul



forme étant plus rare, 90% des cas rapportés occurrent dans un nombre limité de pays, soit en

Bolivie, au Brasil, au Pérou et en Ethiopie. (WHO 2021) L'espéce étiologique principale est L.

brasiliensis (Chappuis et al. 2007).

1.2.3 Cutanée

Causée entre autres par I'espéce d 6 i n t @ ce’ptojetplLomajor, mais aussi par L. mexicana et

L. tropica, cette forme de la maladie est la plus communément retrouvée a travers le monde. En

effet, 90% des cas rapportés sont localisés en Afghanistan, en Algérie, au Brésil, en Colombie,

en Iran, Iraq, Libye, Pakistan, en Syrie et en Tunisie (Eiras, Kirkman, and Murray 2015) (Figure

2)Les sympt!mes se manifestent sous

f or me

do

ces lésions peuvent laisser des cicatrices a vie et stigmatisent ceux qui les ont (WHO 2021). Il

est esti m® @@ad1rilioydeaoul@®infections par année a travers le monde

(Figure 2).

Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2019

Countries reporting
imported CL cases, 2019

Marogos - 11
Venuzuela (Belvarian Jepuslic

Ukraine - 2
Bangladesh, Be'arus, Jordan.
Parsguay -

o
e -
o -
Number of new CL cases, 2019 1, i It
E A

[ 0 cases rsported Ly //_‘/

] <100 5 e

= 100-999 Mo autozhthanous cases reparted

" Bl 1000-a999 Mo data

I =s000 Not appiicabls
The beundaries and names shown and the designations used on this map de notimply the expression Data Source: World Health Organization 2 Id | h
of any apinien whalsasver en the part of the Werld Health Organization conceming the legal stalus Map Productian: Control of Meglected e Worl _Hea_ tl
of any country, terrilory, city ar area or of its authorilies, ar coneerning the dalimitation of its rontiers Trapical Diseasas (NTD) i Orga nization
of boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization

yet be full agreement. © WHO 2021, All rights reserved

Figure 2 : Endémicité de la leishmaniose cutanée a travers le monde.
(WHO 2021)



1.3 Cycle de vie de Leishmania

Les parasites du genre Leishmania sont des organismes biphasiques, ce qui signifie que leur

cycle de vie nécessite deux hbtes. Tel que mentionné auparavant, une partie du cycle de vie

dépend de la mouche de sable. Lors de cette partie du cycle, le parasite est extracellulaire et sa

morphologie appelée promastigote est caractérisée par une forme allongée arborant un flagelle

motil e. Les promastigotes se multiplient dans | e
mammifére, le cycle est exclusivement intracellulaire. Les parasites ont alors une forme arrondie

et compacte sans flagelle qudon appell e amastigot
phagocytes, tels que les macrophages mais également les cellules dendritiques, les monocytes

et les neutrophiles peuvent également étre infectés. Il y a plusieurs étapes intermédiaires entre

la forme amastigote hautement résistante et la forme promastigote métacyclique ultra infectieuse

(Sacks and Kamhawi 2001). Premiérement, la mouche prend un repas de sang contenant des
amastigotes en piquant un ani mal infect ®. Le san
Il 6i nt ®r i eur @éimophquemea tndnsfaanmaton des amastigotes en promastigotes
procycliques sdéy produit sur une dur ®e de 12 h
mobile se reproduit cependant ° une vitesse ful gu
a 24 h. Pendant 36 h a 60 h, la multiplication rapide au sein du repas de sang en digestion se

poursuit et une seconde différenciation survient, de la forme promastigote procycliqgue a
nectomonade. Cette forme est plus mince, longue et plus mobile que sa prédécesseuse. Aprés

60 h 72 h, | ocal i s®s ~ |l a partie ant®rieure de
grand nombre et sont pour |l a plupart attach®s aux
Aprés une semaine, la digestion du repas de sang est terminée et les parasites migrent vers la

r®gion du cardia et de |l a valve stomodeale et s6)
avec la transformation des nectomonades en promastigotes métacycliques ne se divisant plus.

lls sont de forme courte, mince et sont extrémement actifs avec un flagelle environ deux fois plus

long que le corps cellulaire. Les métacycliques migrent ensuite au-dela de la valve pour attendre

| 6T sophage, l e pharynx et | a tr owghasphoglyas(PRGaRr asi t e
qui, tel un gel, crée un bouchon bloquant le tractus. Afin de pouvoir ingurgiter le prochain repas

de sang, ce gel devra étre expulsé, entrainant par le fait méme les parasites vers leur prochain

hote (Bates 2007)et st i mul ant | 6i nf | semmantadé macrophages auesitetde au r ec
| 6 i n f(Rodinovskaia and Descoteaux 2015).
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Figure 3: Cycle de vie de Leishmania

(Provenant du cours de Pr. Fernandez-Prada, 2017, avec son aimable autorisation)

Le cycle se transporte alors chez | 6htte mammif r
inoculés se retrouvent alors dans la circulation sanguine. lls sont & ce moment-la en contact avec

les facteurs du complément et seront opsonisés. Ceci favorisera | 6 att achement au ma
par | 6entremise du r ®¢Rugsell andWright 1988; Guy anidpBel&evie n t

1993; Mosser and Edelson 1985) mais également par les récepteurs du fragment Fc des
immunoglobulines (Kima et al. 2000). Une fois internalisés, les parasites passent a travers 4

stades majeurs de différenciation dans le phagosome (Rosenzweig et al. 2008). De 0 4 4 h, les
promastigotes recgoivent et traitent les signaux de différenciation, déclenchés par la baisse de pH,

la hausse de température e t | 6augment ati on de ?I(Rodimoeskaiapridi on de:
Descoteaux 2015). Ensuite de 5 h a 9 h, ils forment un agrégat et arrétent leur mouvement. De

10 h ° 24 h apr s |l 6internalisation, |l es promast
amastigotes, mai s codest seul ement ent rtigotezd& h ° 1
complétée. Les amastigotes résistent et se multiplient dans une vacuole parasitophore présentant

|l es m°mes caract®ristiques hostiles qubéun phagoly



mul tiplication des ama s feffinfaopardadaire écldted, libaran®pariledait r de |
méme les parasites qui sont maintenant disponibles pour infecter les cellules avoisinantes. Apres

cette étape, selon la souche de Leishmania contractée, le cycle peut étre léegérement différent. Si

lasouche cause | a forme cutan®e, | es parasites rest
primaire, ou dans le cas de la forme muco-cutanée, migrera légérement aux muqueuses
avoisinantes. Lors dbéune infection paamaladie souch
| 6infection ne reste pas |l ocale mais devient syst
péritonéaux, infectant principalement le foie et la rate (Figure 3). Le cycle se complétera et se
continuera |l orsqudune nouvelle mouche de sable pr

infecté.

1.4 Facteur s de virulence

Tout au long du cycle de vie, les parasites Leishmania exprimeront différents facteurs de virulence
a leur surface a niveau variable selon leur forme. Ceux-ci sont vitaux pour leur survie, servant a
®chapper " l a r®ponse immunitaire de | 6htte. Le
dommages oxydatifs, l es fact euresmmadrtaref | ammati on e

A CPs
® cre3

. Kinetoplast
. LPGs ( - : / Flagellar pocket

@ cirLs
@ rrGs
. SAPs

. Exosomes/GP63

|l GPI anchors Membrane microdomain

Figure 4: Facteurs de virulence de Leishmania
(Olivier et al. 2012)

Le lipophosphoglycan (LPG) présent a la surface de Leishmania (Figure 4) empéche entre autre
| 6assembl age du compl exe NnOX Pphagpsomenentpertarbant les 6 aci di
radeaux lipidiques (Podinovskaia and Descoteaux 2015). Ce facteur de wvirulen
mi eux connus dans la I|litt®rature. Aussi, |l es prot
groupe de glycoconjugués permettant la formation du bouchon dans la mouche de sable et

favorise par | e fait m° me | e recr ut(@livieraetal 2018;s macr c



Rogers et al. 2004). Déautres moludiées, somtsayssi présentes a l®durface ou
sécrétées par les promastigotes (telles que les glycosylinositolphospholipides (GIPLs), protéases
cyst®i ne (CPs), phosphatases acides s®cr ® ®es ( SAI
dans la modulation des facteurs anti-microbiens du macrophage (Olivier et al. 2012). Les CPBs
(cysteine protease B) sont quant a ellesi mport antes pour l a r®gul ati on
Glycoprotéine 63 (GP63) (Casgrain et al. 2016), un autre facteur de virulence trés étudié et qui

est le focus de la prochaine section.

1.5 GP63

Lun des plus abondants facteurs de virulence du
métalloprotéase GlycoProtéine 63 (GP63). Nommée ainsi a cause de son poids moléculaire de
63 kDa, elle a aussi eu plusieurs autres noms tel que leishmanolysine, a cause de ses capacités

ot )

cliver des substrats tels que | a g¢g®I a(Ydo,ne, | 6
Donelson, and Wilson 2003). Son site actif contient une séquence de liaison (HExxHxxGxxH)
capable de lier un ion de Zinc?* qui servira de nucléophile lors de réaction de protéolyse. Ce motif
est essentiel 7 llea rleitaias drésidubdistidingesecene adatdégradation
de GP63 (McGwire and Chang 1996). Les trois résidus histidines séparés ainsi stabilisent
| 6®nergie servant "’ coordonner | 6ion de zinc et

conformation active (Vallee and Auld 1990).

Figure 5: Crystal de GP63
Domaine N-terminal en rouge, le domaine central en vert et le domaine C-t e r mi n a l en bl eu. Léion de

représenté par la sphere rose. Les ponts disulfures sont en jaune. (Schlagenhauf, Etges, and Metcalf 1998)



Le domaine C-terminal (Figure5) conti ent wun site de jonction poul
glycophosphatidyinositol (GPI). En effet, GP63 est présente sous trois formes : ancrée a la
membrane cellulaire par une ancre de glycophosphatidyinositol (GPI), sécrétée sous forme
soluble par la pochette flagellaire et sécrétée dans des exosomes (Silverman et al. 2010) (Figure
4,(Olivier et al. 2012). Il a également été démontré que la glycosylation de GP63 non-ancrée par

GPI est nécessaire pour la sécrétion de la protéase (Ellis et al. 2002).

Le degr ® déexpression de GP63 change bdaucoup
Figure 6) . En effet, i est possi blckezld majovestifartemgni e | 6 e X
diminuée lorsque le parasite est sous forme amastigote comparativement a la forme promastigote
nectomonade ou métacyclique (Inbar et al. 2017).

LP3
5 L)

T GP63
= (module 4
o
o SCG1
N 7 (module 13)
K]
[@
>
@ 6-
5 PSA Chr.12
» (module 3)
g PSA Chr.4
£ 5 (module 5)
b4
I Amastin

(module 1)

4-
AM PP NP MP
Developmental stage

Figure 6 : Expression de molécules de surface de Leishmania major

Selon le stade de développement du parasite, ou GP63 est mise en évidence. AM : amastigotes, PP : promastigotes

procycliques, NP : promastigotes nectomonades, MP : promastigotes métacycliques. Adapté de Inbar et al. (2017)

En effet, GP63 esti mport ante pour | 6initiation de | 6infecti
dé°tre phagocyt®, | e parasite, par | éentremise de
du complément C3b en iC3b (Russell and Wright 1988; Mosser and Edelson 1985; Brittingham

et al. 1995). En effet, l e clivage de cette mol ®cul e f ac
récepteur du complément de type 3 (CR3) et échappe a la lyse médiée par le complément. GP63

est méme connue pour se disséminer dans la cellule infectée et pas seulement étre localisée a

la vacuole parasitophore (Figure 7)(Matte and Descoteaux 2016). En effet, GP63 est métabolisée
vialeREet15%y est doai l(Elsatals2002;¢&doretalu20@; McGwire et al. 2002;

Isnard, Shio, and Olivier 2012). Le reste est localisé a la surface du parasite (75%) ou sécrété.



GP63 sous sa forme sécrétée peut varier grandement en poids moléculaire. Ceci varie en fonction
de | 60®t at de glycosylation (important lIsnceaGPl | a s ®c
(Ellis et al. 2002). La libération de GP63 de son ancrage GPI est indépendante de la glycosylation,
mais dépend de l'auto-protéolyse. Si un chélateur de zinc, la 1,10-Phénanthroline, est ajouté ou
une mutation du motif de liaison au zinc est présente, le niveau de sécrétion de GP63 se trouve

complétement diminué (McGwire et al. 2002; Isnard, Shio, and Olivier 2012).L 6 e x a c t m®cani s

pour disséminer GP63nda pas ®t ® confir m®, mai s plusieurs h
doell es est quereéeP®2 h®Peumprai tt 6ente emi se de fusion
cellules httes. Les exosomes peuvent ®gal ement,

endosomes et passer a travers le trafic trans Golgi/ER de facon rétrograde (Gomez and Olivier
2010). Aussi, GPI-GP63 pourrait étre transloqué par des transporteurs protéiques, des radeaux
lipidiques ou par renversement des protéines (Descoteaux, Moradin, and Arango Duque 2013;
Ghosh et al. 2013). GP63 pourrait donc rejoindre des substr

vacuole parasitophore.

gp63

Figure 7: Dissémination de GP63 dans une cellule infectée
(Matte and Descoteaux 2016)

En effet, la voie de signalisation impliquant les protéines MARCKS (myristoylated alanine-rich C
kinase substrate) ainsi que les protéines associées a MARCKS (MRP) sont ciblées par
Leishmania de facon précoce, et ont été montrées comme étant des cibles de GP63(Corradin,
Mauel, et al. 1999; Corradin, Ransijn, et al. 1999). Les macrophages infectés par L. major
présentaient une réduction significative des MRP, celles-ci étant un substrat majeur pour la
protéine kinase ¢ (PKC). Cette kinase est entre autres impliquée dans la signalisation menant a
la production de ROS (reactive oxygen species), une molécule importante dans la réponse

immunitaire innée (Corradin, Ransijn, etal. 1999). £t ant | une des pr emi res G



un phénotype GP63-dépendant, 16 ®t ude subs®quent ededaenétallopuotéasé | es c i
nécessitait un outil supplémentaire, soitladisponi bi | i t ® -clit@eiGP63 afirode &onfirmer
la dépendance des clivages.

1.6 Parasites mutants pour GP63

Des mutants de L. major déficients pour GP63 ont été largement utilisés pour identifier les
substrats de GP63 (Tableau 1). En effet, L. major a été sélectionné pour la création de ces
mut ant s p arespecesddé lzeighmane pour la faisabilité des expériences. Les génes de
GP63 de L. major étaient connus pour étre constitués de 7 homologues disposés en tandem sur
un seul chromosome, le chromosome 10 (Button et al. 1989). Les autres especes de Leishmania
présentent quant a elles des genes de GP63 differemment arrangés sur plusieurs chromosomes
et souvent en trés grand nombre. En effet, L. braziliensis par exemple,peut poss®8%r | usq
génes GP63 répartis sur 2 chromosomes dépendamment de la souche (Castro Neto et al. 2019).
L. guyanensis posséde au moins 22 genes GP63 (Yao, Donelson, and Wilson 2003; Steinkraus
et al. 1993). L. mexicana et L. donovani ont dix génes GP63, mais dans leur cas, ils sont répartis
sur plusieurs chromosomes différents (Medina-Acosta, Beverley, and Russell 1993; Yao,
Donelson, and Wilson 2003; Webb, Button, and McMaster 1991). Générer un mutant de GP63
aveccesespecesaur ait donc ®t ® beaucolumaopdwant alsd ardi 2mugenr
de géne de GP63 le plus simple connu (Yao, Donelson, and Wilson 2003). L'expression des
génes GP63 chez L. major est déterminée par le stade du cycle de vie du parasite (Joshi et al.
2002). Les génes 1 a 5 sont fortement exprimés chez les promastigotes en général. Le numéro
6 est exprimé a de faibles niveaux autant chez les promastigotes et les amastigotes. Finalement,
le géne 7 est exprimé uniqguement chez les promastigotes métacycliques et les amastigotes (Voth
et al. 1998; Joshi et al. 2002). Chaque géne mesure environ 1,3 kilobases de long dans la

séquence codante, avec des régions intergéniques de 1,8 kilobases entre les génes 1 a 5 et les

géenes 6 et 7. Afin de faciliter ledfc® eteahfemedle®déperdanteadact eur ¢
GP63 de ces clivages (Tableau 1) , | 6 ® RabértpMeMasdter a développé des mutants de L.
major (Joshi et al. 1995; Joshi et al. 1998; Joshietal. 2002). 11 s ont tout dWbabord

major agp63. La région compléte de 20 kilobases contenant les génes GP63 a donc été retirée
al 6aide de deux ron@®esstans®| aoki ant phr otHVY@ues, s
et la nourseathricine (SAT)(Figure 8).

10



- 30 kb >
Xhol 1 2 3 4 5 6 Aflll 7 Xhol
L N . = —_— — L - =

TSR e e probe i
15t round T~ ave] owrr 7
2nd round 1 sar| owrr —

Figure 8 : Génes de GP63 retirés du génome de L. major
par s®l ection © | 6ai de d antigotique s. (Joski etal®802)st ance ~ des

Avec la souche mutante knock-out pour GP63 cr ®®ex,pr Eési on et l 6act i)
m®t al | opr ot ®ase ont ®t ® rpREXHEDIGP@gené 1 (Figuei9)d@ du pl &
pl asmide arbore un g neomytiaB et@wlenent kb génenumpéoollde | 6 Hy gr
GP6 3. Leur analyse en cytom®trie en flux |l eur a p
en surface du parasite rescap® ®tait comparabl e

lls ont observé que GP63 était importante pour le parasite afin de résister a la lyse par le
complément. Les parasites agp63 ont atteint 100 % de lyse a 2 % de sérum humain, tandis que
les parasites de type sauvage ont atteint 100 % de lyse a 11 % de sérum humain (Joshi et al.
2002). La résistance a la lyse a été significativement améliorée chez les parasites agp63+GP63.
Egalement, ils ont observé que le développement des Iésions cutanées chez les souris infectées
est pr ®s ent peu i mporte | a s ouch es pardsites ap6® a . Par
montré un délai supplémentaire significatif dans le développement des lésions. En effet, afin que
les Iésions atteignent 3 mm, il y avait un délai de 3,5 a 4 semaines par rapport a la souche
sauvage. La rapidité du développement de la Iésion a été amélioré suite a la réintroduction d'un
géene. Une fois la maladie établie, les taux de progression des Iésions pour les trois souches

étaient similaires (Joshi et al. 2002).
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Figure 9 : Plasmide (procurant une résistance a la néomycine) présent dans la souche L. major agp63+GP63
(Joshi et al. 1995; Joshi et al. 2002)
1.7 Substrats connus de GP63
Lors de recherches subs®quentes, GP63 a ®t® tenue
molécules (Tableau 1), permettant | 6 ®t abl deséméemf ecti on et la r®pli
| 6int ®i eur du macrophage. Ulti mement, gr ©ce <ces

favorise la survie dans le phagosome, permet la migration du parasite a travers la matrice

extracellulaire et module stratégiquement les voies de signalisation cellulaires.
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Tableau 1 : Substrats connus de GP63 dans la littérature  (Liste non exhau stive)

Substrats >
Protéolyse

rapportée

Processus

. Références
cellulaire

précédemment

identifiés

p130cas Clivage Hallé and al. 2009
Protéines PTP-PEST Dégradation Hallé and al. 2009
Tyrosine SHP-1 Clivage Gomez and al. 2009
phosphatases PTP1B Clivage Gomez and al. 2009
TC-PTP Clivage Gomez and al. 2009, Hallé and al. 2009
p65relA (NF-kB) Clivage Gregory and al. 2008
C-JUN Clivage Contreras and al. 2010
Facteurs de C-fos Dégradation Contreras and al. 2010
transcription Jun B Clivage Contreras and al. 2010
Fra 1 Clivage Contreras and al. 2010
Fra 2 Clivage Contreras and al. 2010
mTor Clivage Jaramillo and al. 2011
NLRP3 Clivage Shio and al. 2015
TXNIP Clivage Shio and al. 2015
Signalisation Pro-IL-1(3 Clivage Shio and al. 2015
intracellulaire Cortactin Dégradation Hallé and al. 2009
Caspase-3 Clivage Hallé and al. 2009
TAB1 Clivage Hallé and al. 2009
MRP Clivage Corradin and al. 1999
Synaptotagmin XI Clivage Arango Duque and al. 2014
Transport Syntaxin 5 Clivage da Silva Vieira and al. 2019
vesictlaine VAMP3 Clivage Matheoud and al. 2013
. Matheoud and al. 2013,
M ELEE Matte and al. 2016, da Silva Vieira and al. 2019
En effectuant des Western blot pour | 6®t ude des ¢

résultats inattendus se sont présentés. En effet, il y avait un clivage de presque toutes les
prot ®i nes, incluant | a pr odguicomene econtrdlé dexh@rge. lmor mal e n
guestion sui vant eGP83&s-alé vraiment iohib@esdt®ela lyse cellulaire ?

Pour répondre a cette question, davantage de tests ont été effectués. Une infection de BMMs

avec des parasites L. major agp63+GP63a t out dbéabord ®t ® faite. Les
lysées et récoltées a 2 h et 6 h post-infection. Des cellules non-infectées et des parasites ont

également été incubés ensemble et immédiatement lysés, ce qui est appelé a la Figure 1, la lyse

simultanée. Finalement, des parasites et des cellules non-infectées ont été lysés séparément et

di-f f ®r ent

Phénanthroline, a été ajouté ou non au tampon de lyse a des fins de comparaison pour voir si un

ensuite co-incubés. Un c h®l at eur doéi on de Zinc

changement serait apparent Lééaction de cet inhib
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En effet, il est possible de voir que méme les échantillons provenant des lysats co-incubés
montrent du clivage pour mTOR (mechanistic Target Of Rapamycin), ce qui ne devrait pas étre
observé si GP63 était inactivée lors de la lyse. De plus, sans 1,10-Phénanthroline, il est possible
de voir du clivage dans tous les échantillons. Cependant, lorsque 10 mM 1,10-Phénanthroline est

ajout® au tampon de | yse, l a bande de <clivage nbo
identique ~ | 6®c hamtbledoh-iomf eato®.e nEingn dqu &caoy ant | ®g
niveau de clivage, 2 mM 1,10-Ph ®nant hr ol i he no6®t ait pas suffisant

métalloprotéase.

| 1
BMM 241pI 6HPI 2HPI 6HPI 2HPI GHPI

MIOR wEEpEET s ne-

mM de 0 l0 o 2 2 10 10H0 2 1OHO 2 10}
1,10-Phénanthroline Infection Lyse Cosincubation
simultanée de lysats

Figure 10 : mTORI| or s d & i n fLenmjori agp63+@BRE8B,1 or s doOune | yse simultan®e des |

Il es cel |l ul es é@ncubdtiondeslysatsb une co

Un chélateur de zinc, la 1,10-Phénantroline, a été testé comme inhibiteur de la métalloprotéase (Matte et Descoteaux,

non-publié)

1.8 1,10-Phénanthroline

La 1,10-Phénanthroline est un composé organique formé de trois cycles aromatiques ayant la
conformati on doéMarckd98® deaforrhute chimmgee C12H8N2. Le benzéene du

centre offre une stabilité a la molécule, permettant de rester plane, les atomes N toujours alignés
(Sammes and Yahioglu 1994). Déaidhteeamadant cchacun un atome dbdazc
opposés sont ceux formant rapidement de forts complexes avec des ions métalliques tels que le

fer ferreux (Fe®*), le Zn?* (Figure 11), le Cu®*, le Mg®* et d 6 a ut r(Brandt,cDavyei, and s

Gyarfas 1954).
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Figure 11 :1,10-Phénanthroline liant un ion de Zinc  2*
Redessinée a partir de : Zinc phenanthroline complex supplier | CasNO.16561  -55-0 (lookchem.com)

Cette liaison est communément appelée chélation. La forte affinité des cations métalliques avec

ce ligand rend ces cations indisponibles dans le milieu et est méme arraché aux sites actifs de

certaines enzymes (Sammes and Yahioglu 1994; de Jesus et al. 2019; Felber, Coombs, and

Vallee 1962). Lal1,10-Ph ®nant hr ol i ne a edasalé dadsecomne infkitedrdat i | i s ®
déautres m®tall oprot®ases avec sucioviio Lagremiered 6 ®v i t
publication a ce sujet était a propos du travail de Felber, Coombs, and Vallee (1962), montrant

l 6inhibition de | a c a+PhléoartlyrgirepPtus rdcansment, e Jpsasetal. a 1, 10
(2019) ont utilisé la 1,10-Ph ®nant hr ol i nrda ca&dhdaperonalliant le hirc iydjl. Pour

GP63,la ®t ® montr ® que, p ar mi-Phdnardhtoline éadt la plus @fficace e u r [
pour chélater le Zn?* s 6 y  En effet, Chaudhuri et al. (1989) amontré quel 6 acti vit ® de (
état” 0, 9% | ors de |-FAha@mda nttihornoldiend.a Lle 10l us pr oche ¢

Bi pyridyl, qui permettait une act idwiatu® rcke cGBRRE At ke
cations divalents, étaient nettement moins performants, laissant une activité de 6,4% et 8,7%
respecti vement . Léactivit® de GP63 peutdansiere r ®t e
milieu, ce qui Vveut veadsible (€hagdhwiethld980)hParthaisdite, glusieuessst r ®

études ont utilisés la 1,10-Phénanthroline a f i inhibet &P63 dans différents contextes, dont
| 6 ®tdaisa sécrétiond ®p e n d a nt eprotbelysd (BlaGwite et al. 2002).
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2 Hypothese et objectifs de recherche

Les résultats présentés a la Figure 10 ont mené a des questionnements sérieux. Si le clivage de
MTOR est en fait un artéfact, les autres substrats identifiés précédemment le seraient-ils
®gal ement 4l dgd dédluetions etanclusions qui ont été faites entourant ces clivages
? Les rtles de GP63-illsr dede eltdibn feac tciedédrousmads®t | 6 on

Par Western bl ot, S i GP63 nbdest pas i nkdes®ar | or s |
si un clivage observé est di au fait que GP63 était réellement en contact avec le substrat potentiel
dans une cellule infectée intacte. En effet, les barrieres cellulaires rompues permettent a GP63

déavoir acc s 7 touteesanstedrktopr ot ® nes cel l ul ai
Léhypoth se de recherche: suivante a donc ®t ® ®mi s

Léabsence doéun inhibiteur de m®tall oprot ®ase a me
de GP63.

Afin de répondre a cette hypothése, ce projet de recherche a été divisé en deux objectifs

principaux :

1. Identifier les véritables substrats de GP63, en déterminant si ceux précédemment
identifi ®s sont affect®s de |l a m°me mani re | o

Phénantroline) est ajouté lors de la lyse des cellules infectées.

2. Confirmer que ces clivages sont spécifiques a GP63 en utilisant, en plus des souches

sauvages, des souches mutantes qgp63 et qgp63+GP63.

En résumé, ce qui a été précédemment publié doit étre réévalué.
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3 Matériels et Méthodes

3.1 Deéclaration d'éthique

Le travail ef f ect u® fait confadn@mehteau pretocole d T06-06squia ét®t ®
approuvé par le Comité Institutionnel de Protection des Animaux de I'INRS-Centre Armand-
Frappier Santé et Biotechnologie. Ce protocole respecte les procédures sur la pratique animale
promulguées par le Conseil canadien de protection des animaux, décrites dans le Guide sur le

soin et l'utilisation des animaux de laboratoire.

3.2 Culture de macrophages dérivés de la moelle oss  euse murine

Des macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDM) ont été différenciées a partir de cellules
souches provenant de la moelle osseuse de souris femelles 129 BL/6 agées d6 e n v 8 & I2n
semaines. Les souris sont euthanasiées par asphyxie au CO; suiv i déune dislocation
Les os des pattes arriere (fémur et tibia) sont récoltés, transférés dans un tube ou ils seront
submergés par du HBSS et conservés sur glace. La moelle osseuse est alors recueillie en ringcant
|l 6int®rieur dés | daiadr ddjueect antgui l l e et dbébune ser
la moelle sont ensuite récoltées par centrifugation. Les érythrocytes sont subséquemment détruits
| 6 ai d£€I. Lexcellblds restantes sont donc suspendues dans un milieu DMEM et
inoculées dans un pétri qui adherera les cellules matures, laissant en suspensions les cellules
naives pouvant étre différenciées. Un pétri doit étre utilisé par tranche de deux souris utilisées
pour la collecte de moelle. Le DMEM doit aussi contenir 15% de LCM, permettant la

différenciation en macrophage. Les cellules sont incubées a 37°C en présence de 5% de COa.

La différenciation des cellules naives en macrophage se fait sur 8 jours (le premier étant celui de

la récolte de la moelle). La journée suivante (le jour 2), le surnageant contenant les cellules naives

est récolté et divisé équitablement dans des pétris non-adhérents. Le nombre de pétri dépendra

du nombre de souris dont la moelle provient. La regle est : nombre de pétri = (nombre de souris

x2)+1. Par exemple, si | a moelle collect®e provient
L6®qui val ent de 15% de LCM est ®gal ement ajout ®
nouveau ajouté. Finalement, au jour 5 et 7, 15% de LCM est ajouté a nouveau. Au jour 8, les

cellules adhérées sont des macrophages matures. Ceux-C i sont r®colt®s " |1 6aid
silicone, suspendus dans du HBSS et collectés par centrifugation. Ensuite, les cellules sont re-

suspendues avec du DMEM, cette fois sans LCM puisque les cellules doivent étre quiescentes.

Les cellules sont comptées, et le nombre désiré de cellules est inoculé dans des puits de plaques



multi-puits. Le nombre de puits etde cellulese st vari able selon | es besoin:
une infection qui devra ultimement étre une lyse cellulaire afin de récolter les protéines, une
plaque de 6 puits a raison de 2,2 millions de cellules par puit sera utilisée. Si le but de la
manipulation est de faire un marquage par immunofluorescence, une plaque de 24 puits sera
utilisée et 270 000 cellules y seront déposées. Chaque puit contiendra une lamelle circulaire ou
les cellules seront adhérées. Les cellules seront remises en incubation a 37°C en présence de
5% de CO2;j usqubau | endemai n. Cbest au jour 9 qubil s e

| 6i nfection par | es parasites.

3.3 Culture des parasites

Les promastigotes de L. major Seidman (MHOM/SN/74/Seidman) NIH clone A2 (type sauvage,
oqgp63 et ogyp63+GP63), L. donovani LV9 (MHOM/ET/67/Hu3:LV9), L. mexicana
(MNYC/BZ/62/M379) et L. brasiliensis M15991 (MHOM/BR/1996/M15991) (da Silva Vieira et al.
2019) sont cultivés dans un milieu M199-1X (Sigma) supplémenté de 10 % de sérum de veau
fi1tal (SVF) i nactiv® par l a chal eur, 40 mM d' HEP
d'hémine, 3 M de bioptérine, 1 M de biotine et de pénicilline/streptomycine. lls sont conservés
dans un incubateur a 26°C. Des promastigotes fraichement différenciés en phase stationnaire
tardive sont utilisés pour les infections. Pour les obtenir, ceux-ci doivent étre environ 5 jours en
culture et avoir une confluence de plus de 50 x 10° promastigotes/ml. Les parasites sont

conserv®s | us qa6iassages afin aeunerpasdperdre leur virulence.

3.4 Infection de macrophages dérivés de la moelle osseuse murine par
Leishmania

1- Isolation de parasites promastigotes métacycliques

Les parasites sont récoltés dans un tube, centrifugés a 2000 g pour 7min, et lavés deux fois avec

du PBS. Pendant ce temps, un gradient de Ficoll est préparé (Figure 12). 1,5mL de Ficoll 40%

est d®pos® au fond déssus duFicdll 40%dkst dépdsaries délibatement

pour éviter de mélanger les deux phases. Finalement, les parasites sont suspendus dans du

DMEM ne contenant pas de s ®r umdedsas dugradient. Ld taut | et e
est centrifugé a 600-675 g pendant 10 mi nut es. Léinterphase,
métacycliques, est récupérée. Les parasites sont ensuite lavés avec du PBS 1x deux fois en

centrifugeant 7 minutes a 2000 g.
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2- Opsonisation
Les parasites sont ensuite opsonisés 30 minutesa37°C ° | 6ai de de s®r um
Une concentration de 10% est utilisée, diluée avec du HBSS. lIs sont suspendus a un
ratio de 1uL de solution utilisée par million de parasites. Par exemple, 200 uL (20uL
de serum + 180uL HBSS) sera utilisé pour opsoniser 200 millions de parasites. Des
| 6i ncubataé, durHBISeest ajoute @u sérum 10% et le tout est centrifugé 7
minutes a 2000 g. Les parasites seront finalement lavés deux fois avec du PBS 1x et

re-suspendus dans 1mL de DMEM complet (incluant SVF).

3- Infection
Les parasites fraichement lavés sont comptés ~ | 6aide dbéun h®macyto
dilutions en s®rie. Selon | e nombre de parasi

7:1, 10:1), du DMEM complet contenant le nombre de parasites désiré sera préparé.
Le volume final doi t atbrtdescellslasddns lspague mygte ur | 01

puits (2ml pour un puitpoerbonpuptadéené pluaga:

Figure 12: | sol ation de parasiitdes drid®@tha gy @ldii gmds de IFdba ol |
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