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RÉSUMÉ 

Le parasite Leishmania, l'agent causal de la leishmaniose, est capable de survivre et proliférer à 

l'intérieur des phagocytes comme les macrophages en modifiant le phagosome initial en vacuole 

parasitophore. Celles-ci peuvent être individuelles ou communales. Les mécanismes causant ces 

modifications varient selon l'espèce et affectent plusieurs fonctions de la cellule comme la 

présentation antigénique croisée. En effet, il a été démontré que les souches individuelles étaient 

capables de l'inhiber. Nous voulions donc savoir si les espèces communales inhibaient aussi 

cette fonction et si la cystéine peptidase B (CPB) était impliquée. Les résultats obtenus nous ont 

permis de déterminer que L. mexicana était capable d'inhiber cette fonction , mais seulement 

après 48h d'infection contrairement à L. major qui est capable de l'inhiber dès 6h post-infection. 

Nous avons aussi démontré que la réduction de la présentation n'était pas causée par une 

diminution de la présence du CMH à la surface. Finalement, nous avons pu démontrer que CPB 

n'était pas impliquée dans l'inhibition de la présentation puisqu'en absence de la cystéine 

peptidase B, les mêmes effets étaient observables au niveau de la cellule entière et au niveau 

des protéines du parasite. Il serait donc intéressant de poursuivre les expériences afin de trouver 

quel mécanisme est impliqué. 
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ABSTRACT: 

The parasite Leishmania, the causal agent of leishmaniasis, can survive and proliferate inside 

phagocytes such as macrophages by modifying the initial phagosome into a parasitophorous 

vacuole. These can be individual or communal. The mechanisms causing those changes vary 

with the strain involved and affect several cell functions such as antigen cross-presentation. 

lndeed, it has been shown that individual strains were able to inhibit it. We wanted to know if the 

communal strains were also able to inhibit this function and whether cysteine peptidase B (CPB) 

was involved. The results obtained allowed us to determine that L. mexicana was able to inhibit 

this function, but only after 48h of infection unlike L. majorwhich can inhibit it as early as 6h post­

infection. We also demonstrated that the reduction in presentation was not caused by a decrease 

in the presence of MHC at the surface. Finally, we were able to demonstrate that CPB was not 

involved in the inhibition of the presentation since in the absence of the cysteine peptidase B, the 

same effects were observable in the experience with the whole cell and at the level of parasite 

proteins. lt would be interesting to continue the experiments to find out what mechanism is 

involved. 
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INTRODUCTION 

La Leishmaniose est une maladie endémique dans plus de 97 pays et causant de 20 000 à 30 

000 morts à chaque année, principalement dans les pays en développement. Cette maladie, 

causée par le parasite Leishmania spp, peut être présente sous différentes formes selon l'espèce 

de parasite impliquée. En effet, les symptômes peuvent être présents sous forme de lésions 

cutanées, de destruction des muqueuses ou sous forme viscérale affectant le foie, la rate, les 

ganglions et la moelle osseuse. C'est principalement cette dernière forme qui est mortelle. Le 

parasite, suite à son inoculation par la mouche des sables, va infecter diverses cellules dans son 

hôte mammifère, mais principalement les phagocytes tels que les macrophages. Une fois entré 

dans ces cellules, certaines espèces de parasite comme L. major et L. donovani vont former des 

vacuoles parasitophores dites étroites et individuelles en modifiant la structure du phagosome 

principalement grâce à leur LPG et GP63, ce qui va empêcher la fusion du phagosome avec les 

endosomes et les lysosomes permettant au parasite de survivre et se multiplier. D'autres 

parasites, au lieu de former de petites vacuoles, vont plutôt activement fusionner leur phagosome 

avec les différents endosomes, lysosomes et membranes provenant du golgi et du RE de la 

cellule en modifiant l'action des SNAREs. Ces vacuoles sont dites vastes et communales. C'est 

le cas des parasites L. mexicana et L. amazonensis. Contrairement aux mécanismes impliqués 

dans la formation des vacuoles individuelles, ceux des vacuoles communales sont beaucoup 

moins bien compris, mais nécessiteraient aussi la présence de GP63 et du LPG. Dans le cas de 

L. mexicana, il a été démontré que la présence de CPB était aussi essentielle afin d'établir une 

infection efficace in vivo puisque lorsqu'une souche déficiente pour cette cystéine était utilisée, 

les lésions formées étaient plus petites et perduraient moins longtemps avant de se résorber. 

D'autres études ont démontré que la présentation antigénique croisée lors d'une infection avec 

les parasites L. major et L. donovani était inhibée, et ce, de manière GP63-dépendante. Ce 

mécanisme est important afin d'induire une réponse T cytotoxique efficace lors d'une infection 

puisqu'elle permet aux phagocytes de préparer les cellules T CD8 naïves et leur permet de 

reconnaitre les cellules infectées. Cependant, aucune étude sur la présentation antigénique 

croisée n'a été effectuée avec des espèces de parasite formant des vacuoles communales. Nous 

voulions donc observer si les parasites formant ces vacuoles étaient capables d'inhiber la 

présentation antigénique croisée comme les espèces individuelles. En plus de cela , nous voulons 

savoir si la cystéine peptidase B était impliquée dans cette possible inhibition. 
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SECTION 1 : REVUE DE LA LITTÉRATURE 
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CHAPITRE 1 : LA RÉPONSE IMMUNITAIRE 

1.1 Le système immunitaire 

Le système immunitaire humain est un système très complexe avec des implications multiples 

entre autres dans le développement tissulaire normal, la défense contre les agents pathogènes 

(virus, bactéries, parasites, mycètes) ainsi que la protection contre les cellules cancéreuses. Il 

s'est développé tranquillement au cours de l'évolution jusqu'à former le système complexe que 

nous connaissant aujourd'hui. Il peut se séparer en deux grandes catégories : l'immunité innée 

et l'immunité adaptative.(Yatim & Lakkis, 2015) 

La première est composée de mécanismes actifs et passifs comme les cellules épithéliales, le 

mucus, les cellules phagocytaires (macrophages, monocytes, cellules dendritiques), les cellules 

NK (Natural Killer), les granulocytes (basophile, éosinophile et neutrophile), le système du 

complément ainsi que certains anticorps naturels.(Hato & Dagher, 2015) Cette réponse est 

rapidement activée en présence de signaux de dangers ou d'agents pathogènes et est 

considérée comme étant non-spécifique puisqu'elle dépend du genre du microorganisme (viral, 

bactérie Gram positive ou négative, helminthe ... ), mais n'est pas spécifique à l'espèce. 

La deuxième catégorie du système immunitaire est composée principalement des cellules B et 

des cellules T ainsi que leurs effecteurs tels que les anticorps produits par les premières. Cette 

réponse est beaucoup plus précise puisqu'elle est spécifique à un antigène donné. Cette 

spécificité dépend des différents récepteurs présents à la surface des cellules B et T qui sont 

acquis aléatoirement durant la maturation de ces cellules. Cependant, afin que la réponse 

adaptative s'active, celle-ci doit d'abord être induite par la réponse innée dans la majorité des 

situations ce qui se fait entre autres grâce à la présentation antigénique par les cellules 

dendritiques.(lwasaki & Medzhitov, 2015) Suite à cette activation, les cellules possédant les bons 

récepteurs vont proliférer afin d'induire une réponse assez forte puisque seulement quelques 

cellules ont les bons récepteurs pour l'antigène ciblé. Suite à la période de prolifération, la majorité 

des cellules effectrices vont mourir, mais une partie de ces cellules vont plutôt devenir des cellules 

mémoires. Ces dernières vont permettre d'avoir une réponse plus rapide et plus efficace lors 

d'une infection subséquente. (Chaplin, 2010) 
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1.2 Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont des cellules possédant un rôle essentiel dans la tolérance 

immunitaire, dans la reconnaissance des agents pathogènes ainsi que dans la transition entre 

l'immunité innée et acquise entre autres grâce à leur capacité à effectuer la présentation 

antigénique (Waisman et al., 2017). Ces cellules ont été découvertes par Ralph Steinman en 

1973 et font partie de la famille des phagocytes mononucléaires. Cette famille de cellules découle 

des progéniteurs macrophages/dendritiques (MDP) qui sont localisés dans la moelle osseuse. 

(Geissmann et al., 2010) Ces MDP se différencient ensuite en progéniteur commun de cellules 

dendritiques (CDP) qui vont pouvoir former les dendritiques plasmacytoides (pDC) et les 

progéniteurs pré dendritiques. Ces derniers vont migrer vers les tissus et organes lymphoïdes où 

ils vont terminer leur différenciation et former les cellules dendritiques conventionnelles (cDC). 

Les pDC vont plutôt compléter leur maturation dans la moelle osseuse avant d'aller dans la 

circulation sanguine où ils vont pouvoir effectuer leur rôle . Les cellules dendritiques sont séparées 

en nombreux sous-groupes selon leur localisation , leurs rôles et les différents marqueurs à leur 

surface. Elles sont présentes dans la majorité des tissus et il est estimé qu'environ 2 à 4% des 

leucocytes totaux sont des cellules dendritiques. (Waisman et al., 2017) 

MDP Flt3l. 
aFl-I 

( , .~, 

CDP 

fit:)~ 

PUI 

E2·2 

1 os 
1Rf8 

Fll3l. 
Pui 

IRF2 

IR • 
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RelB 

LTt\ 

11>2 

IRF8 
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IFIL3 

pOCs CDl1b' OCs CD8•\ OC1 C0103' DCs 

Figure 1.1: Différenciation des cellules phagocytaires mononucléaires 

Les progéniteurs macrophages/dendritiques se différencient en différents sous-groupes de cellules dendritiques 
selon les récepteurs et les molécules de différenciations présentes {Waisman et al., 2017) 
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Comme mentionné, les cellules dendritiques sont séparées en deux groupes principaux, les 

conventionnelles et les plasmacytoides. Dans le cas des pDC, elles sont définies par les 

marqueurs de surface CD11 c1°w MHC-1110w B220+ PDCA-1 + Siglec-W. Elles ne sont pas très 

efficaces pour effectuer la présentation antigénique et sont plutôt spécialisées dans la sécrétion 

d'interféron de type 1 (1 FN type 1) lors des infections virales. Cependant, une fois activée par la 

présence de microorganismes, ces cellules peuvent induire l'activation des cellules T naïves 

entrainant la production de cellules T régulatrices (Treg) chez la souris et chez l'humain. 

(Waisman et al. , 2017) 

Dans le cas des cDC, trois sous-groupes principaux sont présents selon les marqueurs de 

surface : les CD8a+, les CD103+ et les CD11 b+. Les cellules faisant partie de ces groupes sont 

toutes considérées comme des cellules présentatrices d'antigènes (APC) très efficaces pour 

activer les cellules T naïves. Les deux premiers groupes sont surtout impliqués lors d'infection 

avec des agents pathogènes intracellulaires tandis que le dernier est plus impliqué lors 

d'infections par des agents pathogènes extracellulaires. La principale différence entre les deux 

premiers sous-groupes est leur localisation. En effet, les CD8a+ sont surtout présentes dans les 

organes lymphoïdes, tout comme les CD11 b+, alors que les CD103+ sont plus situées dans les 

tissus. (Waisman et al., 2017) 

En plus des pDC et des cDC, un troisième groupe de cellule dendritique a été découvert 

récemment. Ces cellules sont appelées les cellules dendritiques inflammatoires. Elles sont 

similaires aux cDC d'un point de vue morphologique, leur capacité migratoire ainsi que dans leur 

habilité à activer les cellules T. Cependant, elles sont seulement produites en période 

d'inflammation contrairement aux cDC qui sont produites constitutivement.(Segura & Amigorena , 

2013) Ces cellules inflammatoires jouent un rôle important dans l'élimination de certains 

microorganismes tels que Listeria monocytogenes, Bruce/la melitenis, Leishmania major et 

Trypanosoma brucei grâce à leur production d'oxyde nitrique et de TNF-a (tumor necrosis factor). 

(Serbina et al., 2003) 

Comme mentionné un peu plus haut, un des rôles principaux des cellules dendritiques est de 

patrouiller dans les tissus afin de phagocyter les antigènes et les présenter aux cellules T afin 

d'entrainer leur activation et prolifération . Ce mécanisme est appelé la présentation antigénique 

et sera expliqué en profondeur un peu plus loin . Afin d'accomplir ce rôle , les cellules dendritiques 

7 



passent par deux stades morphologiquement et fonctionnellement différents: immature et mature. 

Les premières expriment peu les CMH de classe 1 et 11 ainsi que les molécules de costimulation 

telle CD86 à leur surface. Cependant, les molécules de CMH Il sont grandement synthétisées 

pendant ce stade, mais sont séquestrées dans la cellule . Les cellules immatures ont des 

capacités de phagocytose, micropinocytose et endocytose très élevées ce qui leur permet 

d'acquérir les antigènes lorsqu'elles sont dans les tissus. Cependant, elles sont peu efficaces 

pour activer les cellules T naïves. Lorsque ces cellules immatures sont activées par la présence 

de cytokine inflammatoire (comme l'interleukine-1 et le TNF-a) , par la présence de produit 

provenant de microbes (lipopolysaccharide, ARN double brin , séquence d'ADN CpG non 

méthylée) activant les TLRs, (Kaisho & Akira, 2001) ou par la liaison du CD40, elles entrent dans 

un processus de maturation causant plusieurs changements fonctionnels et morphologiques 

découlant entre autres de l'activation du facteur de transcription NF-KB et qui se termine par les 

cellules se dirigeant vers les organelles lymphoïdes afin de présenter ces antigènes aux cellules 

T. 

Cette maturation est caractérisée par une augmentation majeure de la présence de CMH Il et 

des molécules de costimulation à la surface des cellules (lnaba et al. , 2000). En effet, dans le cas 

du CMH Il, le nombre de molécules peut augmenter de 20 fois et celles de CD86 de 100 fois . 

Cependant, cette augmentation n'est pas due à une augmentation dans la synthèse, mais plutôt 

dans le transport des molécules qui étaient séquestrées vers la membrane.(Mellman & Steinman, 

2001) Un des mécanismes proposés implique la régulation de la cystéine protéase cathepsine 

S (cat S) par l'inhibiteur de protéase cystatine C. Lorsque la cellule est immature, la présence de 

l'inhibiteur est suffisante pour bloquer l'action de cat S dont le rôle consiste à cliver le fragment 

lip10, qui contient le signal restreignant le complexe dans les lysosomes, de la chaine invariable 

(li) du complexe CMH Il en CLIP, séquence permettant le transport à la surface de la cellule. 

Cependant, lors de la maturation, la quantité de l'inhibiteur diminue ce qui permet un meilleur 

clivage de lip10 en CLIP entrainant l'augmentation de la quantité de complexes du CMH Il à la 

surface de la cellule. (Pierre & Mellman, 1998) 

Un autre mécanisme modifié par la maturation des cellules dendritiques est la capacité 

d'endocytose. Afin de restreindre l'import d'antigène durant le trajet vers les organes lymphoïdes 

et ainsi limiter les antigènes présentés à ceux se retrouvant dans le lieu où elles ont entamé leur 

maturation , les cellules dendritiques matures ont une capacité de phagocytose et 

macropinocytose réduite par rapport aux cellules immatures. Cette diminution serait causée par 

deux principaux mécanismes. Le premier serait une diminution de l'expression des récepteurs 
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aux antigènes tels que les FcRs (récepteur de la fraction constante des anticorps) , MR (récepteur 

au mannose), DEC205 et les récepteurs des corps apoptotiques. Le deuxième mécanisme 

implique Cdc42 qui serait sous-exprimé dans les cellules matures. Il a été démontré qu'en 

absence de cette petite GTPase, la macropinocytose était inhibée et que lorsqu 'on réinjectait 

cette GTPase dans les cellules matures, il était possible de récupérer les capacités de 

phagocytose. Il est cependant important de préciser que les cellules matures sont encore capable 

d'endocytose, mais à des niveaux beaucoup plus faibles que chez les cellules immatures. (Garrett 

et al., 2000) 

Comme mentionné au début de la section, les cellules dendritiques ont aussi un rôle important 

dans l'établissement de la tolérance immunitaire contre les antigènes du soi. La tolérance 

consiste à empêcher les cellules T de réagir aux antigènes du soi et ainsi éviter les maladies 

auto-immunes. Ce processus est divisé en deux, la tolérance centrale et la tolérance 

périphérique. La première a lieu dans le thymus durant la maturation des cellules T et comprend 

les sélections positive et négative, qui seront explorées un peu plus loin. Cependant, de 

nombreux antigènes ne sont pas présents dans le thymus, ces antigènes doivent donc être 

apportés dans les organes lymphoïdes afin d'être présentés aux cellules. C'est la tolérance 

périphérique. Ce mécanisme est entre autres dépendant des cellules dendritiques afin de 

transporter et présenter ces antigènes . Cependant, contrairement à la présentation antigénique 

normale, le mécanisme de tolérance n'implique pas de cellules dendritiques matures puisqu'il n'y 

a pas de facteurs d'inflammation ni de «PAMPs» (pathogen associated molecular patterns) qui 

sont présents. (Waisman et al., 2017) Ces antigènes du soi ou provenant de corps étrangers non 

pathogènes sont présentés en continu dans les noeuds lymphatiques grâce à l'interaction entre 

le CMH et le TcR (T cell receptor) en absence de molécule de costimulation . (Scheinecker et al., 

2002) Cependant, des études ont démontré que l'ablation des cellules dendritiques ne cause pas 

une réaction auto-immune instantanée, mais plutôt une dérégulation dans la prolifération des 

cellules myéloïdes. (Birnberg et al. , 2008) Ces résultats indiquent que les cellules dendritiques 

peuvent induire la tolérance périphérique, mais n'auraient pas un rôle direct essentiel. Cependant, 

elles seraient essentielles pour induire la génération de cellules T régulatrices induites (iîreg) 

spécifiques à certains antigènes. (Waisman et al., 2017) 
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1.3 La phagocytose 

La phagocytose est un mécanisme essentiel de l'immunité innée et est effectuée par certaines 

cellules afin d'ingérer des particules de plus de 0,5µm de diamètre. Ce mécanisme a été 

découvert vers les années 1880 par Élie Metchnikoff lorsqu'il a observé des cellules spécialisées 

dans les larves d'étoiles de mer qui attaquaient les débris se trouvant à l'intérieur de ces larves. 

La phagocytose possède de multiples rôles. Chez les organismes unicellulaires, elle est utilisée 

entre autres afin de capturer les nutriments dans l'environnement. Pour les organismes 

multicellulaires, la phagocytose est effectuée par les cellules spécialisées appelées phagocytes . 

Ces cellules sont importantes pour l'élimination des agents pathogènes, mais aussi pour 

l'élimination des cellules apoptotiques et nécrotiques, l'inflammation ainsi que dans la réparation 

et le remodelage des tissus. (Gordon , 2016) Les cellules phagocytaires peuvent être divisées en 

deux groupes : les phagocytes professionnels et non professionnels. Le premier comprend les 

monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les éosinophiles, les cellules dendritiques ainsi 

que les ostéoclastes. Elles sont responsables des différents rôles de la phagocytose, c.-à-d. la 

capture et l'élimination des agents pathogènes ainsi que leur présentation au système 

immunitaire adaptatif et l'élimination des cellules apoptotiques. Le deuxième groupe est composé 

des fibroblastes, des cellules épithéliales ainsi que des cellules endothéliales. Ces phagocytes 

non professionnels ne peuvent pas phagocyter les microorganismes, mais sont importants pour 

l'élimination des corps apoptotiques.(Rosales & Uribe-Querol , 2017) 

La phagocytose peut être divisée en quatre étapes majeures : la reconnaissance des particules 

à phagocyter, l'internalisation de ces particules, la formation et la maturation du phagosome et 

l'élimination de la particule ingérée. Ces étapes sont présentes autant dans l'élimination des 

agents pathogènes que dans l'élimination de cellules apoptotiques et nécrotiques, mais des 

différences sont présentes, surtout durant l'étape de la reconnaissance des particules. 

Afin d'initier la phagocytose, les phagocytes doivent tout d'abord reconnaitre les particules à 

ingérer et être capable de différencier entre les cellules saines et apoptotiques, les bactéries 

pathogènes et commensales ainsi que les cellules infectées ou non. Cette reconnaissance des 

particules étrangères dépend principalement de deux familles de récepteurs qui peuvent être 

chacune divisées en plusieurs classes. La première famille est composée des récepteurs non 
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opsoniques qui sont capables de reconnaitre les motifs sur les cellules et les microorganismes 

directement. Cette famille comprend CD169 et CD33 qui reconnaissent les lectines, DNGR-1, 

Dectin-1 qui reconnait les bêta-glucanes des mycètes ainsi que SR-A qui est capable de 

reconnaitre des ligands polyanioniques présents sur les cellules apoptotiques et sur les microbes. 

(Canton et al., 2013; Dambuza & Brown, 2015) Les toll-like receptor (TLRs) sont aussi des 

récepteurs capables de reconnaitre directement différents ligands tels que le lipopolysaccharide 

(LPS), les motifs CpG non méthylés, l'ARN double brin et la flagelline. Cependant, ils ne sont pas 

considérés comme des récepteurs pour la phagocytose, mais plutôt comme des détecteurs de 

ces ligands. Ils permettent une meilleure phagocytose lorsqu'ils sont utilisés de concert avec les 

autres récepteurs non opsoniques.(Kawai & Akira , 2011) 

La deuxième famille est composée des récepteurs opsoniques qui reconnaissent les opsonines 

provenant de l'hôte se liant aux particules étrangères. Plusieurs types d'opsonines sont présents 

tels que les anticorps, le complément, la fibronectine, les lectines liant le mannose ainsi que les 

lactadherines. Les deux classes les plus connues et étudiées sont les récepteurs reconnaissant 

les fractions constantes des anticorps (FcR), plus particulièrement la partie constante des lgG et 

des lgA, ainsi que les récepteurs reconnaissant le complément (CR), plus particulièrement le CR3 

qui reconnait la fraction iC3b se liant aux particules après l'activation du complément. (Flannagan 

et al., 2012; van Lookeren Campagne et al., 2007) 

Dans le cas des cellules apoptotiques, deux signaux sont utilisés par les cellules afin d'activer la 

phagocytose. Il y a tout d'abord des molécules solubles qui sont sécrétées telles que les 

lysophosphatidylcholines et les sphingosine 1-phosphates. Ces molécules agissent en tant 

qu'agents chimiotactiques pour les phagocytes.(Gordon, 2016) Afin d'identifier les cellules à 

phagocyter, une fois arrivés au site d'où le signal « find me » était sécrété, les phagocytes vont 

pouvoir reconnaitre les molécules de phosphatidylsérine (PS) à la surface de la cellule 

directement à l'aide de certains récepteurs comme TIM-1 et BAl-1 . (Park et al., 2007) D'autres 

récepteurs peuvent reconnaitre d'autres molécules ou des molécules oxydées de PS comme SR­

A et CD36 respectivement. Les PS sont aussi présentes à la surface des cellules saines, 

cependant, lors de l'apoptose, le nombre de molécules de PS augmente jusqu'à 300 fois, 

permettant aux phagocytes de seulement cibler les cellules en train de mourir. En plus de cela, 

afin d'éviter que les phagocytes éliminent les cellules saines, celles-ci expriment un signal 

inhibant la phagocytose. CD31 et CD47 sont deux molécules ayant ce rôle . La première promeut 
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le détachement cellulaire alors que la deuxième induit un signal inhibant les changements 

impliquant l'actine. (Brown et al. , 2002; Tsai & Discher, 2008) 

Une fois la particule reconnue, celle-ci est endocytée et le phagosome initial est formé. La 

formation de celui-ci dépend d'une cascade de réactions qui varie selon le récepteur activé. Les 

deux qui sont les mieux connues sont celles dépendantes des FcR et du CR3. Dans le cas du 

FcR, l'activation du récepteur cause une agglomération des récepteurs ce qui initie la 

phosphorylation d'un motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) par des 

kinases de la famille des Src. La phosphorylation des ITAMs permet de recruter et d'activer la 

tyrosine kinase SYR qui a son tour va phosphoryler plusieurs substrats.(Daeron, 1997) 

Cependant, la cascade de réactions exacte n'est pas bien connue. Les protéines Rac 

sembleraient être impliquées dans la polarisation des filaments d'actine, mais ce sujet est encore 

source de débat. (Patel et al., 2002) 

Une fois la particule ingérée, le phagosome ainsi nouvellement formé entre alors dans l'étape de 

maturation. Celle-ci peut être divisée en quatre phases où le nouveau phagosome fusionnera 

avec différents compartiments cellulaires. Ces quatre phases sont la phase précoce, 

intermédiaire, tardive et le phagolysosome. Durant la phase précoce, le phagosome fusionne 

activement avec les endosomes précoces, mais pas avec les lysosomes.(Flannagan et al., 2009) 

Cette fusion est médiée entre autres par la GTPase Rab5a par le recrutement de EEA1 (early 

endosome antigen 1 ). Rab5 recrute aussi hvPS34 qui va générer des phosphatidylinositol 3-

phosphate (Pl3P) à la surface du phagosome. Ces lipides vont permettre le recrutement et 

l'ancrage de plusieurs protéines nécessaires à la maturation du phagosome.(Gutierrez, 2013) 

Cependant, malgré la fusion du phagosome avec de nombreux endosomes, la taille de la vacuole 

ne change pas significativement. Ce processus serait dépendant de la capacité du phagosome à 

recycler des molécules à la surface de la cellule , processus médié par COP1, Arf et les GTPase 

Rab similaire au mécanisme utilisé par les endosomes précoces.(Botelho et al. , 2000) Durant 

cette étape, l'intérieur du phagosome devient un peu plus acide (pH de 6.1-6.5) grâce au 

recrutement de V-ATPases (ATP-dependent vacuolar proton pump), mais ce pH n'est pas 

destructeur. 

Par la suite, durant la phase dite intermédiaire, Rab5 est remplacé par Rab? qui est essentiel à 

la fusion du phagosome avec les endosomes tardifs.(Rink et al., 2005) Durant cette étape, des 

vésicules sont formées dans le lumen du phagosome contenant du matériel à dégrader. La 

formation de ces vésicules est similaire à la formation des corps multivésiculaires. 
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Une fois les vésicules dans le lumen éliminées, le phagosome entre dans la phase tardive. Durant 

cette phase, il y a une accumulation de Rab? à la surface ce qui permet le recrutement de RILP 

(Rab-interacting lysosomal protein) qui permet la liaison au complexe dynéine-dynactine offrant 

un meilleur contact avec les microtubules. Ce contact permet de faciliter la fusion avec les 

endosomes tardifs en rapprochant le phagosome de ceux-ci et permettant aux SNAREs (Soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) de terminer la fusion entre les 

deux, plus particulièrement VAMP 7 et 8 (vesicle-associated membrane protein).(Harrison et al. , 

2003) Cette phase est aussi caractérisée par une acidification plus grande de la vacuole due à 

l'accumulation des V-ATPases, le pH se situe donc entre 5,5 et 6,0. (Kinchen & Ravichandran, 

2008) En plus de l'accumulation de Rab? à la surface, la fusion avec les endosomes tardifs 

permet l'incorporation de LAMP 1 et 2 (lysosome-associated membrane proteins) à la surface de 

la membrane ainsi que la présence de cathepsines et hydrolases.(Fairn & Grinstein, 2012) 

La dernière étape de la maturation 'du phagosome consiste à sa fusion avec les lysosomes ce 

qui lui permet d'acquérir la majorité de ces facteurs permettant de dégrader les particules 

ingérées et de former le phagolysosome. Cette fusion est une fois de plus dépendante de Rab?, 

mais VAMP 7, VAMP 8, Syntaxine 7 et 8 seraient aussi importantes pour la formation du 

phagolysosome. (Luzio et al., 2007) Cette phase de la maturation est caractérisée par un pH très 

acide pouvant être aussi bas que 4,5, une couche interne de la membrane riche en P13P et une 

absence du récepteur mannose-6-phosphate. ( Griffiths et al., 1988; Kobayashi et al. , 1998) 

Une fois le phagolysosome formé, il possède de multiples moyens d'éliminer les particules 

ingérées. Le pH acide est le premier, il permet d'inhiber la croissance bactérienne, d'inhiber 

certains métabolismes et d'activer certaines enzymes dont le pH optimal est acide. Le 

phagolysosome contient aussi des dérivés réactifs de l'oxygène (ROS) ainsi que des dérivés 

réactifs de l'azote (RNS) . Ces deux réactifs permettent d'éliminer directement les 

microorganismes ingérés. En plus de ces composés réactifs , le phagolysosome limite la 

croissance en utilisant diverses molécules telles que le chélateur lactoferrine qui séquestre le fer 

utilisé par certaines bactéries. (Flannagan et al., 2009) L'ensemble de ces facteurs permettent 

d'éliminer la majorité des particules qui sont ingérées par les phagocytes, mais les ratios de 

chaque molécule varient selon les cellules ce qui fait en sorte que certains phagocytes sont plus 

efficaces pour éliminer certaines particules. 

13 



MultivesJCular body 

g 

\ 
V·ATPase 

1 

\ 

Late endosome 

<-~~ 
~ 

j 
c L~~<' 

Ca1l1~ps,11s lAMPI 

___. 

~ 
( 

4 MHC ll 
r,,,. .. -Gotgi n~twork pre~mion 

Lysosomt 

~) 

j 
d Phagolysosom~ 

RAbl LAMPI 
Hydrola<~' 

---+-

Ciithepsins 
M1crot ubul~s Hydrolas~s 

Dyne10 or 
dynawn 

pHl_!~~~~....!~~~.::-:.:..=::.::::::::::::::::::::::::::::'.!!m::.:::::::::::::::::::J::~ .......... --~~~~ 45 

Nature Revlews 1 Mlcroblology 

Figure 1.2: La phagocytose d'un microorganisme 

Le phagosome initial passe par de nombreuses phases avant d'être apte à éliminer le microorganisme 
ingéré.(Flannagan et al., 2009) 
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1.4 La présentation antigénique 

La présentation antigénique est le mécanisme permettant aux cellules de digérer des antigènes 

du soi et du non-soi et de les exprimer à la surface de leur membrane sous forme de peptides 

liés aux complexes majeurs d'histocompatibilités (CMH) afin de déclencher une réaction 

immunitaire provenant des lymphocytes T. Ce mécanisme est essentiel pour la transition de 

l'immunité innée vers l'immunité acquise et peut être séparé en trois classes différentes : celle 

dépendante du CMH-1, celle dépendante du CMH-11 et la présentation antigénique croisée. 

Les molécules de CMH-1 sont exprimées chez toutes les cellules nucléées et permettent de 

présenter des peptides de 8-9 acides aminés provenant de molécules endogènes. Ces molécules 

peuvent être du soi, provenir de mutation ou suivant une infection virale . Lorsque le complexe 

CMH-1 - peptide présente des antigènes mutants ou provenant de virus, le récepteur des cellules 

T (TcR) pourra reconnaitre le complexe ce qui activera les lymphocytes T cos+ qui pourront 

éliminer les cellules anormales ou infectées.(Blander, 2016) Afin de présenter les antigènes à la 

surface, les molécules sont tout d'abord dégradées dans le cytosol par le protéasome et les 

peptides ainsi obtenus sont transférés dans le réticulum endoplasmique (ER) à l'aide du 

«Transporter associated with Antigen Processing» (TAP) qui est un transporteur hétérodimérique 

faisant partie de la famille des «ATP-Binding Cassette transporter» (ABC). (Hinz & Tampe, 2012) 

TAP, en combinaison avec deux conjugués tapasin-Erp57 et des chaperonnes, forment le 

complexe de chargement peptidique (PLC). Ce complexe permet de charger les peptides sur les 

molécules de CMH-1. Une autre molécule importante dans le chargement du peptide est la ER 

Aminopeptidase-1 (ERAP-1 chez l'humain , ERAAP chez la souris) qui permet de réduire la 

longueur des peptides qui sont internalisés dans le ER afin qu'il soit de seulement 8-9 acides 

aminés et puissent être chargés sur le CMH. Afin que le complexe CMH-1- peptide soit complété, 

l'affinité entre le peptide et la molécule de CMH-1 doit être assez élevée afin de dissocier le PLC 

du CMH. Si l'affinité n'est pas assez grande, le peptide est retiré du complexe et un nouveau 

peptide est présenté. Une fois que le complexe CMH-1 - peptide est stable, il est transporté dans 

l'appareil de Golgi puis à la surface de la membrane.(Blum et al., 2013) Chez l'humain , trois gènes 

sont responsables de la synthèse des CMH-1, HLA-A, HLA-B et HLA-C. Ces gènes possèdent 

un polymorphisme très élevé, en moyenne plus de 2800 allèles pour les trois gènes, et la majorité 

de ces allèles sont fonctionnels. C'est cette grande diversité de HLA qui fait en sorte que chaque 

CMH produit reconnait certains peptides avec une plus grande affinité que d'autres.(Goldberg & 

Rizzo, 2015a) 
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Figure 1.3: Présentation d'antigène par le CMH-1 

Les antigènes capturés sont dégradés dans le cytosol avant d'être lié au complexe 
du CMH-1 dans le réticulum endoplasmique (Blum et al., 2013) 

Les molécules de CMH-11 ne sont pas exprimées sur toutes les cellules comme celles du CMH-1. 

En effet, leur expression est limitée principalement aux cellules présentatrices d'antigènes 

(macrophages, cellules dendritiques, cellules de Langerhans, cellule de Kupffer) et aux cellules 

B. Cette voie de présentation antigénique est utilisée afin de présenter des molécules exogènes, 

telles que des protéines bactériennes, ou bien des protéines provenant de cellules en apoptose 

ou nécrosées d'une longueur de 14-15 résidus.(Goldberg & Rizzo, 2015b) 

Tout comme les CMH-1, les CMH-11 sont assemblés dans le ER, mais ils terminent leur maturation 

dans un endosome tardif riche en antigènes nommé MllC (MHC class Il compartment). Lors de 

l'assemblage dans le ER, les deux sous-unités vont s'associer avec la chaine invariable (ou 

CD74) qui est une chaperonne. Cette chaperonne bloque la liaison des peptides et du CMH-11 

lorsque celui-ci se trouve dans le réticulum endoplasmique. En plus de cela , elle permet de diriger 

le CMH-11 vers les MllCs. Cette chaperonne peut se retrouver sous plusieurs formes de 

différentes longueurs selon l'épissage alternatif et la présence de plusieurs codons initiateurs. 

(Landsverk et al., 2009) La présence de ces nombreuses formes est essentielle au bon 

fonctionnement du CMH-11, puisque les différents allèles possèdent différentes affinités avec les 
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chaines invariables et qu 'en absence des chaines, le complexe est instable et incapable 

d'atteindre la surface de la cellule , donc s'accumule dans le réticulum endoplasmique.(van Lith 

et al., 2010) 

Une fois que le complexe a atteint le MllCs, la chaperonne est dégradée en un fragment CLIP 

(Class Il - associated Invariant chain Peptide) par la cathepsine B présente dans ces 

endosomes.(Roche & Cresswell, 2011) Ce fragment situé sur le site de reconnaissance des 

peptides sera retiré lorsqu'un peptide compatible sera présenté au complexe. Cet échange est 

effectué sous le contrôle d'une seconde chaperonne, la glycoprotéine HLA-DM (chez l'humain , 

H2-DM chez la souris). (Denzin & Cresswell , 1995) Le rôle de cette seconde chaperonne est 

similaire à la tapasine dans le CMH-1 , c'est-à-dire qu'elle induit un changement de conformation 

du CMH ce qui cause la dissociation de CLIP et permet la liaison avec les peptides. Cette capacité 

de changer la conformation permet aussi de dissocier les peptides ayant une faible affinité avec 

le CMH auquel il est lié. Il a été démontré qu'en absence de HLA-DM, CLIP se dissocie quand 

même du CMH, mais beaucoup plus lentement. Cependant, la liaison avec les peptides n'est pas 

efficace .(Blum et al., 2013) Une fois le complexe CMH-11 lié à un peptide avec une forte affinité, 

il peut être transporté à la membrane où il sera reconnu par le TcR des lymphocytes T CD4+. 

l 
(i) 

Figure 1.4: Présentation d'antigène par le CMH-11 

Les antigènes sont dégradés dans les endosomes tardifs ou dans les lysosomes avant 
d'être lié au complexe du CMH-11 dans les MllCs (Blum et al., 2013) 
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La réponse cos+ est essentielle afin d'éliminer les agents pathogènes intracellulaires. 

Cependant, les cellules naïves doivent être activées avant de devenir des cellules effectrices et 

pouvoir reconnaitre le complexe peptide-CMH-1 et éliminer la cellule infectée. Cette activation est 

effectuée par les APC, particulièrement par les cellules dendritiques, grâce à la présentation 

antigénique croisée qui permet à ces cellules de présenter des antigènes exogènes sur leur CMH-

1 et ainsi activer les CDS+ naïves. Deux voies intracellulaires peuvent être utilisées afin de préparer 

et présenter les antigènes : la voie cytosolique et la voie vacuolaire. Lors de la première, les 

antigènes sont phagocytés puis transportés dans le cytosol où ils sont dégradés par le 

protéasome comme lors de la présentation classique par le CMH-1. Par la suite, les antigènes 

dégradés peuvent être transportés dans les phagosomes initiaux à l'aide de TAP où ils sont mis 

en contact avec les CMH ou bien transportés dans le réticulum endoplasmique où ils sont 

présentés aux CMH avant d'être envoyés à la surface de la cellule. Lorsque la voie vacuolaire 

est impliquée, l'antigène est phagocyté puis est dégradé et est mis en contact avec le CMH-1 

dans le phagosome sans passer par le cytosol. Cette deuxième voie est considérée TAP­

indépendante. Réussir à déterminer la voie principale utilisée pour la présentation antigénique 

croisée est une tâche difficile, mais les résultats obtenus jusqu'à maintenant semblent indiquer 

que la voie cytosolique est la voie principale.( Joffre et al., 2012) 

Une des raisons principales pourquoi les cellules dendritiques sont les cellules avec la plus 

grande capacité à effectuer la présentation antigénique est qu'elles ont une capacité protéolytique 

plus faible en comparaison avec les autres phagocytes tels que les macrophages. En effet, le pH 

dans les phagosomes et les endosomes est plus élevé que dans celui des mêmes organelles 

chez les macrophages. Ceci est dû à une diminution de l'activité de la V-ATPase ainsi qu'une 

augmentation de l'activité de la NAPDH oxydase 2 (NOX2). Cette augmentation permet une 

diminution de la production de ROS ce qui permet de maintenir un niveau plus alcalin et en 

absence de NOX2, la capacité à faire la présentation antigénique croisée était diminuée. (Savina 

et al., 2006) 

Une fois activées par la présentation antigénique croisée, les cellules T CDS+ entameront leur 

maturation et pourront reconnaitre le complexe CMH-1 - peptide sur les cellules infectées et les 

éliminer. 
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Figure 1.5: La présentation antigénique croisée peut utiliser deux voies 
possibles 

L'antigène capturé peut être dégradé dans le phagosome et lié au CMH-1 dans ce 
phagosome ou être dégradé dans le cytosol avant d'être lié au CMH-1 dans le RE ou 
le phagosome.(Joffre et al., 2012) 

19 



1.5 Les lymphocytes T 

Comme mentionné précédemment, les lymphocytes T sont des cellules essentielles de l'immunité 

adaptative du système immunitaire et sont séparés en trois grandes catégories : les cellules co4+ 

(T-helper), les CD8+ (cytotoxique) et les cellules T régulatrices (Treg) . Ces catégories sont 

dépendantes des marqueurs à la surface des cellules et déterminent leur rôle. 

Pour commencer, les cellules souches hématopoïétiques (HSC) présentes dans la moelle 

osseuse se divisent en progéniteur des lymphoïdes communs (CLP) suite à l'activation des gènes 

RAG1 et RAG2. Par la suite , une partie des CLP vont migrer vers le thymus où ils vont se 

différencier en progéniteurs thymiques précoces (ETP). Ces progéniteurs sont capables de se 

différencier en cellules Tet B, mais aussi en cellules NK, cellules dendritiques ainsi qu'en cellule 

myéloïde. Cependant, une fois dans le stroma du thymus, la présence de ligand pour le récepteur 
,-

Notch-1 ainsi que la présence d'IL-7 permettent de promouvoir la différenciation de ces cellules 

en cellules T ainsi que d'inhiber le développement des autres voies de différenciation.(Gonzalez­

Garcia et al., 2012; Yang et al., 2010) Par la suite, les ETP se différencient en cellules doubles 

négatives (DN), qui n'expriment pas CD4 ni CD8, puis en cellules (DN3) commençant à exprimer 

certaines protéines essentielles pour l'assemblage du TCR tel que CD3, LCK, Zap70 et LAT. Ces 

DN3 deviennent ensuite doubles positives (DP) pour CD4 et CD8. Ces cellules passent ensuite 

par la phase de sélection positive avant de devenir positives uniquement pour un des deux 

marqueurs (SP). Durant la sélection positive, les cellules épithéliales du thymus présentent 

certaines de leurs protéines sur leur CMH-1 et Il et seules les cellules DP capables de lier un des 

deux CMH avec une affinité intermédiaire ou plus pourra poursuivre son développement, les 

autres sont éliminées par apoptose. Seulement 1 à 5% des DP deviennent des SP. Afin d'éviter 

que les lymphocytes nouvellement synthétisés réagissent aux antigènes du soi et causent des 

réactions auto-immunes, les SP, en atteignant la médulla du thymus, sont exposés à divers 

antigènes du soi par l'intermédiaire des cellules épithéliales de la médulla du thymus (mTEC). Si 

les SP démontrent une forte affinité pour ces antigènes, ils sont éliminés par apoptose. Celles qui 

n'auront pas réagi pourront devenir des cellules T naïves et migrer vers les organes lymphoïdes 

secondaires. (Anderson & Takahama, 2012; Cano & Lapera, 2013) 
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Figure 1.6: Différenciation des cellules T dans le thymus 

Les cellules T doivent passer par plusieurs étapes de différenciation avant de 
devenir des cellules naïves (Cano et Lopera, 2013) 

Afin que les cellules naïves deviennent des cellules effectrices et se multiplient, trois facteurs sont 

essentiels : l'interaction entre le TCR et le complexe CMH-peptide, la présence de molécules co­

stimulatrices et la présence de cytokines favorisant l'expansion clonale. 

Une fois dans les organes lymphoïdes secondaires, les cellules T établissent des contacts avec 

de nombreuses cellules dendritiques pouvant durer quelques minutes ou quelques heures selon 

l'affinité entre le TCR et le complexe du CMH. Une fois que le lymphocyte reconnait un antigène 

qui est compatible avec son TCR, une synapse immunologique se forme qui consiste en trois 

zones concentriques : la zone centrale , périphérique et distale. La première est composée du 

TCR ainsi que des molécules et récepteurs de costimulation. La zone périphérique est plutôt 

composée de molécules d'adhésion telle que ICAM-1 permettant de maintenir le contact alors 

que la zone distale est composée de F-actine et la phosphatase CD45. (Dustin & Depoil, 2011) 

Une fois la synapse établie, une cascade de réactions permet l'activation de trois possibles 

facteurs de transcription selon la voie impliquée : NFAT, AP-1 ou NF-KB. Ces facteurs de 

transcription permettent l'induction de gènes initiant la sécrétion d'IL-2, l'expression d'adhésine 

favorisant l'adhésion cellulaire , l'expression de molécule anti-apoptotique ainsi que l'expression 

de molécules de costimulation telles que CD40L. (Siebenlist et al., 2005) 

Ces dernières sont des molécules de surface qui ne peuvent pas induire l'activation des cellules 

T lorsqu 'elles sont exprimées en absence du complexe CMH-TCR, cependant, elles permettent 

d'amplifier ou de réduire le signal d'activation. Ces molécules peuvent être exprimées de manière 

constitutionnelle, telle que CD27 et CD28, ou bien suite à l'activation des cellules T, telle que 
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CD30, SLAM ou PD-1. La majorité font partie de la deuxième catégorie et favorise l'activation 

sauf PD-1 et CD152 qui inhibent l'activation.(Chen & Flies, 2013) 

Afin que les cellules activées puissent se multiplier et induire une réaction immune, la présence 

de différentes interleukines est requise. La principale est IL-2. Elle possède un rôle autocrine et 

paracrine afin d'activer l'expansion clonale des cellules T reconnaissant l'antigène qui induit 

l'activation initiale ce qui permet d'avoir de multiples cellules capables de reconnaitre l'antigène 

envers lequel une réponse immune est nécessaire. Les interleukines 15 et 21 sont aussi 

impliquées dans cette expansion clonale ainsi que plusieurs autres selon quel sous-groupe des 

cellules T est stimulé.(Boyman & Sprent, 2012) 

Cette prolifération clonale n'est pas permanente, en effet, suite à l'expansion initiale, 90% des 

cellules effectrices vont mourir par apoptose afin d'éviter une réaction immunitaire constante qui 

serait nocive pour le système. Les cellules effectrices qui ne seront pas éliminées vont pouvoir 

devenir des cellules mémoires permettant d'avoir une réponse plus rapide lors d'une seconde 

infection.(Malek & Bayer, 2004) 

Comme mentionné un peu plus haut, les cellules T sont séparées en trois groupes majeurs qui 

eux-mêmes comprennent plusieurs sous-groupes. Les cellules composant le premier de ces 

groupes sont les lymphocytes CD4+. Ces cellules possèdent deux rôles principaux : produire des 

cytokines et stimuler les cellules B afin qu'elles produisent des anticorps. Ces co4+ peuvent être 

séparées en 6 sous-groupes (Th1, Th2, Th9, Th17 Th22 et Tfh) selon les interleukines impliquées 

dans leur différenciation ainsi que leur rôle. Par exemple, les Th1 nécessitent la présence d'IL-12 

et 18 et sont principalement impliqués dans la réponse contre les agents pathogènes 

intracellulaires alors que les Th2 ont entre autres besoin d'IL-4 et jouent plus un rôle dans la 

protection contre les agents pathogènes extracellulaires.(Kaiko et al., 2008; Paul & Zhu, 2010) 

Pour ce qui est des cellules Treg, elles expriment aussi le CD4+, mais expriment en plus de cela 

FOXP3 ainsi que CD25. Ces cellules peuvent être divisées en deux sous-groupes, les Treg 

naturelles provenant du thymus et les Treg inductibles qui deviennent des Treg suite à leur 

activation dans le système périphérique. Les deux groupes ont des rôles pratiquement identiques 

qui consistent majoritairement à limiter la réponse immunitaire. En effet, elles sont essentielles 

afin de prévenir les maladies auto-immunes ainsi que pour limiter les réponses immunitaires suite 
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à l'infection par un agent pathogène et les réactions d'allergies. Elles peuvent limiter l'action et la 

prolifération des autres groupes de cellules T, particulièrement les cellules réagissant aux 

antigènes du soi, ainsi que les cellules NK et les lymphocytes B. (Sakaguchi et al., 2010) Pour ce 

faire, ces cellules ont plusieurs fonctions. Elles peuvent libérer des molécules telles IL-10 inhibant 

la sécrétion de cytokines par les autres sous-groupes CD4+, elles sont aussi capables d'induire 

l'apoptose des cellules effectrices à l'aide de perforines et de granzymes ainsi qu'agir comme 

compétiteur pour l'IL-2, ce qui limite la prolifération clonale.(Shevach, 2009) 

Le troisième groupe de cellules T est formé de cellules qui, contrairement aux deux groupes 

précédents, n'expriment pas le CD4, mais qui expriment plutôt CDS à leur surface. Une autre 

différence avec les autres groupes est que ce groupe n'est pas séparé en sous-groupe, 

l'ensemble des cos+ font partie du même groupe. Ces cellules cytotoxiques sont capables 

d'attaquer directement les cellules cancérigènes et les cellules infectées par un virus en induisant 

l'apoptose de celles-ci. Pour ce faire, les cos+ possèdent deux mécanismes principaux. Elles 

peuvent libérer des granules contenant des perforines, des granzymes, des granulolysines ainsi 

que des inhibiteurs de perforines afin d'éviter que la cellule T se lyse elle-même comme la 

calréticuline et cathepsine G. Les perforines causent des pores dans la membrane cellulaire de 

la cellule cible aidées par les granulolysines ce qui cause une entrée de liquide dans la cellule 

causant un débalancement osmotique alors que les granzymes vont lyser les mitochondries et 

fragmenter l'ADN. Ces cellules peuvent aussi induire directement l'apoptose à l'aide de ligand de 

mort tel FasL. Elles sécrètent aussi des cytokines importantes dans le contrôle de la prolifération 

de cellules tumorale ainsi que dans la défense contre les infections virales : l'IFN-y et TNF-a. 

(Cox et al., 2013; Lieberman, 2003) 
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CHAPITRE 2 : LE/SHMANIA 

2.1 La leishmaniose 

La Leishmaniose est une condition regroupant plusieurs maladies causées par le parasite 

protozoaire intracellulaire obligatoire Leishmania sp. (David & Craft, 2009) et est considérée 

comme une maladie tropicale négligée par !'Organisme Mondial de la Santé (OMS). En date de 

2017, cette maladie endémique dans 97 pays causait de 20 000 à 30 000 décès par année et 

environ 700 000 à 1 million de nouveaux cas sont répertoriés tous les ans. (WHO, 2018) Cette 

maladie se retrouve principalement en Amérique latine, Afrique et Asie dans les régions où les 

déplacements de population, les cas de malnutrition et de mauvaises conditions de vie sont 

communs puisque ces conditions favorisent la transmission de la maladie. (Machado-Coelho et 

al., 2005) 

La leishmaniose peut causer plusieurs symptômes selon l'espèce de parasite impliquée et 

l'interaction avec le système immunitaire de l'hôte. (Paredes et al., 2003) Ceux-ci sont séparés 

en trois grandes catégories : cutanée, muco-cutanée et viscérale. La leishmaniose cutanée est 

la forme la plus commune et la moins dangereuse qui est caractérisée par la présence de nodules 

ou d'ulcères sur la peau, principalement aux endroits exposés comme le visage, les bras et les 

jambes. (Dowlati , 1996) Elle est causée principalement par les espèces Leishmania mexicana, 

L. major et L. braziliensis. Dans la majorité des cas, les lésions de petite taille guérissent par 

elles-mêmes 2 à 15 mois après l'apparition de la lésion, donc ne nécessitent pas l'utilisation de 

traitement.(David & Craft, 2009) Dans certains cas, surtout si la maladie est causée par L. 

brazifiensis, la forme cutanée peut dégénérer vers la forme muco-cutanée qui affecte et détruit 

les muqueuses du nez et de la bouche. Cette forme d'infection est beaucoup plus rare et est 

surtout présente en Amérique latine (Strazzulla et al., 2013). La troisième catégorie de 

Leishmaniose est mortelle dans la majorité des cas lorsque laissée sans traitement. Cette forme 

de maladie est principalement causée par les souches L. infantum et L. donovani. Elle affecte le 

foie, les ganglions, la rate et la moelle osseuse et se caractérise entre autres par une fièvre 

prolongée, une anémie progressive, une hépatosplénomégalie, une hypergammaglobulinémie et 

une perte de poids (Sundar, 2015). 
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Afin de pouvoir détecter et identifier la présence du parasite, plusieurs techniques sont 

disponibles de nos jours. Cependant, nombre de ces techniques nécessitent des instruments de 

pointes qui ne sont pas accessibles dans toutes les régions. Parmi les différentes méthodes 

utilisées, les plus communes sont les examens par microscopie, la culture in vitro des parasites 

et l'amplification de gènes spécifiques par polymérase en chaine (PCR). Cette dernière est la 

plus efficace puisqu'elle permet de distinguer les différentes souches du parasite à l'aide de 

multiples marqueurs (Akhoundi et al., 2017), mais est n'est pas disponible dans toutes les 

régions. 

Afin de traiter la maladie, la méthode principale consiste à donner des composés à base 

d'antimoine, cependant, de plus en plus de cas de résistance font leur apparition et ce type de 

traitement induit de nombreux effets secondaires.(Handler et al., 2015) En addition au fait que les 

traitements sont moins efficaces qu'auparavant à cause des résistances, il n'y a toujours pas de 

vaccin efficace qui est disponible afin de prévenir cette maladie. (Rezvan & Moafi, 2015) 

Une des complications possibles découlant de l'infection par le parasite sont les cas de co­

infections VIH/leishmania. En effet, depuis le milieu des années 1990, de nombreux cas ont été 

répertoriés. Cette co-infection serait entre autres causée par la proximité géographique des 

régions endémiques des deux maladies et du fait que l'infection par le VIH favorise la 

multiplication du parasite et l'activation du système immunitaire par le parasite facilite la 

dissémination du virus et induit un développement plus rapide vers le SIDA. (Okwor & Uzonna, 

2013) 

2.2 Le cycle de vie du parasite 

Le parasite Leishmania sp est un protozoaire intracellulaire obligatoire transmis lors du repas 

sanguin de la mouche des sables femelle. Les deux genres de phlébotomes qui sont les vecteurs 

principaux sont Phlebotomus et Lutzomyia selon la région où le parasite se retrouve, le Nouveau 

Monde (Amérique) ou l'Ancien Monde (Europe et Afrique) respectivement.(Rogers, 2012) Le 

parasite possède un cycle de vie complexe se séparant en deux cycles principaux, un chez le 

mammifère hôte et le second chez le phlébotome. 

Lorsqu'un phlébotome infecté prélève son repas sanguin, elle injecte des parasites sous forme 

de promastigotes métacycliques dans la peau. La salive du phlébotome contient de nombreuses 

substances qui activent le recrutement de neutrophiles et macrophages. Ces cellules, une fois 
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arrivées au site de morsure, vont pouvoir phagocyter les parasites. Une fois à l'intérieur de ces 

cellules, le parasite va former une vacuole parasitophore (PV) dans laquelle les promastigotes 

vont se transformer en amastigotes ce qui va leur permettre de se multiplier dans la cellule . 

Lorsqu 'une cellule est trop infectée, elle va se lyser et libérer les amastigotes qui vont être 

phagocytés par d'autres cellules ce qui permet la propagation de l'infection dans l'hôte. 

Lorsqu'un phlébotome se nourrit sur un hôte infecté, elle ingère des macrophages ayant 

phagocyté les amastigotes et le deuxième cycle de vie du parasite peut commencer. Une fois les 

cellules ingérées, elles vont être lysées ce qui va libérer les parasites dans le système digestif de 

la mouche des sables. Une fois qu'ils vont atteindre l'intestin moyen , les amastigotes vont se 

multiplier et se transformer en promastigote en passant par quatre phases : procyclique, 

nectomonade, leptomonade et métacyclique où la dernière est considérée comme la phase 

infectieuse du parasite. Ce processus est appelé la métacyclogénese. (Gossage et al., 2003) Ils 

vont ensuite se rendre dans l'œsophage où ils seront prêts à se faire inoculer dans un nouvel 

hôte et recommencer le cycle. (Teixeira et al., 2013) 
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Figure 1.7: Cycles cellulaires du parasite Leishmania 

Le parasite possède un cycle complexe de réplication se produisant en partie dans l'hôte mammifère 
et en partie dans le vecteur (CDC, 2019 courtesy of DPDx) 
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2.3 Les diverses formes du parasite 

Comme mentionné plus haut, le parasite possède deux stades de vie principaux, le stade 

promastigote dans la mouche des sables et le stade d'amastigote dans les cellules de 

mammifères. Le premier stade est considéré comme la forme infectieuse du parasite et est 

caractérisé par la présence d'un flagelle et d'une forme effilée. C'est aussi lors de ce stade que 

les facteurs de virulence tels que GP63 et LPG sont exprimés à la hausse. La deuxième forme, 

quant à elle, est considérée comme la forme réplicative du parasite et est caractérisée par une 

forme arrondie et l'absence de flagelle, donc immobile et une expression des facteurs de 

virulences plus basse comparée à la phase infectieuse. Les mécanismes de transition d'une 

forme à l'autre ne sont pas encore très bien compris, cependant la variation de pH et de 

température serait un facteur important et se produirait environ 24 à 48h après l'infection. (Sunter 

& Gull, 2017) 

2.4 Les facteurs de virulence principaux du parasite 

2.4.1 LPG 

Le parasite produit de nombreux glycoconjugés dont les plus communs font partie des 

phosphoglycans. Une des caractéristiques principales de ces phosphoglycans est la présence 

d'unités de disaccharide-phosphate Gal(f31,4)Man(a1-P04---t6) qui ne sont pas présentes chez 

les mammifères. Ces phosphoglycans peuvent être soit sécrétés, soit liées à la membrane du 

parasite comme c'est le cas du lipophosphoglycan (LPG). (Descoteaux et al., 1995) Le LPG est 

le lipoconjugé le plus commun avec plus de 5 millions de copies par cellule, couvrant toute la 

surface de la membrane. Cette molécule est principalement exprimée au stade promastigote et 

est peu ou pas exprimée durant la phase amastigote selon l'espèce du parasite.(McConville & 

Blackwell, 1991) Ce lipophosphoglycan est composé d'une chaine de 16-30 unités de 

Gal(f31,4 )Man(a1-P04---t6) répétées qui est liée à la membrane grâce à une ancre 1-0-alkyl-2-

lyso-phosphatidyl(myo)inositol (Pl), aussi appelé GPI. Un noyau de glycans permet la liaison 

entre les deux parties de la molécule. L'ancre et le corps de glycans sont conservés parmi les 

différentes espèces, cependant la longueur de la chaine change selon l'espèce. (McConville et 

al., 1990) 
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Grâce à la génération de divers mutants, il a été démontré que la présence et la longueur des 

chaines d'unités répétées jouent un rôle important dans l'établissement du parasite à l'intérieur 

des cellules de mammifères. En effet, lorsque la synthèse du LPG est défectueuse chez L. 

donovani, le promastigote est incapable d'inhiber la biogenèse du phagolysosome. (Desjardins & 

Descoteaux, 1997) 

2.4.2 GP63: 

Un deuxième facteur de virulence d'importance du parasite est la métalloprotéase ancrée par une 

ancre GPI dépendante du zinc, la GP63. Cette protéase, aussi appelée leishmanolysin, a été 

découverte en 1980 et est considérée comme un antigène de surface majeur du parasite. C'est 

une glycoprotéine faisant partie de la classe des metzincins. Cette classe de protéases est 

caractérisée par une séquence HEXXHXXGXXH (Schlagenhauf et al. , 1998) et possède un 

propeptide à l'extrémité N-terminale qui rend l'enzyme inactive lors de la translation et qui est 

retiré lors de l'activation (Yiallouros et al., 2002). GP63 est la glycoprotéine la plus abondante sur 

la surface du parasite, environ 0,5 million de molécules sont présentes à la surface de chaque 

promastigote de L. mexicana. Tout comme LPG, la glycoprotéine est exprimée en plus grande 

quantité lors de la phase promastigote que lors de la phase amastigote. (Olivier et al., 2012) En 

effet, dans le cas de Leishmania mexicana, les gènes codant la protéase sont présents en 10 

copies regroupées en tandem et sont séparés en trois catégories : C1 , C2 et C3. Lors du stade 

promastigote, le parasite exprime l'ensemble des copies du gène alors que durant le stade 

d'amastigote, seul le groupe C1 , contenant 4 des 10 copies , est exprimé. Dans le cas de L. 

chagasi, 18 tandems sont présents séparés encore une fois en trois classes : MSPL, MSPS 

et MSPC selon les différences dans leurs régions 3' UTR et à quelle étape du cycle cellulaire ils 

sont exprimés. La première classe est exprimée principalement durant la phase logarithmique 

alors que la seconde est exprimée exclusivement lors de la phase stationnaire du parasite. Dans 

le cas de la troisième classe, elle contient seulement une copie du gène et est exprimée dans les 

deux phases mentionnées précédemment.(Roberts et al., 1993) Cette métalloprotéase est 

présente chez toutes les espèces de Leishmania étudiées, mais des protéases homologues sont 

aussi présentes chez certaines espèces de Trypanosoma sp. et Crithidia fasciculata (Yao et al., 

2003) 

La métalloprotéase se retrouve principalement à la surface du parasite, mais une petite proportion 

se retrouve dans le réticulum endoplasmique (RE). En effet, elle possède une séquence signal à 

l'extrémité N-terminale qui cible le RE afin de se faire synthétiser. Cependant, seulement moins 
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de 1,5% du total des protéines se retrouve dans le RE à tout moment alors que 75% se retrouvent 

à la membrane du parasite.(Weise et al. , 2000) Chez les levures et de nombreux eucaryotes, le 

transport des protéines liées à des ancres GPI du RE au Golgi nécessite la synthèse de 

sphingolipide et la formation de radeaux lipidiques. Cependant, ce n'est pas le cas pour le parasite 

puisqu'en présence d'inhibiteur de la synthèse des sphingolipides, le transport à la membrane de 

GP63 n'est pas modifié, mais il est inhibé par les basses températures (4 et 10°C) indiquant un 

mécanisme vésiculaire. (Ralton et al., 2002) 

Plusieurs études ont démontré que malgré le fait que GP63 était normalement liée à la membrane 

par une ancre GPI, le parasite relâche aussi la protéase dans le milieu extracellulaire.(Ellis et al., 

2002; McGwire et al., 2002) Cette relâche serait dépendante de deux mécanismes différents, un 

pour les protéases liées à des ancres GPI et un deuxième pour celles qui ne sont pas liées aux 

ancres. Dans le premier cas, l'autoprotéolyse permettrait le clivage de l'ancre et le relargage des 

protéases dans le milieu . En effet, en présence d'un chélateur du zinc, la 1-10 phénantroline, 

inhibant l'activité enzymatique des protéases dépendantes du zinc , la présence de GP63 dans le 

milieu est grandement diminuée.(McGwire et al., 2002) Dans le cas des protéases non liées aux 

ancres, le transport dans le milieu extracellulaire serait plutôt directement dépendant de la 

glycosylation . En effet, lorsque le parasite est mis en culture dans un milieu contenant de la 

tunicamycine, un inhibiteur de la glycosylation, il y a une inhibition de la sécrétion des 

métalloprotéases non liées aux ancres GPI dans le milieu extracellulaire, mais cet inhibiteur 

n'affecte pas celles liées aux ancres GPI , puisque celles-ci étaient encore retrouvées dans le 

milieu .(Ellis et al., 2002) 

Cette protéase est capable de dégrader de nombreux substrats tels que la caséine, la gélatine, 

l'albumine et l'hémoglobine.(Bouvier et al., 1990) Une des caractéristiques de GP63 est qu'elle 

fonctionne à un pH optimal différent en fonction de la souche de Leishmania. En effet, celle de L. 

major fonctionne mieux à un pH alcalin ou neutre alors que celle de L. mexicana est plus active 

à un pH acide.(Tzinia & Soteriadou, 1991) Il a été démontré que la métalloprotéase ne requière 

pas de résidu aminé spécifique, cependant elle clive souvent le résidu tyrosine des substrats à 

l'exception de L. mexicana qui clive plus souvent des sérines ou des thréonines. (Bouvier et al. , 

1990). En plus des substrats mentionnés plus haut, GP63 peut aussi dégrader le collagène IV 

ainsi que la fibronectine formant la matrice extracellulaire. La dégradation de ces protéines 

permettrait au parasite de se déplacer plus facilement dans la matrice extracellulaire in vivo. 

(McGwire et al., 2003) 
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GP63 possède des rôles différents selon le stade de vie du parasite. Lorsque le parasite est 

injecté dans l'hôte sous forme de promastigote, la protéase se lie à la composante C3 du 

complément et inactive la fraction C3b en la convertissant en sa forme inactive C3bi ce qui permet 

au parasite d'éviter la lyse dépendante du complément. (Brittingham et al., 1995) Cette 

transformation du C3b en C3bi agirait aussi en tant qu'opsonine qui faciliterait l'entrée du parasite 

dans les macrophages en permettant la liaison au récepteur du complément 1 et 3. (Masser & 

Edelson, 1985) 

Une fois à l'intérieur du phagosome, GP63 permettrait de protéger l'amastigote de la dégradation 

par le phagolysosome. En effet, lorsque la métalloprotéase est dénaturée par la chaleur ou bien 

sous-exprimée à l'aide d'ARN anti-sens, la survie du parasite dans les cellules est grandement 

diminuée.(Chen et al., 2000) 

2.4.3 CPB: 

Un autre facteur de virulence important pour le parasite, surtout dans le cas du parasite 

Leishmania mexicana, est la cystéine peptidase B aussi appelée CPB. Cette enzyme est une des 

65 cystéines peptidases (CP) codées par Leishmania . Ces CPs sont séparées en quatre clans et 

13 familles. Plusieurs de ces peptidases semblent jouer un rôle essentiel dans les interactions 

hôtes-pathogènes, mais les études effectuées actuellement se concentrent surtout sur trois 

peptidases particulières CPA, CPB et CPC. Ces trois CPs font partie de la famille C1 et sont 

toutes similaires à la papaïne. Les deux premières enzymes possèdent une séquence d'acides 

aminés similaire aux cathepsines-L alors que CPC ressemble plus aux cathepsines-B.(Mottram 

etal., 1998) 

CPB possède certaines particularités que les autres CPs ne possèdent pas soit une extension de 

1 OO acides aminés à l'extrémité C-terminale ainsi que le fait que la cystéine est présente sous 

forme de plusieurs isomères et que les gènes codant ces isomères sont présents en tandem dans 

un seul locus. Dans le cas de L. mexicana le locus comprend 19 gènes alors que chez L. major, 

le locus en comprend seulement huit. Pour ce qui est de CPA et CPC, il y a une seule copie du 

gène qui est présente et non pas de multiples copies. Dans le cas de L. mexicana, les différents 

isoformes possèdent des substrats et des activités catalytiques variables selon !'isoforme et leur 

expression est dépendante du stade du parasite.(Brooks et al., 2001) 
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Contrairement aux autres facteurs de virulence, la plupart des CPs sont plus fortement exprimées 

durant la phase amastigote du parasite (Souza et al. , 1992) à l'exception de CPC qui est plus 

exprimé lors du stage de promastigote procyclique. (Bart et al., 1995) ainsi que CPB 1 et CPB2 

qui sont plus exprimés durant le stade promastigote métacyclique. Cependant, le reste des copies 

de CPB, donc CPB3 à CPB19, sont exprimées durant le stade amastigote. (Mottram et al. , 1997) 

Étant donné que les cystéines peptidases sont exprimées à plusieurs stades du parasite, leurs 

fonctions sont nombreuses et jouent un rôle dans plusieurs interactions hôtes-pathogènes. En 

utilisant des mutants de L. infantum déficients en CPA, il a été démontré que le parasite était 

moins infectieux in vivo et in vitro. (Denise et al., 2006) Il a aussi été démontré que lorsque CPB 

est inhibé chez L. mexicana une diminution dans l'activité infectieuse était observée ainsi qu'une 

diminution du développement des lésions in vivo dans les souris BALB/C. (Mottram et al. , 1996) 

Il a aussi été observé que l'ajout d'une seule copie de CPB n'était pas suffisant afin de retrouver 

le phénotype normal, mais que l'ajout de plusieurs copies l'était, indiquant une activité 

complémentaire entre les diverses copies du gène chez le parasite.(Denise et al., 2003) 

Lorsqu'un double mutant pour CPA et CPB était utilisé, la diminution de l'infectiosité était encore 

plus prononcée dans les BALB/C que lorsque seulement CPB était inhibé, indiquant une possible 

redondance dans le rôle des deux cystéines.(Mottram et al., 2004) Dans le cas de CPC, elle serait 

impliquée dans le remaniement du secrétome ainsi que dans la capacité d'infecter les 

macrophages in vitro, mais n'aurait pas d'effet sur la capacité du parasite à causer des lésions 

in vivo comme démontré à l'aide de mutant CPC chez L. mexicana. (Bart et al. , 1997) 

En plus des nombreux rôles décrits plus haut que les cystéines peptidases possèdent, elles ont 

aussi des implications dans la réponse Th1 et Th2 lors de l'infection ainsi que dans la présentation 

antigénique par le CMH-11. Ces rôles seront plus approfondis un peu plus tard dans une autre 

section. 

32 



CHAPITRE 3: INTERACTIONS HÔTE-AGENT PATHOGÈNE 

Le système immunitaire est un système hautement régulé et efficace qui permet d'éliminer la 

majorité des agents pathogènes et des cellules qui deviennent tumorales ainsi que de maintenir 

l'homéostasie dans le corps. Cependant, de nombreux microorganismes sont capables d'altérer 

différents mécanismes du système immunitaire afin de promouvoir leur entrée, leur réplication ou 

leur propagation . Par exemple, le virus de l'herpès simplex est capable de bloquer le site de 

liaison au peptide de la protéine TAP du complexe du CMH-1 ce qui permet de limiter l'activation 

des cellules T cos+ et ainsi réduire l'élimination des cellules que le virus a infectées. (Hill et al., 

1995) Un autre exemple est la bactérie Staphylococcus aureus qui sécrète des protéines 

d'adhérence (Eap) liant ICAM-1 ce qui permet d'inhiber le recrutement des neutrophiles au site 

d'infection et ainsi permettre à la bactérie d'établir l'infection. (Chavakis et al., 2002) Le parasite 

Leishmania spp. fait aussi parti de ces organismes modifiant le système immunitaire. En effet, 

ses facteurs de virulence modifient de nombreuses fonctions, que ce soit lors de l'entrée dans 

l'hôte, la formation de sa vacuole parasitophore et durant la persistance de l'infection où les 

actions sont très souvent reliées à une diminution de l'inflammation dans l'hôte. 

3.1 L'entrée du parasite dans l'hôte 

Pour commencer, lorsque le parasite est inoculé par la mouche des sables, il doit survivre au 

premier contact à l'intérieur de l'hôte et atteindre le derme. Dans les deux cas, la métalloprotéase 

GP63 joue un grand rôle . En effet, elle permet de dégrader la matrice extracellulaire dans la peau 

permettant au parasite de migrer de l'épiderme vers le derme.(McGwire et al., 2003) Un autre 

rôle majeur de la métalloprotéase au début de l'infection est d'inhiber la formation du complexe 

d'attaque membranaire (CAM) du complément en liant la fraction C3b et en induisant sa 

conversion en C3bi empêchant la liaison entre le C3b et la fraction C5. Cette liaison du parasite 

au C3bi , en plus d'éviter que le parasite ne soit éliminé, permet aussi une meilleure phagocytose 

grâce à la reconnaissance par les récepteurs du complément 3 de la fraction C3bi liée au 

parasite.(Brittingham et al., 1995) Le complément agit normalement en tant que cascade de 

réactions dont le clivage de la première molécule va induire l'activation de la 2e par clivage de 

celle-ci, ce qui va induire l'activation de la 3e ainsi de suite. Il est composé de 9 protéines faisant 

partie de la voie classique du complément. La protéine C3 est une des plus importante puisqu'elle 
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permet l'opsonisation des agents pathogènes, l'induction de l'inflammation par le fragment C3a 

et l'activation du CAM composé des protéines C5 à C9. Le fragment C3b a un rôle important dans 

l'amplification de l'activation du complément par les différentes voies d'activation. (Rus et al., 

2005) Donc une inhibition de ce fragment par le parasite permet de diminuer l'inflammation et 

réduire l'élimination du parasite initialement. 

Une autre particularité de l'initiation d'une infection par le parasite est la présence de parasites 

morts exprimant des phosphatidylsérines (PS) à leur surface imitant des cellules apoptotiques. 

En effet, la présence de ces parasites permet d'indui.re une réponse anti-inflammatoire 

caractérisée par la sécrétion de TGF-~1 et IL-1 O. (Wanderley et al. , 2013) Il a été démontré qu'en 

absence de ces parasites morts, des souris qui étaient normalement sensibles à l'infection , 

devenait résistantes à celle-ci.(van Zandbergen et al., 2006) Ce mécanisme est utilisé par 

plusieurs microorganismes tels que Trypanosoma cruzi et le virus de la vaccine afin d'infecter les 

cellules sans induire une réponse inflammatoire. (Damatta et al., 2007; Mercer & Helenius, 2008) 

Une fois que le parasite est entré dans l'hôte, il entre en contact avec de multiples cellules et 

phagocytes qui arrivent pour réparer les tissus endommagés par la morsure de la mouche des 

sables. Selon l'espèce du parasite impliqué et la présence de salive du phlébotome, les 

proportions des cellules se rendant à la lésion varient. Par exemple, lors de l'infection par L. 

chagasi, il y a un ratio plus élevé de neutrophiles lorsque comparé aux macrophages. 

(Vasconcelos et al., 2014) Les premières cellules qui arrivent sur le site d'infection sont les 

neutrophiles suivis par les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques. Lorsque les 

parasites entrent en contact avec les neutrophiles, ils sont rapidement phagocytés et pourront 

survivre à l'intérieur de ceux-ci, mais ne se différencieront pas en amastigotes. Les neutrophiles 

infectés vont ensuite entrer en ap9ptose et être capturés par les macrophages et les cellules 

dendritiques. Ces neutrophiles expriment de hauts niveaux de molécules apoptotiques induits par 

la présence du parasite, ce qui permet de promouvoir une réponse immunosuppressive au début 

de l'infection ralentissant l'acquisition d'une résistance au parasite par l'hôte.(Ribeiro-Gomes et 

al., 2012) Une particularité des neutrophiles est leur capacité à sécréter rapidement des filaments 

d'ADN et de granules dans l'environnement. Ces filaments , aussi appelés NETs (neutrophil 

extracellular traps), permettent de capturer et tuer certains microorganismes. Dans le cas de 

Leishmania, selon l'espèce impliquée, les effets ne seront pas les mêmes. En effet, dans le cas 

de Leishmania amazonensis, le parasite est tué par les NETs alors que Leishmania donovani est 

capturé par les NETs, mais n'est pas éliminé, au contraire, la présence des NETs permettrait de 
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faciliter leur phagocytose par certains phagocytes. Cette variation dans la résistance ou non aux 

NETs serait dû à la présence du LPG à la surface du parasite puisqu'il a été démontré qu'en 

absence de LPG, les parasites étaient plus sensibles à l'élimination par les NETs. (Gabriel et al., 

2010) 

Un autre exemple de cellule avec lesquelles le parasite entre en contact au début de l'infection 

sont les cellules NK. Ces cellules ne phagocytent pas le parasite, mais libèrent plutôt de 

nombreuses cytokines, comme l'INF-y et TNFa, permettant d'induire une réponse Th1 favorable 

à l'élimination du parasite. Ces cellules sont aussi capables d'éliminer directement les cellules 

infectées sans avoir besoin d'une activation par les APC. Pour ce faire, les NK libèrent des 

granules cytotoxiques contenant des perforines et des granzymes induisant la lyse de la cellule 

cible. (Vivier et al., 2008) Lors de l'infection par Leishmania, les NK induisent normalement une 

réponse Th1 par la sécrétion de INF-y, cependant, il a été démontré que le parasite était capable 

d'inhiber la prolifération des cellules NK qui ont été activées par l'IL-2 ainsi que de modifier les 

niveaux d'expression des récepteurs à la surface des cellules. Ces effets ont été démontrés 

comme étant GP63 dépendant, puisqu'en absence de la métalloprotéase l'inhibition était moindre 

sans être totalement absente. (Lieke et al., 2008) Cette inhibition des cellules NK permet donc au 

parasite de guider la réponse immunitaire vers une réponse Th2 qui est plus permissive à 

Leishmania spp. 

3.2 La formation de la vacuole parasitophore 

Afin d'être phagocyté par les macrophages, le parasite peut être reconnu par plusieurs récepteurs 

en plus de rentrer suite à la phagocytose des neutrophiles infectés. En effet, différentes espèces 

utilisent différents récepteurs tels que les récepteurs au complément, les récepteurs mannoses, 

les récepteurs de fibronectine et les FcRy. Ces différents récepteurs utilisent des voies de 

signalisation intracellulaires plus ou moins inflammatoires. La voie dépendante du CR serait celle 

qui serait la moins inflammatoire et permettrait une meilleure survie du parasite. (Ueno & Wilson, 

2012) Une fois que le parasite se retrouve à l'intérieur des macrophages, il doit modifier de 

nombreuses fonctions cellulaires afin de survivre, pouvoir se différencier en amastigote et 

proliférer. Une des modifications importantes que le parasite doit effectuer est la modification du 

phagosome en PV. Les vacuoles individuelles et communales ne causent pas les mêmes 

modifications, cependant la formation des vacuoles individuelles est mieux comprise. Durant la 
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formation des vacuoles étroites, le parasite empêche la maturation du phagosome. Pour ce faire , 

le parasite introduit des molécules de LPG dans la membrane du phagosome causant un 

déséquilibre dans les microdomaines lipidiques. Ce déséquilibre permet entre autres d'empêcher 

l'assemblage du complexe de la NAPDH oxydase au phagosome et donc de réduire la production 

de ROS. (Ledge et al., 2006) Ce dérèglement de la membrane permet aussi d'inhiber l'apport de 

la pompe à proton-A TPase à la vacuole en bloquant le recrutement de la Synaptotagmine V ce 

qui permet de maintenir le pH de la vacuole à une valeur plus neutre permettant la survie du 

parasite sous forme de promastigote.(Vinet et al., 2009) Une autre caractéristique de l'arrêt de la 

maturation du phagosome est la présence d'une accumulation de filament de F-actine autour du 

phagosome. Cet anneau d'actine permettrait d'inhiber les contacts avec les différents endosomes 

tardif et lysosomes et bloquer le recrutement de certaines molécules impliquées dans la 

progression de la maturation.(Holm et al., 2001) (Moradin & Descoteaux, 2012) Cependant, 

l'actine accumulée autour des phagosomes contenant les parasites L. amazonensis est 

rapidement dégradée contrairement à l'actine autour des phagosomes contenant L. donovani. 

Cette différence de mécanisme pourrait être reliée à la différence de taille entre les deux types 

de vacuoles, mais ce n'est pas encore confirmé.(Courret et al., 2002) 

Comme mentionné précédemment, les niveaux de LPG diminuent drastiquement lorsque le 

parasite devient un amastigote et donc ces effets dépendants du LPG sont transitoires et lorsque 

les niveaux de LPG diminuent, le phagosome retrouve certaines de ces fonctions normales et le 

pH de la vacuole peut devenir acide puisque la v-ATPase peut s'assembler à la membrane. 

Cependant, cette diminution de pH n'est pas mortelle pour l'amastigote puisque son pH optimal 

se situe entre 4.0 et 5.5 .(Mukkada et al., 1985) 

Promashgotes Amashgotes 

Figure 1.8: Le promastigote modifie l'environnement du phagosome 

Lors de son entrée dans le macrophage, le parasite modifie de nombreuse fonctions du 
phagosome afin de promouvoir sa survie et se différencier en amastigote (Moradin & 
Descoteaux, 2012) 
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3.3 Modification des cytokines 

En plus de modifier l'environnement du phagosome afin d'établir sa vacuole parasitophore, le 

parasite doit diminuer l'apoptose des macrophages infectés afin d'avoir le temps de se répliquer 

et aussi diminuer les signaux inflammatoires afin que le système immunitaire ne puisse pas établir 

une défense efficace contre l'agent pathogène. Pour ce faire, de nombreuses protéines du 

parasite sont impliquées tels que l'inhibiteur de la sérine peptidase (ISP), la protéine membranaire 

kinetoplastide 11 (KMP-11) et la cystéine peptidase B (CPB). Cependant, une des molécules 

importantes dans la modulation des cytokines est la métalloprotéase GP63. En effet, cette 

protéase peut cliver de nombreuses protéines tyrosines phosphatases (PTPs) telles que PTP1 B 

et SHP-1 ce qui permet d'induire leur activation inhibant les voies MAPK et JAK/STAT ce qui 

permet de réduire la synthèse de cytokines pro-inflammatoires comme l'INF-y, TNF-a et IL-12 par 

le macrophage. (Gomez et al., 2009) En plus de cela , des études ont démontré que GP63 pouvait 

agir directement sur certains facteurs de transcription comme NF-KB et AP-1 induisant une 

réduction dans la production de diverses molécules microbicides telles que l'oxyde nitrique. 

(Contreras et al., 2010; lsnard et al., 2012) Une autre fonction de la protéase dans la modulation 

de l'environnement du macrophage est la régulation à la baisse de la synthèse de certaines 

protéines par le clivage de mTOR ce qui permet l'activation du répresseur de la translation 4E­

BP1 et donc l'inhibition du complexe mTORc. Cette activation de 4E-BP1 permet de réduire 

l'induction de la synthèse d'IFN de type 1. (Jaramillo et al., 2011) 

Dans le cas du parasite L. mexicana, la cystéine peptidase B serait impliquée dans les 

modifications des PTPs et leurs effecteurs autant au stade promastigote qu'amastigote. (Abu­

Dayyeh et al., 2010) Cependant, une étude a démontré que CPB aurait un rôle dans la modulation 

de l'expression de GP63 chez L. mexicana et donc que les effets attribués à la cystéine seraient 

plutôt un effet indirect de CPB impliquant la métalloprotéase. (Casgrain et al., 2016) 

3.4 Modification de la réponse adaptative 

Pour que le parasite puisse survivre dans son hôte, des modifications des cellules infectées sont 

nécessaires, mais le parasite doit aussi modifier la réponse adaptative afin d'éviter de se faire 

éliminer. Pour ce faire, le parasite utilise plusieurs moyens, dont le clivage du récepteur CD4 sur 

les cellules T. En effet, il a été démontré que les parasites L. major et L. donovani étaient capables 

de cliver directement le récepteur CD4 sur les cellules T humaines de manière GP63 dépendante. 

Ce clivage permettrait de diminuer l'activation de ces cellules suite à la présentation antigénique 
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puisque ce récepteur est essentiel durant cette activation. (Hey et al., 1994) D'autres études sur 

ces deux parasites ont démontré qu'ils étaient capables d'inhiber la présentation antigénique 

croisée grâce au clivage de la SNARE VAMP8 par la métalloprotéase GP63. Ce clivage réduirait 

l'apport de la NAPDH à la PV ce qui diminuerait l'acidification de celle-ci. Cette inhibition 

permettrait donc de réduire l'activation des cellules T cytotoxiques et protègerait les cellules 

infectées. (Matheoud et al., 2013) Il a aussi été démontré que l'infection par le parasite diminuerait 

la présentation antigénique dépendante du CMH-11, mais cette fois-ci de manière VAMP8 

indépendante.(Podinovskaia & Descoteaux, 2015) 

En plus de cliver directement le CD4 et de réduire la présentation antigénique ce qui diminue 

l'activation des cellules T, Leishmania est capable de moduler les niveaux d'expression de 

certaines molécules de costimulation présentes sur les cellules infectées comme 87 ce qui a pour 

effet d'inhiber l'activation optimale des cellules T. D'autres études ont démontré que L. major 

pouvait moduler à la baisse les niveaux de CD40 ce qui avait pour effet de favoriser la 

différenciation des cellules T naïves en cellules Treg limitant l'infection et donc favorisant la 

progression de l'infection.(Campbell et al., 1996; Kaye et al. , 1994; Martin et al., 2010) 

Table 2. Lei5hmania intracellular survival factor5 and their role in Lei5hmania- macrophage interactions. 

Na me 

LPG 

GP63 

ISP 

Prohibitin 

PKC-like 

ISCL 

Aldolase 

MsrA 

ALO 

TXNPx 

Thioredoxin 

CPB 

MIF 

Description 

Lipophosphoglycan 

Zinc-dependent metalloprotease 

lnhibitor of serine peptidase 

Prohibitin ortholog 

Protein Kinase C ortholog 

lnositol phosphosph ingolipid 

phospholipase C-like 

Fructose-bisphosphate aldo lase 

Methionine su i fox ide reductase A 

Arabino-1,4 -lactone oxidase/vi tamln C 
biosynthesis 

Tryparedoxln peroxidase 

ROS scaveng ing enzyme 

Cysteine protease 

Macrophage migration inhibitory factor 
ortholog 

Role in host-parasite interactions 

Activa tes MAPK, d isrupts lipid ra fts, Î TNF, Î IL-1 fl.Î IL-6, 

! TLR9, J. recruitment of Syntaptotagmin V, NADPH oxidase 

and V-ATPase to PV, scavenges ROS, t H0-1 

Activates PTPs, p130Cas, Cortactin, Caspase 3 J. miRNA-122, 

J. TNF, J. IL-12, J. NO, .J.. mTOR, .J.. AP-1 

J. Neutrophi l elastase, J. trypsin, chymotrypsin, J. TLR4 

activation, J. Protein kinase R activation 

lnteracts with hast HSP70, t parasi te uptake 

t Parasite phagocytosis 

t Survival and repli cation 

Activates SHP-1, J. acidifi ca tion 

î Resistance to ROS/RNI 

Î Resistance to ROS/RNI , J. IL-12, J. TNF 

Detoxifies ROS/RNI, J. NRAMP-1, Fe redistribution 

Stabilizes PTPs, .!. proinflammatory pathways 

Activates PTPs, J. activation, J. NO 

Activates MAPK, apoptosis 

Figure 1.9: Tableau résumé des différentes fonctions des facteurs de virulence du parasite 

Le parasite possède de nombreux facteurs de virulence affectant différentes fonctions du macrophage et 
favorisant sa survie et sa différenciation (Podinovskaia & Descoteaux, 2015} 
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SECTION 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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Éthique de pratique 

La récupération de moelle osseuse des souris 129B6 a été effectuée en accord avec le protocole 

1706-07 et l'isolation des cellules T CD8+ à partir des souris OT-1 a été effectuée en respectant 

le protocole 1510-02, ces deux protocoles ont été autorisés par le Comité Institutionnel de 

Protection des Animaux de l'INRS-Centre Armand-Frappier Santé et Biotechnologie et respectent 

les recommandations de pratique sur les animaux du Conseil Canadien de Protection des 

Animaux (CCPA). 

Anticorps 

Pour le marquage des cellules T pour l'analyse par FACS, les anticorps CD3a-BV421 et CD8a­

APC provenant de BD bioscience (#562600 et #553035 spécifiquement) et l'anticorps CD69-PE 

provenant de Thermofisher (#12-0691-82) ont été utilisés. 

En ce qui a trait aux anticorps utilisés pour les immunobuvardage de type Western, l'anti­

ovalbumine provient de Sigma (#C6534) et l'anticorps contre l'aldolase est un don du professeur 

Armando Jardim de l'Université McGill. Les anticorps secondaire anti-lapin et anti-souris, tant 

qu'à eux, proviennent de GE Healtcare (#NA934 et #NA9311 ). 

Construction et purification de plasmide 

Le plasmide pks Neo_SP.OVA, contenant les acides aminés 139 à 386 de l'ovalbumine, nous a 

été fourni par le laboratoire du professeur David L. Sacks. (Bertholet et al., 2005) 

Le plasmide purifié pks Neo_SP.OVA a été obtenu en isolant l'ADN extrachromosomal de 

bactérie contenant le plasmide à l'aide du QIAGEN plasmid maxi kit (#12163, Qiagen) en suivant 

les instructions du manufacturier. 
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Culture cellulaire 

Les promastigotes de l'espèce sauvage L. mexicana (MNYC/BZ/62/M379) ont été mis en 

croissance à 26°C dans du milieu Leishmania (Medium 199 avec 10% de sérum de veau fœtal 

inactivé par la chaleur (SVF) (hyclone} , 40 mM HEP ES pH 7.4 (Bioshop) , 1 OO µM hypoxanthine 

(Sigma}, 5 µM hémine, 3 µM bioptérine (Sigma), 1 µM biotin (Sigma) , 50 U/ml de pénicilline et 50 

µg/ml streptomycine (Gibco)). Les différents mutants ont été cultivé en présence de la dose de 

sélection d'antibiotique comme indiqué dans le tableau 1. Les parasites L. mexicana !JCPB et L. 

mexicana !JCPB+CPB nous ont été offert par le professeur Mottram.(Denise et al., 2003) 

Souche de parasite Nom utilisé Dose d'antibiotique utilisée 

L. mexicana WT L. mexWT 0 

L. mexicana !JCPB L. mex KO 50 µg/ml Puromycine 

L. mexicana !JCPB+CPB L. mex RE 50 µg/ml Hygromycine 

L. major NIH WT NIHWT 0 

Tableau 2.1: concentration d'antibiotique util i sée lors de la culture des parasites 

Les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC) provenant des fémurs et tibias 

de souris 129XB6 âgées de 8 à 10 semaines ont été cultivées pendant 7 jours en pétri non­

adhérent dans du milieu RPMl-1640 (Gibco) en présence de 10% v/v SVF, 10 % v/v de milieu 

conditionné par les cellules X63 (P3X63Ag8.653) utilisé comme source de GM-CSF, 10 mM 

HEPES (Bioshop) 50 U/ml de pénicilline et 50 µg/ml streptomycine (Gibco). Au jour 3, du milieu 

frais a été ajouté puis, au jour 7, le surnageant contenant les cellules dendritiques a été récupéré 

et mis en plaque durant 16h dans un milieu de culture contenant seulement 5% v/v GM-CFS et 

10% SVF avant de procéder aux infections. 
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Les hybridomes T CD8+ spécifiques à l'ovalbumine (B3Z) (provenant de W. Heath, Université de 

Melbourne, donnés par D. Matheoud, Université de Montréal) (Karttunen et al., 1992; Matheoud 

et al., 2013) ont été cultivées en milieu RPMl-1640 suppléé avec 10% v/v SVF, 3% v/v GM-CSF, 

10 mM HEPES et les mêmes concentrations d'antibiotique que précédemment. Les cellules ont 

été mise en culture en suspension dans des flasques spécialisées à 37°C en présence de 5% 

C02 et utilisées à une concentration cellulaire entre 0,4 et 0,8 million/ml. 

Isolation de cellules T CD8+ 

La rate d'une souris OT-1 (Clarke et al., 2000) a été homogénéisée dans 20 ml de PBS avant 

d'être centrifugée à 310g pendant 7 minutes à 4°C. Les cellules ont ensuite été lavées avec 10 

ml de tampon MACS (PBS 1 x, SVF 1 % v/v et EDTA 5mM) avant d'être remises en suspension 

dans 180 µL de tampon MACS froid. 30 µL du mélange d'anticorps provenant du kit CD8a+ T 

Cell Isolation Kit (Miltenyi) a ensuite été ajouté aux cellules avant de les laisser cinq minutes sur 

glace. 60 µL des microbilles anti-biotin ont ensuite été ajoutées, provenant du même kit, puis 

laissées sur glace 10 minutes. Par la suite, les cellules ont été lavées avec 10 ml de tampon 

MACS avant d'être remises en suspension dans 1 ml de tampon MACS froid. 

Afin de séparer les cellules T CD8+ des autres cellules, des colonnes LD (Miltenyi) ont été 

équilibrées avec le tampon MACS avant de rajouter les cellules. Puisque la méthode de 

séparation utilisée est considérée négative, les cellules d'intérêt sont celles qui n'adhèrent pas 

aux billes magnétiques. Les colonnes sont lavées deux fois avec le tampon et la fraction 

contenant les cellules T CD8+ est récupérée. 

Les cellules sont utilisées immédiatement après l'isolation. 

Électroporation 

Afin d'effectuer l'électroporation des parasites, nous les avons mis en flasque à une concentration 

de 1 x106/ml et laissés en culture jusqu'à ce qu'ils atteignent une concentration entre 4-10 x106/ml. 

Ils ont ensuite été lavé une fois dans le tampon d'électroporation (21 mM HEPES pH=7.5, 137 

mM NaCI, 5 mM KCI , 0.7 mM Na2P04 et 6 mM Glucose) puis remis en suspension à une 

concentration de 1x108 promastigotes/ml dans le même tampon et laissés sur glace 10 minutes. 
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Pour l'électroporation en tant que tel , un Gene Pulser®ll (Biorad) a été utilisé avec des cuvettes 

de 0.2cm (Biorad). 4x107 promastigotes ont été mélangés à 10 µg d'ADN pour chaque condition 

et électroporés à 0.45kV et 500 µF. Ils ont ensuite été mis sur glace 10 minutes avant d'être mis 

en culture sans antibiotique.(Kapler et al., 1990) Vingt-quatre heures plus tard, nous avons ajouté 

les doses d'antibiotiques requises afin d'effectuer notre sélection. Elles sont représentées dans 

le tableau 2. 

Nom du mutant Parasite utilisée Plasmide utilisé 
Dose d'antibiotique 

utilisée 

L. mex WT + OVA L. mexicana WT 
pksNeo_SP.OVA, 

50 µg/ml Néomycine 
clone# 610 

L. mex KO+ OVA L. mexicana !JCPB 
pksNeo_SP.OVA, 50 µg/ml Néomycine + 

clone# 610 50 µg/ml Puromycine 

L. mex RE+ OVA L. mex icana LlCPB+CPB 
pksNeo_SP.OVA, 50 µg/ml Néomycine + 

clone# 610 50 µg/ml Hygromycine 

L. major N IH + 
L. major NIH WT 

pksNeo_SP.OVA, 
10 µg/ml Néomycine 

OVA clone# 610 

Tableau 2.2: Concentration d'antibiotique utilisée pour sélectionner les parasites OVA 

Survie cellulaire 

Afin de vérifier la survie de nos différents parasites dans les cellules , nous avons infecté des 

BMDC avec les parasites pour une durée variant de 6h à 72h. Pour ce faire, nous avons 

préparées les cellules dendritiques comme mentionné précédemment, mais au moment de les 

mettre en plaque de 24 puits (Trueline) nous avons mis des lamelles de microscopie (#12-545-

81 , Fisherbrand) au fond des puits sur lesquels les cellules vont s'adhérer. Le jour de l'infection, 

nous avons commencé par préparer les parasites. Pour ce faire , nous avons récupérés les 
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parasites en fin de phase logarithmique puis nous les avons lavés deux fois avec du PBS avant 

de les opsoniser pendant 30 minutes à 37°C avec du sérum de souris DBN2 (sérum de souris 

déficientes en protéine C5 du complément). Les parasites ont ensuite été lavés deux fois avec 

du PBS avant d'être remis en suspension dans du milieu RPMl-1640. Les parasites ont été 

ajoutés aux cellules à un ratio de 1 :10 (cellules : parasites). Afin de synchroniser l'infection , les 

plaques ont été mises à 4 °C pendant 10 minutes avant d'être centrifugées à 1000 RPM pendant 

1 minute. Nous avons ensuite mis les plaques à 34°C en présence de 5% C02. Au temps 2h, les 

plaques ont été lavées avec du milieu RPMl-1640 deux fois avant de remettre du milieu frais afin 

de retirer les parasites n'ayant pas été phagocytés par les cellules. Au temps 6h , 24h, 48h et 72h 

nous avons procédé à un marquage Giemsa afin d'évaluer la survie des parasites. 

Marquage Giemsa 

Afin de visualiser et compter les parasites à l'intérieur de nos cellules nous avons tout d'abord 

laver nos lamelles avec du PBS deux fois . Les lamelles ont ensuite été fixées avec une solution 

à base de méthanol puis marquées avec deux solutions de colorations successives afin de 

marquer le cytosol et les noyaux des cellules. Pour ce faire, le système de coloration Protocol™ 

Hema 3™ (Fisher) a été utilisé. Les lamelles ainsi marquées ont ensuite été déposées sur une 

goutte de Fluoromount G (Fisher) sur des lames de microscopie puis scellées avec du vernis. 

Les comptes ont été effectués à l'aide d'un microscope optique. 

Préparation de billes de polystyrène 

Des microbilles de polystyrène de 800 nm (Sigma) ont été lavées deux fois avec du PBS 1x avant 

d'être remises en suspension dans une solution de 1 Omg/ml d'albumine d'œuf de poulet 

(ovalbumine) (Sigma). Elles ont été laissées à 4°C sur rotor durant toute une nuit. Le lendemain , 

les billes ont été lavées deux fois avec du PBS 1 x puis remises en suspension dans le milieu 

approprié. 
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Présentation antigénique croisée par colorimétrie 

Les cellules ont été obtenues et préparées comme précédemment avant d'être mises en plaque 

de 96 puits à fond rond (Sarstedt) au nombre de 150 000 cellules/puit, puis laissées à 37°C durant 

toute une nuit en présence de 5% C02. Le jour de l'infection, les parasites Mex WT, Mex KO, 

Mex RE et NIH WT ont été récupérés durant leur phase fin logarithmique puis lavés deux fois 

dans du PBS 1 x avant d'être opsonisés dans le sérum de souris DBA/2 10% v/v pendant 30 

minutes à 37°C. Ils ont ensuite été lavés trois autres fois avec du PBS 1x avant d'être remis en 

suspension dans le milieu RPMl-1640 suppléé de 10% SVF et 5% GM-CSF. Les cellules ont 

ensuite été infectées avec les parasites à un ratio de 1 :10 (cellule: parasites) selon le schéma 

de la figure 2.1 puis les plaques ont été mises à 34 °C pendant 2h. 

Au temps 2h, les plaques ont été lavées deux fois avec du milieu RPMl-1640 avant de rajouter 

les billes recouvertes d'ovalbumine aux puits. Pour les puits sans billes, du milieu RPMl-1640 

suppléé avec 10% v/v SVF et 5% GM-CSF frais a été ajouté au lieu des billes. Pour les plaques 

d'infection de plus longue durée, ici 48h , les puits ont été lavés deux fois avec le milieu puis du 

milieu frais a été ajouté, les billes ont été rajoutées 4h avant la fin du temps d'incubation. Les 

plaques ont été remises à 34 °C pendant 4h. 

Au temps 6h, les plaques ont été centrifugées à 1500 RPM pendant 5 minutes puis le surnageant 

a été retiré par inversion. Les cellules ont ensuite été fixées avec une solution de formaldéhyde 

(PFA) (ThermoFisher) 1 % pendant 10 minutes à température ambiante. Les plaques ont été 

lavées trois fois avec une solution de RPMl-1640 suppléé de 10% v/v SVF et 0.1 M glycine 

(Bioshop) afin d'inactiver le formaldéhyde. Par après, 0.1 million de cellules B3Z ont été ajoutées 

à chaque puit afin d'effectuer la présentation antigénique croisée en tant que telle. Comme 

contrôle positif, 50ng du peptide SllNFEKL (Anaspec) a été ajouté à certains puits en même 

temps que les cellules B3Z. Les plaques ont ensuite été mises à 37°C pendant 16h. 

Après le temps d'incubation, les plaques ont été centrifugées à 1500 RPM pendant 5 minutes 

puis lysées avec un tampon de lyse à base de triton (0.5% v/v Triton (Sigma), 1.9mM DCTA 

(Sigma), 25mM Tris (Bioshop), 3mM DTT (lnvitrogen) et 10% v/v glycérol (Bioshop)) pendant 15 

minutes à température pièce. Afin de détecter la présence de 13-galactosidase produite par les 

cellules B3Z, une solution de colorimétrie Chlorophenol Red-13-D-galactopyranoside (CPRG) a 

été utilisée. Cette solution est composée du tampon de détection (100mM Na2HP04, 40mM 

NaH2P04, 8.8mM KCI , 0.90mM MgS04) et de 0.43mM CPRG (Sigma). Les plaques ont été mise 

à 37°C pendant 3h avant d'être centrifugées 10 minutes à 3000 RPM puis le surnageant a été 
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transféré dans une nouvelle plaque de 96 puits à fond plat (Trueline). Une lecture de la 

colorimétrie a été prise à l'aide d'un lecteur de plaque à la longueur d'onde de 570nm. Pour les 

infections à long terme, les billes ont été ajoutées 4h avant la fin de l'infection , c'est-à-dire à 44h 

post infection dans ce cas-ci. Le reste de l'expérience se déroule comme au temps 6h. 

1)-3) Cellules incubées avec une dilution de billes 
recouvertes d'ovalbumine 1/50-1/200 
4) Cellules incubées avec des billes non 
recouvertes d'ovalbumine 
5) Cellules seules (contrôle négatif) 
6) Cellules infectées avec Mex WT en présence de 
billes recouvertes d'ovalbumine diluées 1/100 
7) Cellules infectées avec Mex KO en présence de 
billes recouvertes d'ovalbumine diluées 1/100 
8) Cellules infectées avec Mex RE en présence de 
billes recouvertes d'ovalbumine diluées 1/100 
9) Cellules infectées avec NIH WT en présence de 
billes recouvertes d'ovalbumine diluées 1/100 
10) Cellules non-infectées+ 50ng SllNFEKL 

Figure 2.2: Modèle d'infection in-vitro pour la présentation antigénique croisée 

Présentation antigénique croisée avec cellules OT-1 

L'infection est identique à celle impliquant les cellules 83Z, cependant, les parasites utilisés 

possédaient le plasmide contenant l'ovalbumine et les cellules mises après la fixation sont des 

cellules T CD8+ provenant de souris OT-1 qui au lieu des hybridomes 83Z. Après l'incubation de 

16h, afin de voir l'activation des cellules T, celles-ci ne sont pas lysées, elles sont plutôt 

récupérées et marquées afin de pouvoir analyser leur activation par cytométrie en flux (FACS) à 

l'aide du marqueur CD69. 
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Marquage pour cytométrie en flux 

Les cellules ont été transférées dans des tubes pour FACS avant d'être lavées avec le tampon 

de FACS (PBS 1x, EDTA 5mM, sodium azide 0.1% v/v et 1% v/v sérum de cheval (Sigma)) puis 

centrifugées à 31 Og pendant 7 minutes à 4 °C. Le surnageant a ensuite été jeté puis les cellules 

ont été remises en suspension dans 10 µL du mélange d'anticorps (CD3-BV421, CD8-APC et 

CD69-PE, tous à une concentration de 1 :400) puis laissées 20 minutes sur glace. Les cellules 

ont été lavées une fois avec le tampon FACS puis fixées avec 2% PFA pendant 15 minutes sur 

glace. Pour terminer, les cellules ont été lavées une dernière fois avec le tampon de FACS avant 

d'être analysées par cytométrie en flux à l'aide d'un LSRFortessa ™(BD bioscience). 

Lyse cellulaire et dosage de protéine 

Les parasites en phase fin logarithmique ont d'abord été mis sur glace puis lavé deux fois avec 

du PBS contenant 1 mM sodium orthovanadate (Sigma) et 5 mM 1, 10-phenanthroline (Roche). Ils 

ont été ensuite remis en suspension dans le tampon de lyse contenant 1 % Nonidet P-40 

(Caledon), 150 mM NaCI , 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8 (bioshop), 5 mM 1,10-

phenanthroline et des inhibiteurs de phosphatase et protéase (Roche). Les échantillons ont été 

laissés 10 minutes sur glace avant d'être « soniqués » 30 secondes à deux reprises afin 

d'améliorer la lyse. Ils ont été laissés à -80°C pour au moins 24h avant d'effectuer le dosage de 

protéine. 

Afin de doser les échantillons, ils ont tout d'abord été décongelés sur glace puis centrifugés 15 

minutes à 21 OOOG afin de se débarrasser des débris non solubles. Le surnageant a ensuite été 

mis dans de nouveaux tubes. Le dosage de protéine a été effectué en utilisant le Pierce® BCA 

Protein Assay (Thermo Scientific ™) et en analysant le résultat de colorimétrie obtenu en lisant la 

densité optique à 560 nm avec un lecteur de plaque. 
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Électrophorèse et Western blot 

Afin de préparer les échantillons pour la migration, 15 µg de protéines ont été mis dans un tampon 

Laemmli contenant du SDS et DTT puis bouilli à 100°C durant 6 minutes. Nous les avons ensuite 

fait migrer dans un gel d'acrylamide SOS-PAGE de 10%. Les protéines ont été transférées sur 

des membranes Hybond-ECL de nitrocellulose (GE Healtcare) pendant 30 minutes à 16V à l'aide 

d'un appareil « Trans-Blot SD semi-dry transfer cell » (Biorad). Celles-ci ont été bloquées pendant 

1 h à l'aide de TBS-Tween 0.1 % contenant 5 % de lait puis incubées avec l'anticorps primaire 

(soit anti-ovalbumine ou anti-aldolase) durant une nuit à 4°C sous agitation. Par la suite, les 

membranes ont été incubées avec l'anticorps secondaire liée à HRP correspondant (soit anti­

lapin ou anti-souris) pendant 1 h à température ambiante. Les membranes ont ensuite été 

révélées par chimioluminescence à l'aide de films radiographiques. Les membranes ont été 

lavées 2 fois entre chaque étape dans du TBS-Tween 0.1 %. 

Analyses statistiques : 

Les différences statistiques ont été calculées à l'aide du test «t test» en utilisant le programme 

Graphpad Prism version 5.0. Les résultats avec un P<0.05 étaient considérés comme 

statistiquement significatifs. Les données sont représentées par la moyenne± SEM. 
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CHAPITRE 3: RÉSULTATS 
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3.1 Survie des différentes souches de Leishmania mexicana dans les 

cellules dendritiques 

Avant de commencer nos expériences sur la présentation antigénique, nous devions nous 

assurer que nos diverses souches de Leishmania mexicana étaient capable de survivre et 

proliférer dans les cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BMDC). Pour ce faire, 

nous avons infecté des BMDC avec nos différents parasites qui avaient été opsonisés en 

présence de sérum de souris DBA/2. Après 2h d'infection, les cellules ont été lavées avec du 

milieu frais afin de retirer les parasites n'ayant pas été internalisés puis l'infection à s'est 

poursuivie jusqu'à différents temps, ici 6h, 24h, 48h, 72h post infection. Par la suite, nous avons 

fixé les cellules et les avons colorées par coloration Giemsa afin de pouvoir compter le nombre 

de parasites par cellule. Comme le montre la figure 3.1, tous les parasites survivent dans les 

cellules et, durant les temps courts, il n'y a pas de variation dans le nombre de parasite par cellule, 

mais plus on avance dans l'infection, plus la souche sauvage croit rapidement en comparaison 

aux mutants llCPB et llCPB+CPB. 
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Figure 3.1 : Survie des différentes souches de Leishmania mexicana dans les cellules 
dendritiques 
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Des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse ont été infectées avec des parasites en phase 
stationnaire dans un ratio de 10 parasites par cellule pour différents temps d'incubation (6-24-48-72h). Les 
cellules ont ensuite été fixées et marquées par coloration de Giemsa. Les comptes de survie ont été 
effectués en comptant le nombre de parasite total dans 300 cellules réparties sur 3 lamelles à l'aide d'un 
microscope optique. L'expérience a été effectuée en triplicata. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001 NS : non 
significatif 

3.2 Formation des vacuoles par les parasites dans les cellules 

dendritiques 

Après avoir vérifié que nos parasites étaient capables de survivre dans les cellules dendritiques, 

nous voulions nous assurer qu'après 48h d'infection ils étaient capables de former des vacuoles 

communales. Pour ce faire, nous avons infecté nos cellules comme précédemment, puis, après 

le marquage, nous avons utilisé un microscope optique équipé d'une caméra afin de visualiser et 

capturer les images des vacuoles en utilisant le logiciel QCapture Pro™. Nous pouvons observer 

que toutes les souches de L. mexicana (figure 3.2 A-B-C) sont aptes à former des vacuoles 

communales et que L. major NIH forme des vacuoles individuelles comme prévu (figure 3.2 D). 

A) B) 

C) D) 
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Figure 3.2 : Formation des vacuoles par les parasites dans les cellules dendritiques 

Des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse ont été infectées avec les parasites L. mexicana WT 
(A), L. mexicana liCPB (B), L. mexicana liCPB + liCPB (C) ou L. major NIH (D) en phase stationnaire dans 
un ratio de 10 parasites par cellule pendant 48h. Les cellules ont ensuite été fixées et colorées à l'aide du 
système de coloration Protocol™ Hema 3™. Les images représentatives ont été prise à l'aide du logiciel 
QCapture Pro™. 

3.3 L'inhibition de la présentation antigénique croisée par Leishmania 

mexicana n'est pas dépendante de la cystéine peptidase B 

Après s'être assuré que nos parasites étaient viables et qu'ils formaient bel et bien des vacuoles 

communales aux conditions choisies, nous avons voulu regarder si L. mexicana était capable 

d'influencer la présentation antigénique croisée au niveau de la cellule entière. Pour ce faire, nous 

avons infecté des BMDC avec nos différentes souches de parasite puis 4h avant de fixer nos 

cellules, nous avons ajouté des billes recouvertes d'ovalbumine aux cellules afin qu'elles les 

phagocytent et qu'elles puissent dégrader et présenter le peptide de l'ovalbumine à leur surface. 

Une fois les cellules fixées, après 6 ou 48h post-infection, nous avons ajouté des hybridomes de 

cellules T appelée B3Z T cells. Ces cellules sont spécifiques au complexe du CMH-1 lié au peptide 

SllNFEKL et lorsqu'elles sont activées en reconnaissant le complexe, elles produisent de la ~­

galactosidase sous le contrôle du promoteur à l'IL-2. Par la suite, nous avons pu lyser ces cellules 

T et détecter la ~-galactosidase à l'aide d'un produit de colorimétrie, le Chlorophenol red-~-D­

galactopyranoside. Ce produit change de couleur lorsque dégradé par la ~-galactosidase et ce 

changement de coloration peut ensuite être quantifié par densité optique. Au temps 6h, seul le 

parasite L. major modifie à la baisse la présentation antigénique croisée alors les souches de L. 

mexicana n'ont pas d'effet sur celle-ci (Figure 3.3 A). Cependant, au temps 48h, une fois les 

vacuoles communales formées, nous pouvons observer que L. mexicana inhibe la PAC, mais la 

présence ou non de CPB ne semble pas avoir d'effet sur cette inhibition. Encore une fois, L. major 

est capable d'inhiber la présentation antigénique croisée de manière plus prononcée que L. 

mexicana dans notre système. 
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Figure 3.3 : L'inhibition de la présentation antigénique croisée par L. mexicana n'est pas 
CPB dépendante 

Des cellules dendritiques ont été infectées avec les différentes souches de L. mexicana (WT, b.CPB(KO) 
et LlCPB + LlCPB(RE)) ou L. major NIH (NIH WT) en présence de billes recouvertes d'ovalbumine pendant 
6h (A) ou 48h (B). Les cellules ont ensuite été fixées par paraformaldéhyde et des hybridomes B3Z ont été 
ajoutés aux puits. Les cellules ont ensuite été lysées et le produit de coloration CPRG a été ajouté. La 
dégradation de CPRG a été analysée par densité optique à l'aide d'un lecteur de plaque à une longueur 
d'onde de 570nm. *p<0.05 **p<0.01 NS : Non significatif 
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3.4 Leishmania ne diminue pas la présence du CMH-1 à la surface de la 

cellule 

Après avoir observé que tous nos parasites pouvaient inhiber la présentation antigénique croisée, 

nous avons voulu vérifier si l'effet était dû à une diminution de la quantité de CMH-1 à la surface 

de la cellule puisqu 'un nombre plus faible de complexe peut causer une activation réduite. Pour 

ce faire, nous avons infecté nos cellules dendritiques avec nos différents parasites puis, à 6 ou 

48h, nous les avons fixées. Une fois les cellules fixées, nous avons ajouté le peptide SllNFEKL 

purifié aux puits. Ce peptide est composé de 8 acides aminées formant la séquence qui est 

reconnu lorsque l'ovalbumine est dégradée puis présentée sur les CMH. Cependant, 

contrairement à l'ovalbumine, ce peptide peut se lier directement aux CMH à la surface de la 

cellule sans passer par tout le processus d'endocytose, dégradation et présentation. Nous 

pouvons ensuite étudier les niveaux de CMH grâce à l'activation des B3Z comme lors de 

l'expérience précédente. Comme l'indique la figure 3.4, à 6h et à 48h, les niveaux d'activations 

des cellules B3Z sont similaires indiquant une quantité de CMH-1 à la surface semblable dans 

toutes les conditions. Ces données indiquaient donc que l'inhibition observée n'affectait pas la 

présence des complexes à la surface ni leur intégrité, mais affectait plutôt un ou plusieurs autres 

mécanismes intracellulaires. 
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Figure 3.4 : Leishmania ne diminue pas la présence du CMH-1 à la surface de la cellule 

Des cellules dendritiques ont été infectées avec les différentes souches de L. mexicana (WT, L'iCPB(KO) 
et L'iCPB + L'iCPB(RE)), L. major NIH (NIH WT) ou incubées en présence de billes pendant 6h (A) ou 48h 
(B). Les cellules ont ensuite été fixées par paraformaldéhyde et des hybridomes B3Z ainsi que le peptide 
SllNFEKL ont été ajoutés aux puits. Les plaques ont été laissées à 37°C pendant 16h avant d'être lysées. 
Le produit de coloration CPRG a ensuite été ajouté, puis la densité optique a été lue à l'aide d'un lecteur 
de plaque à une longueur d'onde de 570nm. CTRL: cellules seulement incubées avec SllNFEKL + B3Z 
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3.5 Confirmation de l'expression d'ovalbumine par les différents 

mutants de Leishmania 

Durant nos expériences précédentes, nous avons pu observer que l'absence de CPB n'avais pas 

d'influence sur les modifications induites au niveau de la PAC lorsqu 'on observait la cellule entière 

après avoir ajouté des billes recouvertes d'ovalbumine durant une infection par L. mexicana. Nous 

voulions donc savoir si CPB pouvait avoir un rôle sur la présentation des protéines du parasite 

directement. Dans cette optique, nous avons transfecté nos parasites avec un plasmide 

contenant la séquence ovalbumine sous le promoteur du LPG afin qu'ils puissent produire la 

protéine constitutionnellement. Pour vérifier si nos parasites exprimaient bien l'ovalbumine et que 

les niveaux entre les souches étaient similaires, nous avons lysé nos parasites avant d'analyser 

les niveaux de protéine par immunobuvardage de type Western. Nous avons ainsi pu démontrer 

que tous nos parasites exprimaient la protéine désirée et que les niveaux étaient relativement 

similaires, à l'exception de la souche sauvage qui exprime un peu plus la protéine . Après avoir 

obtenu ces parasites, nous avons pu poursuivre nos expériences. 
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Figure 3.5 : Confirmation de l'expression d'ovalbumine par les différents mutants de 
Leishmania 

1 OOM de parasite en fin de phase logarithmique par souche ont été lysées, puis dosés avant d'être chargés 
dans un gel d'acrylamide 10% dénaturant. Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de 
nitrocellulose puis ces membranes ont été bloquées à l'aiçje d'une solution de lait 5%. Après le blocage, un 
anticorps anti-ovalbumine (B) ou anti-aldolase (A) a été mis durant la nuit puit un anticorps secondaire 
couplé à une peroxydase a été ajouté. Pour révéler les bandes des protéines d'intérêt, une solution de ECL 
a été utilisée en combinaison avec des films radiologiques. 

3.6 La cystéine peptidase B n'a pas d'effet sur la présentation 

antigénique croisée des protéines du parasite 

Après avoir obtenu nos parasites exprimant l'ovalbumine, nous avons pu vérifier si la présentation 

antigénique croisée des protéines du parasite était modifiée. Nous avons encore une fois infecté 

nos cellules dendritiques avec les parasites cette fois-ci exprimant ou non l'ovalbumine puis, 

après 6 ou 48h, nous avons fixé les cellules. Cependant, au lieu d'ajouter des cellules B3Z comme 

précédemment, nous avons ajouté des cellules T provenant de souris transgéniques OT-1 (Clarke 

et al., 2000). Ces cellules T sont aussi spécifiques au peptide SllNFEKL, mais avec une sensibilité 

plus grande que les B3Z. En effet, lorsque nous analysions la PAC des parasites avec les B3Z, 

nous ne pouvions détecter aucune expression (résultats non présentés) alors qu'avec les cellules 

OT-1, les niveaux d'activation étaient détectables. Les cellules sont laissées 16h en présence des 

cellules dendritiques infectées avant d'être récupérées. Elles sont ensuite marquées avec les 

marqueurs cellulaires CD3, CD8 et CD69 avant d'être fixées à leur tour. L'activation de ces 

cellules T est ensuite analysée par cytométrie en flux en observant le pourcentage de cellule 

positive pour le marqueur CD69, un marqueur d'activation de ces cellules. Nous pouvons 

observer autant à 6h qu'à 48h post-infection (figure 3.6 A et B respectivement) que le niveau 

d'activation des cellules T, évaluée par l'intensité moyenne de fluorescence, ne varie pas de 

manière significative entre les trois souches de L. mexicana ce qui nous indique que la cystéine 

peptidase B n'est pas impliquée dans la présentation antigénique croisée. 
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Figure 3.6 : CPB n'a pas d'effet sur la présentation antigénique croisée des protéines du 
parasite 

Des cellules dendritiques ont été infectées avec les différents mutants de L. mexicana transfectés avec 
l'ovalbumine (Wf, liCPB(KO) et liCPB + liCPB(RE)) ou L. major NIH WT à un ratio 10 parasites : cellule 
pendant 6h (A) ou 48h (8). Les cellules ont ensuite été fixées par paraformaldéhyde et des cellules T 
provenant de souris OT-1 spécifiques à l'ovalbumine ont été ajoutées aux puits pendant 16h. Les cellules 
ont ensu ite été récupérées , marquées avec des anticorps anti-CD8, anti-CD3 et anti-CD69 puis fixées . 
L'activation des cellules T a été analysée par les niveaux de CD69 à l'aide d'un appareil de cytométrie en 
flux. L'expérience a été reproduite en triplicata et chaque expérience était composée de trois échantillons 
par condition. *p<0.05 NS : non significatif 
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4- DISCUSSION 

La Leishmaniose est un ensemble de maladies caractérisée par de multiples symptômes 

variables selon l'espèce de parasite Leishmania spp. impliquée. En effet, cette maladie peut être 

présente sous forme de lésions cutanées se résorbant par elles-mêmes, ou bien sous forme 

viscérale où principalement le foie et la rate sont affectés et causant la mort dans la majorité des 

cas. Lorsque le parasite est inoculé à un hôte mammifère, il va infecter de nombreuses cellules 

dont les macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques. Afin de survivre dans ces 

cellules, le parasite modifie le phagosome initial afin de former une vacuole parasitophore propice 

à sa survie et sa multiplication. Cette PV peut être étroite et individuelle ou bien vaste et 

communale selon l'espèce concernée. Les mécanismes impliqués dans la formation de ces deux 

types de vacuoles varient beaucoup, mais ne sont pas complètement compris à ce jour, surtout 

dans le cas des souches communales. Cependant, il est connu que plusieurs facteurs de 

virulence du parasite tels que LPG , GP63 ainsi que CPB sont impliqués à divers degrés selon 

l'espèce du parasite. 

L'infection par le parasite ainsi que la formation des vacuoles induisent de nombreuses variations 

dans la réponse normale du système immunitaire afin que le parasite ne soit pas éliminé. Un des 

mécanismes affectés est la présentation antigénique croisée. Ce mécanisme permet 

normalement aux phagocytes, principalement les cellules dendritiques, de phagocyter des 

cellules infectées par des agents pathogènes, de dégrader les antigènes présents et de les 

présenter aux cellules T cos+ grâce à leur CMH-1 afin d'induire une activation de ces cellules 

naïves qui pourront par la suite reconnaitre ces antigènes à la surface des cellules infectés et 

induire une réponse cytotoxique afin de les éliminer. Il a été démontré précédemment par 

Matheoud et al. que les parasites Leishmania major et Leishmania donovani, des espèces 

formant des vacuoles individuelles, étaient capables d'inhiber la présentation antigénique croisée 

et que cette inhibition résultait du clivage de la SNARE Vamp8 par la métalloprotéase 

GP63.(Matheoud et al., 2013) Cependant, il n'y a pas d'étude observant si les espèces 

communales, telle que Leishmania mexicana, induisaient aussi cette inhibition. C'est donc ce que 

nous avons voulu explorer. 

Il y a quelques années, le professeur Mottram a étudié divers effets que causait le retrait de CPB 

chez L. mexicana. Il a entre autres découverts qu'en absence de CPB, les lésions causées par 

le parasite in vivo était réduites en taille et guérissait plus rapidement que lorsque le parasite 

sauvage était utilisé.(Mottram et al., 1996) Il a aussi observé que plusieurs copies du gène étaient 
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nécessaires afin de maintenir l'activité et qu'il était possible de récupérer un phénotype similaire 

à celui de la souche sauvage lorsqu'on introduisait un plasmide contenant plusieurs copies de 

CPB.(Denise et al., 2003) Nous nous sommes donc demandé si cette protéase pouvait avoir un 

rôle dans la présentation antigénique croisée possiblement en la diminuant ce qui permettrait de 

réduire la réponse inflammatoire et donc permettrait au parasite de survivre plus longtemps. 

Les travaux effectués dans le cadre de ce mémoire avaient donc deux objectifs principaux. 

Premièrement, nous voulions déterminer si les parasites formant des vacuoles communales, ici 

Leishmania mexicana, étaient capables d'inhiber la présentation antigénique croisée au même 

niveau que les parasites formant des vacuoles individuelles, ici Leishmania major, et si cette 

possible inhibition était contrôlée par la cystéine peptidase B. 

Pour commencer, il a été démontré que les parasites Leishmania mexicana mutants pour CPB 

sont capables de survivre dans les macrophages, mais que les souches ne possédant pas CPB 

ne se multipliaient pas aussi rapidement que les souches sauvages et que les parasites dans 

lesquels CPB a été réinséré.(Mottram et al., 1996) Cependant, ces études de survies n'ont pas 

été faites dans les cellules dendritiques, c'est donc la première chose que nous avons vérifié. 

Comme indiqué à la figure 3.1, tous nos parasites survivent à l'intérieur des cellules dendritiques. 

Cependant, après 72h d'infection, la souche sauvage se multiplie plus rapidement que les autres 

souches. Afin d'éviter que les effets potentiels observés soient dû à un plus grand nombre de 

parasite dans les cellules et non un effet découlant de la présence ou non de CPB, nous avons 

décidé de limiter le temps d'infection à 48h. Comme démontré à la figure 3.2, ce temps d'infection 

est suffisant pour permettre la formation des vacuoles communales tout en maintenant un nombre 

de parasite par cellule ne variant pas d'une souche à l'autre. Nous avons donc décidé de 

poursuivre nos expériences avec des temps d'infection de 6h et de 48h afin d'observer l'effet en 

début d'infection lorsque le parasite commence à établir sa PV et est encore sous forme de 

promastigote ainsi que l'effet lorsque le parasite est sous forme d'amastigote et que, dans le cas 

des espèces communales, les PV sont rendus vastes et spacieuses. 
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Après s'être assuré que les conditions choisies étaient propices à l'établissement des vacuoles 

communales et que nos parasites étaient capables de bien survivre dans les cellules dendritiques 

dérivées de moelle osseuse, nous avons voulu étudier si nos parasites pouvaient inhiber la 

présentation antigénique croisée au niveau de la cellule en entier. En effet, lors de l'infection par 

le parasite, les effets immunomodulateurs ne se limitent pas à la PV, mais affectent la cellule au 

complet. 

Lorsque nous étudions ce qui se produit après 6h d'infection (figure 3.3 A), nous pouvons 

observer que l'infection par Leishmania major induit une diminution de la PAC en comparaison 

avec les cellules seulement incubées avec les billes recouvertes d'ovalbumine. Ce résultat 

correspond à ce qui avait été obtenu précédemment (Matheoud et al., 2013) indiquant que 

l'expérience fonctionne correctement et que les résultats sont reproductibles. Cependant, lorsque 

nous observons ce qui se produit durant les infections avec nos différentes souches de 

Leishmania mexicana, nous pouvons voir qu'il n'y a pas d'inhibition et ce en présence et en 

absence de CPB. Cette différence entre les deux souches de parasite pourrait être dépendante 

de la modification initiale du phagosome. En effet, les espèces individuelles comme L. major ont 

tendances à bloquer la liaison du phagosome avec les autres compartiments vésiculaires 

principalement en perturbant les membranes grâce au LPG et en formant un anneau d'actine 

(Moradin & Descoteaux, 2012) tandis que les espèces communales recrutent et fusionnent 

activement avec des endosomes et autres organelles provenant de multiples sources dans la 

cellule (Courret et al., 2002) ce qui peut affecter la dégradation des peptides. Une autre possibilité 

expliquant cette variation serait dans les niveaux d'expression de GP63. En effet, il a été 

démontré que les différentes espèces de parasites n'expriment pas toutes les mêmes niveaux 

des divers facteurs de virulence.(lsnard et al., 2012) Si GP63 est présente en moindre quantité, 

il serait possible que l'effet ne soit pas visible puisqu'il a été démontré que l'inhibition est 

principalement dû au clivage de VAMP8 par GP63 dans les parasites formant des vacuoles 

individuelles. 

Lorsque nous observons ce qui se produit après 48h (figure 3.3 B), nous pouvons encore 

observer une inhibition de la présentation antigénique croisée par Leishmania major. Ce résultat 

est très intéressant puisque les effets, lors des infections à court terme, étaient dépendants d'un 

clivage effectué par GP63. Cependant, lorsque le parasite passe du stade de promastigote au 

stade d'amastigote, les niveaux de la métalloprotéase diminuent de beaucoup. Dans ce cas-ci, 

les effets à 6h et à 48h sont similaires puisque dans les deux cas, la densité optique diminue 
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environ de moitié. Ces résultats laisseraient supposés que la cellule n'est pas capable de 

renverser ou compenser les effets découlant du clivage de VAMP8 même lorsque les niveaux de 

GP63 diminuent. Pour ce qui est de L. mexicana, nous pouvons observer une diminution de la 

PAC à 48h, mais elle serait indépendante de la présence de CPB. Le fait que cette inhibition 

arrive seulement après 48h et non pas après 6h laisse suggérer qu'elle serait dépendante d'un 

mécanisme différent des parasites individuels, mais nous ne pouvons pas expliquer quel 

mécanisme exact pour le moment. Nous pouvons aussi voir que lors des deux temps d'infection , 

l'effet causé par L. major était significativement plus prononcé que l'effet causé par L. mexicana. 

Après avoir obtenu les résultats précédents, nous avons voulu vérifier si l'inhibition était causée 

par une diminution de la présence du CHM à la surface. Nous avons donc utilisé le peptide 

SllNFEKL composé des 8 acides aminés formant la séquence reconnue par les CMH se liant à 

l'ovalbumine une fois dégradée (OVA2s?-264). L'avantage d'utiliser ce peptide est qu'il ne nécessite 

pas d'être phagocyté puis dégradé avant de se lier au complexe du CMH, il peut se lier 

directement à celui-ci. La quantité de peptide utilisée, 50ng par puit, était la même que celle 

utilisée par Matheoud et al. (Matheoud et al., 2013) afin de s'assurer que nous ne saturions pas 

les niveaux de détection du test de colorimétrie et que nous puissions comparer les résultats 

obtenus avec ce qui a été publié précédemment. 

Comme le démontre la figure 3.4, à 6h et à 48h, les niveaux d'activation des hybridomes entre 

les cellules infectées par les différents parasites, celles incubées avec des billes non recouvertes 

d'ovalbumine et celui des cellules non infectées sont semblables indiquant que le niveau de CMH 

à la surface des cellules ne varie pas significativement. Ces résultats nous indiquent donc que 

l'inhibition observée ne découlerait pas d'un recyclage des molécules de CMH présentes à la 

surface des cellules, mais plutôt d'un mécanisme impliqué dans les processus intracellulaires de 

la présentation antigénique croisée. Il serait donc intéressant d'aller étudier ce qui se produit aux 

différentes étapes d'endocytose des billes ainsi que la dégradation de l'ovalbumine afin de 

découvrir quelles étapes sont modifiées en plus du clivage de VAMP8 puisque les mécanismes 

impliqués dans l'inhibition par L. mexicana ne semblent pas être les mêmes que ceux modifiés 

par L. major. 

Après avoir observé que la cystéine peptidase B ne semblait pas impliquée dans l'inhibition de la 

PAC de l'ovalbumine provenant de bille durant l'infection par L. mexicana, nous voulions vérifier 

si cette peptidase avait un rôle à jouer dans la présentation des antigènes du parasite 

directement. Pour ce faire, nous avons commencé par introduire un plasmide contenant la 
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séquence de l'ovalbumine dans tous nos parasites afin qu'ils expriment constitutivement cette 

protéine. Nous utilisons cette méthode puisqu'il existe des cellules T spécifiques au peptide 

SllNFEKL de l'ovalbumine, mais pas pour des protéines spécifiques au parasite. Nous avons 

donc transfecté les parasites avec le plasmide pks sp_Néo.ova avant de les lyser et d'évaluer les 

niveaux d'ovalbumine de produit par chaque mutant par immunobuvardage de type Western. 

Comme le montre la figure 3.5, tous nos mutants expriment l'ovalbumine. 

Après avoir confirmé que nos parasites exprimaient l'ovalbumine, nous avons pu étudier l'effet 

de la cystéine sur la présentation des protéines du parasite. Pour ce faire, nous avons encore 

une fois infecté nos cellules dendritiques avec les parasites, mais cette fois-ci exprimant 

l'ovalbumine puis, après 6 ou 48h, nous les avons fixées. Cependant, cette fois-ci, nous avons 

évalué la présentation antigénique croisée à l'aide de cellules T provenant de souris OT-1 

puisqu'avec les hybridomes B3Z, nous ne pouvions pas détecter leur activation (résultats non­

montrés ). Après avoir incubé les cellules T pendant 16h en présence des cellules dendritiques 

infectées, nous avons évalué leur activation par cytométrie en flux en observant le pourcentage 

de cellules positives pour le marqueur CD69, un marqueur d'activation de ces cellules 

Lorsque nous analysons les données après 6h d'infection (figure 3.6 A) , nous pouvons voir qu'il 

n'y a pas de variation dans le niveau d'activation des cellules T par les différentes souches du 

parasite. Donc encore une fois la cystéine peptidase B n'a pas de rôle à jouer à ce niveau. 

Cependant, lorsque nous avons observé l'inhibition au niveau de la cellule entière, L. mexicana 

était seulement capable d'inhiber la réponse après 48h d'infection, mais la réponse semblait CPB­

indépendante. En observant les résultats obtenus après 48h d'infection (figure 3.6 B), la présence 

de CPB n'affecte pas, encore une fois, les niveaux d'activation des cellules T, donc n'aurait pas 

de rôle non plus dans la présentation antigénique croisée des protéines du parasite. Ces résultats 

nous permettent donc de confirmer que la cystéine peptidase B n'est pas impliquée dans l'effet 

qui était observé à la figure 3.3 B. 
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5- CONCLUSION 

En conclusion, les résultats que nous avons obtenus dans le cadre de ce mémoire nous ont 

permis de répondre aux questions que nous nous posions initialement. En effet, nous avons pu 

démontrer que L. mexicana est capable d'inhiber la présentation antigénique croisée. Cependant, 

cette diminution n'est pas de la même amplitude que celle causée par L. major. En plus de cela, 

l'inhibition causée par le parasite formant des vacuoles communales était seulement présente 

après 48h d'infection contrairement aux parasites formant des vacuoles individuelles qui sont 

capable d'inhiber la PAC à 6h et à 48h post-infection. La différence dans la cinétique entre les 

deux souches de parasite nous indique aussi que les mécanismes impliqués ne sont 

probablement pas les mêmes puisque dans le cas de L. major, il a été démontré que le clivage 

de VAMP8 par GP63 était directement responsable de cette inhibition, mais lorsque le parasite 

passe du stade de promastigote au stade d'amastigote, donc après environ 24h d'infection, les 

niveaux de GP63 sont grandement diminués. Cependant, il serait possible que les niveaux plus 

faibles de GP63 seraient suffisants pour induire le clivage, mais d'autres études sont essentielles 

afin de confirmer le tout. Nous avons aussi pu démontrer que durant les infections à court et à 

long terme (6h et 48h), le parasite ne diminuait pas les niveaux de CMH-1 présents à la surface 

des cellules dendritiques. Ce résultat nous indique que les effets causés par le parasite 

n'impliqueraient pas un recyclage des molécules de CMH à la surface, mais seraient plutôt 

impliqués dans des mécanismes intracellulaires, possiblement affectant la dégradation des 

protéines. Nos résultats nous ont aussi permis de déterminer que la cystéine peptidase 8 n'a pas 

de rôle dans la présentation antigénique croisée que ce soit lors de la présentation d'ovalbumine 

présente à la surface de billes ou bien lors de la présentation des protéines du parasite 

directement. Donc les effets que cette peptidase induits lors d'une infection in vivo ne seraient 

pas dépendants de la PAC. 

Les résultats obtenus ont donc permis, encore une fois, de mettre en évidence la différence entre 

les différentes espèces de Leishmania démontrant l'importance d'effectuer les diverses 

expériences avec plusieurs espèces différentes afin de mieux comprendre comment le parasite 

survit dans les cellules et idéalement trouver un moyen pour traiter la maladie plus efficace que 

ce que nous avons actuellement. Il serait intéressant d'inhiber la métalloprotéase chez L. 

mexicana afin d'évaluer si, comme pour L. major, l'inhibition de la PAC serait directement 

dépendante de celle-ci. Il serait aussi intéressant de vérifier les niveaux de VAMP8 à 6h et 48h 

autant lors de l'infection avec L. major qu'avec L. mexicana afin de vérifier si l'effet à long terme 

est dépendant du même mécanisme que celui causant l'inhibition à court terme. 
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