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Résumé 

Leishmania échappe au système immunitaire en survivant et se multipliant dans les 

phagolysosomes de macrophages. Par contre, il doit être en mesure de modifier la maturation 

de ceux-ci. Certaines espèces de Leishmania comme L. donovani et L. major sont capables 

d’interférer avec la biogenèse des phagolysosomes. Toutefois, certaines espèces comme L. 

amazonensis et L. mexicana n’ont pas besoin de bloquer la fusion des vésicules de la 

phagocytose. Au contraire, ils tendent à rapatrier le plus de vésicules possible pour étendre leur 

volume. Avec toutes ces fusions, les vacuoles, qui ne contenaient qu’un seul parasite, se 

regroupent en vacuole géante pour former une vacuole communale. De cette façon, les agents 

oxydatifs et les hydrolases du macrophage sont en trop faible concentration pour être efficaces 

et le parasite peut survivre et poursuivre sa différenciation en amastigote. Pour L. donovani, 

souche à vacuole individuelle, le lipophosphoglycan (LPG) est essentiel à la survie du parasite, 

tandis que pour L. mexicana, souche à vacuole communale, une délétion de LPG n’affecte pas 

le parasite puisque son rôle jusqu’à présent connu est de bloquer la fusion avec le phagosome. 

Cependant, la cystéine protéase B (CPB) est essentielle à la virulence du parasite. Il a été 

montré que les souris infectées par des parasites dépourvus de CPB sont capables de monter 

une réponse Th1 et de limiter la croissance des lésions au site d’infection.  

 

Ici, nous avons entrepris d’évaluer si la CPB a un rôle dans la formation des vacuoles 

communales et donc de permettre la survie du parasite dans le macrophage. Nous montrons, 

toutefois, que l'absence de CPB diminue les niveaux de GP63 et LPG. Cela conduit à de plus 

petites vacuoles et la survie du parasite intracellulaire est entravée. Les parasites sans CPB ne 

peuvent plus cliver les molécules SNAREs VAMP3 et VAMP8, qui sont connues pour affecter la 

maturation du phagolysosome. En outre, les parasites knock-out sont également plus sensibles 

à la lyse par le sérum humain, forme de plus petites lésions et la parasitémie est inférieure au 

type sauvage (WT). Ces phénomènes peuvent être restaurés par l'expression de CPB ou GP63. 

En somme, ces résultats révèlent que L. mexicana nécessite CPB pour l’expression de GP63 et 

de LPG. Sans ces facteurs de virulence, les macrophages sont en mesure d’éliminer l'infection. 

Comprendre l'interaction entre ces facteurs de pathogénicité nous fournira un aperçu sur la 

virulence de Leishmania. 
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Introduction 

Leishmania est le protozoaire responsable de la leishmaniose, une maladie présente dans 98 

pays principalement sous-développés. Chaque année, il y a environ 2 millions de nouveaux cas 

et plus de 55 000 morts. La maladie peut se manifester sous 3 formes selon l’espèce. Il y a la 

forme cutanée, la forme muco-cutanée et la forme viscérale. Pour les formes cutanées, la 

glycoprotéine GP63 permet de modifier la régulation du système immunitaire et la formation de 

lésions cutanées en modulant l’expression, la sécrétion et la réponse aux cytokines produites 

par différentes cellules. La pathogenèse des parasites formant des lésions similaires peut être 

très différente. Par exemple, L. major et L. mexicana causent toutes les deux des lésions 

cutanées. Toutefois, L, major est une souche à vacuole singulière et L. mexicana est une 

souche à vacuole communale. Chez les souches à vacuole singulière, le parasite utilise le LPG 

pour former une barrière physique pour empêcher la fusion avec les endosomes et lysosomes. 

Tandis que chez les souches à vacuole communale, le parasite tente de fusionner avec les 

vésicules pour accroître son volume et ainsi diminuer l’efficacité des molécules microbicides du 

macrophage. À ce jour, le moyen d’y parvenir reste inconnu. Lors d’une infection par un agent 

pathogène, le macrophage le reconnait avec des récepteurs à la surface. Il s’en suit d’une 

fusion avec les endosomes précoces, les endosomes tardifs et les lysosomes. Chaque vésicule 

apporte les éléments nécessaires à la maturation du phagosome vers un phagolysosome et 

ainsi détruire le pathogène. Les fusions entre ces vésicules sont médiées par les soluble-N-

ethylmaleidime-sensitive-factor accessory-protein receptor (SNAREs). Toutefois, lors de 

l’infection par L. mexicana, le parasite prend le contrôle de la fusion de vésicule et force la 

fusion entre le phagosome et les différentes vésicules. La métalloprotéase GP63 de L. major 

clive les SNAREs VAMP3 et VAMP8, ce qui empêche la fusion du phagosome avec les 

endosomes tardifs et les endosomes de recyclage donc promeut la survie du parasite dans le 

macrophage. Chez L. mexicana, une autre protéase est essentielle à la virulence du parasite, la 

cystéine protéase B. Sans celle-ci, la survie dans le macrophage et chez le hamster est 

fortement diminuée. Il a été prouvé que la CPB est capable de cliver plusieurs protéines chez le 

macrophage afin de permettre sa survie. Néanmoins, on ne sait toujours pas si la CPB aurait un 

rôle dans la création de ces vacuoles communales. Le but de mon projet est d’évaluer l’impact 

de la CPB sur l’apport de membrane au phagosome. En utilisant une souche de L. mexicana 

sauvage ainsi qu’une souche déficiente CPB, je serai en mesure de confirmer si la CPB a un 

impact sur la phagocytose du parasite. 
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CHAPITRE 1 : LA RÉPONSE IMMUNITAIRE 

1.1 Système immunitaire 

Le rôle du système immunitaire est de protéger l’hôte contre les attaques des envahisseurs. 

Ceux-ci peuvent être viraux, procaryotes et eucaryotes. Lors de l’évolution vers les mammifères 

actuels, le système immunitaire a progressé afin de s’approcher d’une défense presque parfaite 

(Naito 2008). Il y a tout d’abord le système inné. Celui-ci, bien que primitif, permet de s’acquitter 

d’un grand rôle dans la protection contre les infections. Les macrophages sont parmi les cellules 

actives du système inné avec les cellules NK et les granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, 

basophiles). Les macrophages reconnaissent des motifs conservés chez les pathogènes pour 

les englober, un phénomène nommé phagocytose (Kawai et Akira 2010) (Takeuchi et Akira 

2010). Ces cellules ont évolué pour être capables de présenter ce qu’elles ont éliminé aux 

cellules du système immunitaire adaptatif (Cooper et Alder 2006). Les lymphocytes T et B 

agissent ensemble afin d’éliminer des pathogènes portants des antigènes spécifiques. (Akbar et 

Fletcher 2005). Ces cellules possèdent des récepteurs de surface uniques pour des antigènes 

particuliers qui sont produits de manière aléatoire (Palm et Medzhitov 2009, Iwasaki et 

Medzhitov 2010). Lorsque les récepteurs reconnaissent leur antigène, ces lymphocytes vont en 

expansion clonale. Suite à l’élimination du danger, une petite partie de lymphocytes seront des 

cellules mémoires tandis que la grande majorité trouvera la mort. Les cellules mémoires 

pourront, suite à la reconnaissance de leur antigène, être prêtes pour une seconde attaque par 

les pathogènes (Palm et Medzhitov 2009). La réponse immunitaire fonctionne avec le principe 

du soi versus non-soi ou soi altéré. Il y a donc une tolérance contre le soi et une réaction contre 

ce qui n’est pas reconnu comme le soi. Selon Matzinger, la réaction immunitaire n’est pas 

simplement activée par des micro-organismes ou des particules exogènes, mais plutôt par la 

mort et un dommage tissulaire. C’est le modèle de «danger » (Matzinger 2002). 
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1.2 Macrophage  

Comme décrit auparavant, le macrophage est une cellule capable de phagocyter d’où le nom 

makro, « grand » et phagein « manger ». Il fût décrit pour la première fois par Elie Metchnikoff 

en 1883 (Gordon 2008). La phagocytose ne se fait pas seulement au niveau des pathogènes, 

mais aussi des cellules apoptotiques, nécrotiques et sénescentes (Elliott et Ravichandran 2010). 

Ceci a pour effet de recycler les éléments chimiques, sucres, protéines et gras des cellules pour 

les redistribuer pour la formation de nouvelles cellules (Wynn, Chawla et al. 2013). L’activation 

des macrophages se fait par une grande variété de stimuli dont la reconnaissance de motifs 

moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMPs), le lipopolysaccharide (LPS) des 

bactéries et l’exposition à diverses cytokines pro-inflammatoires comme les interférons (IFNs) 

(Akira, Uematsu et al. 2006). Dans ces situations, le macrophage se différenciera en 

macrophage de type M1. Comme démontré à la figure 1, il y aura augmentation de la production 

de réactifs oxydatifs, de TNF-α et d’IL-12 qui ont pour effet d’augmenter l’activité phagocytique 

du macrophage, de favoriser une réponse Th1 et de mettre le reste du système immunitaire en 

alerte (Linehan et Fitzgerald 2015). Tandis que lorsque le macrophage est en contact avec des 

molécules anti-inflammatoires comme les phosphatidylsérine (PS), IL-13 et IL-4, il se 

différenciera en macrophage de type M2 .qui ont pour effet de favoriser une réponse Th2 et de 

diminuer la réponse immunitaire locale (Gordon et Martinez 2010).  
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.   

 

Figure 1 : Polarisation de macrophage vers un macrophage M1 ou M2. 

La polarisation du macrophage dépend des différents signaux reçus. Il s’en suit un changement 

dans les signaux envoyés qui peuvent modifier la réponse immunitaire (adapté de (Biswas et 

Mantovani 2010)). 

 

1.3 Phagocytose 

La phagocytose est l’internalisation d’une particule d’au moins 0,5 μm de diamètre. Le 

processus phagocytique est initié par la liaison aux récepteurs phagocytaires et l'activation de 

plusieurs voies de signalisation intracellulaire (O'Neill et Bowie 2007). Cela conduit à un 

réarrangement du cytosquelette d'actine et l'internalisation de la cible dans une vacuole connue 

comme un phagosome (Orth et McNiven 2003). Le phagosome acidifie et fusionne avec le 

lysosome ce qui conduit à la dégradation de la matière intériorisée (Gordon, Hart et al. 1980). 

Les récepteurs phagocytaires peuvent être divisés en deux catégories, opsonine-dépendante et 

opsonine-indépendante. Les récepteurs opsonine-dépendantes incluent les récepteurs 

d’anticorps (FcR), les récepteurs du complément (CR) et les intégrines (Underhill et Goodridge 

2012). Les récepteurs opsonine indépendante comprennent les récepteurs éboueurs et les 

récepteurs de lectine de type C (Kerrigan et Brown 2009). De nombreux récepteurs opsonine-
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indépendant se lient à des structures microbiennes conservées (Underhill et Ozinsky 2002). 

Cependant, il faut noter que la plupart des particules sont reconnues par plus d'un récepteur. En 

plus de cela, il a été suggéré qu'il y a beaucoup de récepteurs qui jouent un rôle dans la 

phagocytose qui doivent encore être identifiés (Linehan et Fitzgerald 2015). Le procédé de la 

phagocytose implique un réseau de signalisation complexe qui varie en fonction des récepteurs 

qui ont été activés (Flannagan, Cosio et al. 2009). Par exemple, la voie de signalisation initiée 

par la liaison d'IgG à FcyR utilise des motifs intracellulaires d’activation à base de tyrosine 

d'immunorécepteur (ITAM) dans leurs motifs queue cytoplasmique. Suite à la phosphorylation 

d’ITAM, dû à la reconnaissance de l’anticorps, il y a recrutement de la kinase Syk. Ceci active 

une cascade de phosphorylation qui conduit à la réorganisation de l'actine, l'activation de la 

NADPH oxydase, et la production de médiateurs pro-inflammatoires (Caron et Hall 1998). 

 

Immédiatement après la liaison aux récepteurs apparentés et étant ensuite intériorisée, la cible 

phagocytaire réside dans une vacuole intracellulaire délimitée par une seule bicouche de la 

membrane, appelée phagosome naissant. La membrane du phagosome naissante est 

largement dérivée de la membrane plasmique et le contenu est semblable au milieu 

extracellulaire (Desjardins, Celis et al. 1994). C’est à travers d’une série de fusions 

membranaires séquentielles avec d'autres compartiments intracellulaires, y compris les 

endosomes précoces, les endosomes tardifs et les lysosomes que le phagosome mature afin de 

former le phagolysosome (Desjardins, Nzala et al. 1997). La conversion entre les stades de 

phagosome est médiée, en partie, par les GTPases de la famille de Rab. Rab5 facilite la fusion 

du phagosome naissant avec endosomes précoces par le recrutement du marqueur « Early 

endosome antigen 1 » (EEA1). Celui-ci recrute le PI3K qui, à son tour, génère des 

phosphatidylinositol 3-phosphate sur le feuillet cytosolique de la membrane du phagosome 

précoce (Bucci, Parton et al. 1992, Vieira, Botelho et al. 2001). Le phosphatidylinositol 3-

phosphate collabore avec Rab5 en conservant EEA1 et favorise le recrutement et l'activation 

ultérieure d'un certain nombre de protéines impliquées dans la maturation du phagosome ainsi 

que Rab7, un marqueur des endosomes (Callaghan, Nixon et al. 1999). Lorsque la maturation 

se produit, Rab5 est perdu et Rab7 médie la fusion du phagosome avec endosomes tardifs et, 

finalement, les lysosomes (Vieira, Bucci et al. 2003). La fusion des vésicules est aussi médiée 

par les SNAREs (Stow, Manderson et al. 2006). La membrane supplémentaire qui est 

nécessaire pour la formation du phagolysosome est apportée par la fusion de certains organites 

intracellulaires avec la membrane plasmique. Les endosomes de recyclage, les endosomes 
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tardifs et le réticulum endoplasmique (ER) ont de grandes quantités de membranes et 

contiennent les SNAREs spécifiques à leur compartiment (Becker, Volchuk et al. 2005). La 

SNARE VAMP3 permet la fusion de la membrane d’endosomes de recyclage avec la membrane 

plasmique explicitement au phagosome naissant (Bajno, Peng et al. 2000). Les SNAREs STX4 

et SNAP23, de la membrane plasmique, qui devient le phagosome, se lient à VAMP3 et 

permettent de fusionner les deux compartiments (Pagan, Wylie et al. 2003, Murray, Kay et al. 

2005). Immédiatement après l'insertion d’endosomes de recyclage, VAMP7 règle la livraison 

d’endosomes tardifs, ce qui poursuit la maturation du phagosome (Braun, Fraisier et al. 2004). 

Les SNAREs potentielles pour interagir avec VAMP7 sont STX2, STX3 et/ou STX4 (Hackam, 

Rotstein et al. 1996). On ne détecte plus de VAMP3 sur les phagosomes 10 à 20 minutes après 

l’internalisation comparativement à VAMP7 qui reste associé aux phagosome 60 minutes après 

l’internalisation (Bajno, Peng et al. 2000, Pryor, Mullock et al. 2004). Il aurait un rôle dans le 

fonctionnement de la fusion d’endosomes tardifs et de lysosomes au phagosome. Les SNAREs 

partenaires qui sont nécessaires pendant la maturation du phagosome doivent encore être 

identifiés. Toutefois, les SNAREs potentielles comprennent des complexes SNARE qui 

fonctionnent dans les voies d'endocytose dans d'autres types de cellules comme STX7 (Antonin, 

Holroyd et al. 2000). Comme le démontre la figure 2, les SNAREs à la surface des organites 

régulent les différentes fonctions du macrophage. 
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Figure 2 : Distribution des SNAREs sur les différents compartiments endosomales. 

L’organisation de la cellule et de ces compartiments passe par l’organisation des SNAREs et 

autres molécules présentes à leur surface. (Rouge, la famille des Syntaxine, bleu, famille VAMP 

; vert, famille des SNAP ; Noire, d'autres ; CCP, clathrin-coated pits ; CCV, clathrin-coated 
vesicles ; DCV, dense core vesicles ; IC, intermediate compartment ; RER, rough endoplasmic 
reticulum ; SER, smooth endoplasmic reticulum ; TGN, trans-Golgi network ; V, vesicles). (Chen 
et Scheller 2001) 
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La maturation implique généralement l'acidification du phagosome à un pH de 4.5 à 5.5 qui 

permet, à son tour, l'activation d'un certain nombre d'enzymes hydrolytiques, y compris diverses 

cathepsines. L'acidification du phagosome est due à l'accumulation progressive de V-ATPases 

sur la membrane du phagosome (Desjardins, Huber et al. 1994). La V-ATPase est un complexe 

de protéines multimères qui permet la translocation de protons dans un mode électrogène dans 

le phagosome au détriment de l'ATP cytosolique (Beyenbach et Wieczorek 2006). Il n’y a pas 

seulement le pH et les hydrolases, mais aussi les radicaux intermédiaires oxygénés et 

nitrogenés qui sont utiles à la dégradation. La nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

(NADPH) oxydase permet la production de superoxyde. Le superoxyde est rapidement converti 

en H2O2 et d'autres espèces réactives de l'oxygène (ROS) essentielles pour la fonction 

microbicide du macrophage (Babior 2004). Ces étapes de maturation du phagosome sont 

illustrées à la figure 3. 

 

 

 

Figure 3 : Phagocytose d’un pathogène. 

De l’entrée jusqu’à la lyse, la phagocytose est ordonné et implique une grande quantité 

d’éléments nécessaires pour y parvenir (Flannagan, Cosio et al. 2009). 
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1.4 Contournement de la phagocytose par les SNAREs 

Il existe plusieurs maladies qui sont liées à un défaut de SNAREs spécifiques tel que l'infarctus 

du myocarde qui est causé par un mutant défectueux de VAMP8 (Shiffman, Rowland et al. 

2006). En outre, selon l'implication séquentielle de SNAREs dans la maturation du phagosome, 

ils peuvent être de bonnes cibles pour certains agents pathogènes pour prévenir la biogenèse 

du phagolysosome et donc inhiber l'activité bactéricide et présentation de l'antigène (Figure 4). 

 

Figure 4 : L’impact de l’inhibition de SNAREs sur la phagocytose  

En imitant ou inhibant les SNAREs de la phagocytose, les pathogènes inhibent la maturation du 

phagosme (Wesolowski et Paumet 2010). 

 



11 
 

Il y a plusieurs études qui montrent la dégradation de SNAREs spécifiques après l'infection. Par 

exemple, l’endopeptidase dépendante du zinc actif de la neurotoxine de Clostridium clive 

spécifiquement VAMP1, VAMP2 et VAMP3 et le sérotype A de la toxine botulique clive SNAP25 

(Pellizzari, Rossetto et al. 1999). VAMP3 est un marqueur endosomale de recyclage et interagit 

avec syntaxin 6, qui est un marqueur de réseau trans-Golgi. Il joue un rôle dans le trafic trans-

Golgi de la voie d'endocytose. Cette SNARE subit une dégradation protéolytique sur les 

phagosomes contenant Mycobacterium tuberculosis. VAMP3 joue un rôle dans la maturation du 

phagosome et c’est pourquoi il est ciblé par les mycobactéries. L’arrêt de la maturation du 

phagosome permet à M. tuberculosis de mieux survivre dans les macrophages (Fratti, Chua et 

al. 2002). Fait intéressant, certains agents pathogènes qui pénètrent dans les cellules hôtes à 

travers la membrane utilisent des composants moléculaires qui contiennent des répétitions 

heptanes. Ces répétitions se composent généralement de résidus hydrophobes et ils ont une 

structure similaire aux SNAREs. Ces protéines SNARE-like sont utilisés par les 

microorganismes afin de promouvoir ou de bloquer la fusion de la membrane dépendant de leur 

stratégie de survie (Wesolowski et Paumet 2010). Les micro-organismes intracellulaires tels que 

Mycobacterium, Salmonella, Chlamydia ou Legionella bloquent les fusions de SNAREs 

défavorables à leur survie, mais de l'autre côté, ils créent de nouvelles voies de fusion rentables 

pour leur survie (Flannagan, Cosio et al. 2009). En conclusion, les SNAREs jouent un rôle 

essentiel dans le trafic des vésicules dans le système immunitaire et ceci explique pourquoi ils 

sont de bonnes cibles pour les différents agents pathogènes. 
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CHAPITRE 2 : LEISHMANIA 

2.1 Leishmaniose 

La leishmaniose est endémique dans 98 pays, dont 72 sont des pays sous-développés et sont 

considérés par l'Organisation mondiale de la santé comme une maladie tropicale négligée. Plus 

de 350 millions de personnes vivent dans des zones où la transmission du parasite est 

récurrente (Murray, Berman et al. 2005). Chaque année, on estime que 1,5 à 2 millions 

d’humains développent une maladie symptomatique, et qu’environ 50 000 meurent, la plupart 

étant des enfants (Desjeux 2004). Les changements climatiques et la mobilité de la population 

peuvent contribuer à l'augmentation de l'activité du vecteur et, par conséquent, de l'incidence de 

la maladie (Antinori, Schifanella et al. 2012).  

 

L'infection provoquée par Leishmania peut conduire à diverses manifestations cliniques selon 

les interactions complexes entre le parasite et la réponse immunitaire de l'hôte. La maladie est 

généralement divisée en trois catégories principales : cutanées, muco-cutanées, et viscérales. 

La leishmaniose cutanée est la forme la plus étudiée de la maladie, généralement apparaissant 

comme un ulcère ou nodule sur la peau qui peuvent avoir besoin de plusieurs mois ou années à 

guérir (Cecilio, Perez-Cabezas et al. 2014). Dans certains cas, ces ulcères peuvent devenir 

chroniques (Kroidl, Kroidl et al. 2014). Parmi les parasites donnant cette pathologie, on note L. 

major, L. amazonensis et L. mexicana. La grande majorité des cas de leishmaniose cutanée se 

retrouve en Afghanistan, en Arabie Saoudite, en Iran, en Syrie au Brésil et au Pérou (Desjeux 

2004). Alors que la plupart des espèces de Leishmania provoquent des lésions confinées à de 

petites zones de la peau, quelques-uns, tel que L. braziliensis, causent des lésions diffuses qui 

peuvent même s’étendre à des tissus muqueux menant à la forme muco-cutanée de la maladie 

(Strazzulla, Cocuzza et al. 2013). Enfin, la leishmaniose viscérale, forme de leishmaniose la plus 

grave, est causée par L. donovani et L. infantum. Elle est caractérisée par la fièvre, la cachexie, 

l’hépatosplénomégalie et l’hypergammaglobulinémie. Dans ce cas, l’infection est chronique et 

affecte le foie, la rate, les ganglions et la moelle osseuse (Ready 2014). Le taux de mortalité, si 

non traité, peut atteindre le 100% dans certains pays. Dans les pays endémiques, Leishmania a 

pris de l'importance comme un pathogène opportuniste chez les patients immunodéprimés et 

atteints du VIH. (Okwor et Uzonna 2013). 
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 Le diagnostic de la leishmaniose s’est raffiné avec le temps. Il est maintenant possible de 

confirmer la présence du parasite par des techniques moléculaires et sérologiques comme 

l’analyse de l’ADN du kinétoplaste ou des isoenzymes et la détection d’antigènes de Leishmania 

ou d’anticorps spécifiques (Kalter 1994). Toutefois, les méthodes classiques comme 

l’identification du promastigote en culture et de l’amastigote par l’examen microscopique de 

frottis de lésions cutanées ou de biopsies des organes infectés lors de leishmaniose viscérale 

tels la rate, les ganglions ou la moelle osseuse sont encore utilisés (Gazozai, Iqbal et al. 2010). 

Il n’existe aucun vaccin humain disponible pour le moment (Stockdale et Newton 2013). 

Néanmoins, la prévention de l'infection par la vaccination semble être une option viable, car 

dans les zones endémiques, la majorité des personnes infectées ne développent pas de 

symptômes cliniques et l'infection précédente conduit à une immunité contre le parasite (Kubba, 

Al-Gindan et al. 1987). En l'absence de vaccin, le contrôle de la maladie repose sur la 

prophylaxie et le traitement. Les options de traitement sont limitées, toxiques et douloureuses, à 

l'exception du miltefosine qui s’administre oralement dans des conditions ambulatoires (van 

Griensven, Balasegaram et al. 2010). La résistance aux médicaments est aussi une limitation 

croissante de certaines thérapies contre Leishmania (Yasinzai, Khan et al. 2013). 

 

2.2 Anatomie et cycle de vie 

 

Leishmania est un parasite protozoaire de la famille des Trypanosomatidae. On dénombre, dans 

cette famille, 30 espèces, dont 11 qui ont une importance médicale et vétérinaire significative 

(Bates 2007). Comme les autres membres de son ordre, les Kinetoplastida, il possède un 

kinétoplaste et se déplace à l’aide d’un flagelle. Le kinétoplaste est un regroupement d’ADN à 

l’intérieur de l’unique mitochondrie de la cellule (Lukes, Skalicky et al. 2014). En plus du 

kinétoplaste et du flagelle, l’organisme unicellulaire contient aussi un réticulum endoplasmique, 

un appareil de Golgi, un noyau ainsi qu’un système de vésicules complexes. Celui-ci est 

composé d’endosomes, de lysosomes, d’acidocalcisomes, de glycosomes et d’autophagosomes 

comme démontré à la figure 5 (Field, Natesan et al. 2007). Ces parasites ont un cycle de vie 

complexe biphasique, avec quelques particularités, nécessitant un hôte vertébré et un insecte 

vecteur (Lukes, Skalicky et al. 2014). 
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Le tube digestif de la femelle Phlébotomus et Lutzomyia est colonisé par la forme extracellulaire 

du parasite, flagellé et mobile : le promastigote. Les parasites endémiques dans l’Ancien 

Monde, soit l’Asie, l’Afrique, l’Europe de l’Est, l’Inde et le Moyen-Orient, sont transmis par 

Phlébotomus, tandis que Lutzomyia transporte ceux retrouvés au Nouveau Monde, soit 

l’Amérique Centrale et du Sud (Bates 2007). Dans l'intestin des insectes, Leishmania subit 

plusieurs changements de développement qui aboutissent à la forme infectieuse du parasite: le 

promastigote métacyclique (Bates et Rogers 2004). Un échange de fluide, lors du repas de 

l’insecte infecté, injecte des parasites à l’intérieur de l’hôte (Killick-Kendrick, Leaney et al. 1977). 

Plusieurs phénomènes, qui seront décrits dans la section interaction hôte-pathogène, 

surviennent afin d’amener le parasite au macrophage. Malgré la phagocytose par le 

macrophage, Leishmania se différencie en amastigote et prolifère à l’intérieur du phagocyte 

(Duclos et Desjardins 2000). Lorsqu’un macrophage ne peut plus supporter l’infection, il entre 

en apoptose alors qu’un nouveau macrophage viendrait éliminer la cellule-hôte. Il n’y aurait 

donc pas d’amastigote en circulation (Real, Florentino et al. 2014). Comme décrit à la figure 6, le 

cycle continue lorsque la mouche prend un repas sanguin et transporte le parasite vers de 

nouvelles cibles d’infections. À l’intérieur du tube digestif de l’arthropode, Leishmania passe par 

la métacyclogénèse pour revenir en promastigote (Kaye et Scott 2011). 
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Figure 5 : Représentation du promastigote et de l’amastigote. 

Suite à la différenciation du promastigote en amastigote, le parasite perd son flagelle(Besteiro, 

Williams et al. 2006). 
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Figure 6 : Cycle de vie de Leishmania  

Le parasite passe de l’amastigote au promastigote dans le vecteur et du promastigote à 

l’amastigote dans les macrophages de l’hôte (Rostan, Robert-Gangneux et al. 2013). 
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2.3 Facteurs de pathogenèse 

2.3.1 LPG 

Leishmania synthétise divers glycoconjugués associés à la virulence, le plus notable 

appartenant à la famille des phosphoglycans (Descoteaux, Luo et al. 1995). Ces 

phosphoglycans ont en commun une structure unique qui ne se retrouve pas chez les 

mammifères, à savoir le disaccharide-phosphate Gal(β1,4)Man(α1-PO4→6) (Descoteaux et 

Turco 1999). Ces glycoconjugués uniques peuvent être soit sécrétés comme le phosphoglycan, 

le proteophosphoglycan et la phosphatase acide soit liés à la membrane comme le 

lipophosphoglycan (LPG) (Descoteaux et Turco 1999). Le LPG est le glycoconjugué le plus 

abondant de la surface, avec 5 millions de copies par cellule, et forme un glycocalyx dense en 

recouvrant la surface du parasite entier. Cette molécule est spécifique au stade promastigote 

(Turco et Sacks 1991). Structurellement, le LPG se compose d'un polymère d’unités répétées 

de Gal(β1,4)Man(α1-PO4→6), lié par une ancre glycan à 1-O-alkyl-2-lyso-

phosphatidyl(myo)inositol(PI) ou GPI (Descoteaux et Turco 1999). Le nombre d'unités de 

répétition varie de 16 à 30 par molécule de LPG en fonction du stade de développement 

promastigote (procyclique vs métacyclique) et des espèces (Moradin et Descoteaux 2012). 

L'ancre GPI est largement conservée parmi les espèces de Leishmania (McConville et Blackwell 

1991)  

 

Contrairement au type sauvage, les promastigotes de L. donovani sans LPG sont incapables de 

modifier la maturation des phagosomes (Desjardins et Descoteaux 1997). Ces résultats sont 

cohérents avec l'observation que l’amastigote, qui ne synthétise pas de LPG, est internalisé 

dans les compartiments qui acquièrent des caractéristiques lysosomales. D'autres études ont 

révélé l'importance de la longueur de la partie de l'unité de répétition de LPG. Par conséquent, 

un mutant chez L. donovani exprimant des formes tronquées de LPG avec seulement 3 à 5 

motifs répétitifs est incapable d'inhiber la fusion phagosome-endosome (Desjardins et 

Descoteaux 1997). En revanche, le niveau de complexité structurelle de ce fragment, telle que 

la présence de chaînes latérales oligosaccharidiques, n'a aucune incidence sur les propriétés 

membranaires. En effet, un mutant de L. major sans chaîne latérale dans son LPG n’a pu nuire 

à la fusion entre phagosome et endosome à la même mesure que le type sauvage (Dermine, 
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Scianimanico et al. 2000). Son mécanisme d’action sera décrit dans la section Interaction hôte-

pathogène. 

2.3.2 GP63 

La métalloprotéase à zinc nommé glycoprotéine 63 (GP63) ou leishmanolysin est retrouvée à la 

surface du parasite et a été découverte en 1980 (Olivier, Atayde et al. 2012). Elle est décrite 

génétiquement et biochimiquement comme un antigène de surface majeur exprimé sur des 

promastigotes de Leishmania à partir de diverses espèces et comme ayant une large gamme de 

substrats, y compris la caséine, la gélatine, l'albumine, l'hémoglobine, et le fibrinogène (Yao, 

Donelson et al. 2003). Cette protéase appartient à la classe de metzincin dont les membres 

comprennent un motif HExxHxxGxxH et un propeptide N-terminal qui rend la proenzyme 

inactive pendant la traduction qui est retirée lors de la maturation et l'activation (Schlagenhauf, 

Etges et al. 1998). Son pH optimal peut varier selon les espèces. Celle de L. major a une activité 

optimale à pH neutre à alcalin, tandis que celle de L. mexicana est plus active à pH acide (pH 4) 

(Bouvier, Schneider et al. 1990, Ip, Orn et al. 1990). Des résidus spécifiques ne sont pas 

strictement nécessaires, bien que GP63 a une préférence pour le clivage du côté amine d'un 

résidu hydrophobe en position P1 et un résidu d'acide aminé basique en P2. Un résidu de 

tyrosine est souvent présent sur le site de P1 (Bouvier, Bordier et al. 1989). 

 

La GP63 est abondante dans les promastigotes, mais a été montrée pour être régulée à la 

baisse dans les amastigotes (Voth, Kelly et al. 1998). On estime qu’il y a plus de 500 000 

molécules de GP63 sur la surface du promastigote de L. mexicana (Bouvier, Etges et al. 1985). 

Des études structurales indiquent que GP63 existe sous forme d'homodimère, et des formes à 

la fois amphiphiles et hydrophiles ont été trouvées (Bouvier, Bordier et al. 1989). Dans le cas de 

plusieurs espèces comme L. chagasi, L. major et L. mexicana plusieurs classes distinctes de 

leishmanolysin ont été identifiées. Celles-ci diffèrent principalement dans leurs régions codantes 

C-terminal, leurs régions non traduites en 3 '(UTR) et, dans certains cas, leur expression 

différentielle pendant le cycle de vie (Ramamoorthy, Donelson et al. 1992, Medina-Acosta, 

Karess et al. 1993, Voth, Kelly et al. 1998). La famille Trypanosomatidae a souvent une série de 

gènes en tandem codant pour des protéines abondantes. Les ARN précurseurs polycistroniques 

sont transformés en ARNm par des réactions couplées résultant d’un transépissage d'une 

séquence de 39 nucléotides en épingle à cheveux sur l'extrémité 5’ du gène et la 
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polyadénylation de l'extrémité 3' du gène (Matthews, Tschudi et al. 1994, Hummel, Gillespie et 

al. 2000). Toutes les souches de Leishmania examinées à ce jour ont de multiples gènes en 

tandem codant la GP63. Toutefois, leur disposition dans le génome diffère entre les différentes 

souches comme démontré à la figure 7. Il y a au moins 18 gènes en tandem codant GP63 dans 

L. chagasi qui se répartissent en trois classes (MSPL, MSPS, MSPC) en fonction de leur 

3'UTRs unique et expression différentielle pendant le cycle de vie du parasite (McCoy, Beetham 

et al. 1998). 

 

Dans L. mexicana, un tandem de dix gènes GP63 tombe dans trois catégories (C1, C2 et C3) en 

fonction de leurs structures d’ADNc et 3'UTRs. Les groupes de gènes C1 et C2 contiennent cinq 

et quatre exemplaires, respectivement, tandis que C3 est un gène à copie unique (Medina-

Acosta, Karess et al. 1993). Sous la forme promastigote, on retrouve l’ARNm des trois classes, 

alors que chez l’amastigote, on détecte seulement celui de la classe C1 (Yao, Donelson et al. 

2003). Dans L. major, il y a sept gènes GP63. Les gènes 1 à 5 sont agencés dans un réseau en 

tandem, alors que le gène 6 est 8 kb en aval des autres et suivis par le septième gène (Joshi, 

Kelly et al. 2002). Ces gènes sont exprimés de façon différentielle au cours du cycle de vie du 

parasite. Les gènes 1 à 5 sont exprimés seulement dans le stade promastigote, le sixième est 

exprimé dans les deux, promastigotes et amastigotes, et l’expression du gène 7 prédomine 

dans l’amastigotes et en phase stationnaire tardive de la croissance du promastigote (Voth, 

Kelly et al. 1998). Ainsi, chaque Leishmania a de multiples gènes dans des tandems qui codent 

pour ses GP63. 
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Figure 7 : Organisation génomique GP63 selon différentes espèces (Yao et al, 2003). 

L'expression différentielle de GP63 dans les amastigotes par rapport aux promastigotes est 

régulée par des séquences uniques en aval des gènes de GP63. En effet, les UTR en aval et 

les régions intergéniques (RI) régulent souvent l'expression de gènes en tandem chez les 

protozoaires trypanosomatides (Yao, Donelson et al. 2003). Des études avec L. major ont 

démontré que les UTR et RI ont un rôle pour déterminer le moment d’expression du gène. Par 

exemple, lorsque qu’on interchange les régions UTR et RI du gène de GP63 numéro 3 et 6, le 

numéro 3 devient exprimé sous la forme promastigote et amastigote tandis que le numéro 6 

devient seulement exprimé sous la forme promastigote (Kelly, Nelson et al. 2001). 

 

Chez L. chagasi, les trois classes de gènes GP63 sont constitutivement transcrites tout au long 

de la croissance. L'abondance de chaque classe d'ARNm doit donc être régulée de façon post-

transcriptionnelle (Ramamoorthy, Swihart et al. 1995). Cette augmentation d’expression se 

produit en améliorant la stabilité d’ARNm de MSPL, plutôt que d'augmenter le taux de 

transcription du gène. Les temps de demi-vie des ARNm de GP63 de phase logarithmique sont 

soumis à un raccourcissement progressif en fonction de la phase de croissance. En phase 

logarithmique, le temps de demi-vie est entre 65 et 105 minutes. En phase intermédiaire, le 

temps de demi-vie est entre 7 et 25 minutes, tandis qu’en phase stationnaire, l’ARNm est 

indétectable (Wilson, Paetz et al. 1993). Il y a au moins 2 mécanismes qui permettent de 
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contrôler la stabilité de l’ARNm de GP63. L'un est activé au cours de la croissance cellulaire et 

l’autre le serait avec une protéine labile qui régule négativement la stabilité de l'ARNm 

(Brittingham et al, 2001). 

 

GP63 contient une séquence signal à l'extrémité N-terminale pour la cibler au RE pour sa 

synthèse. Cependant, moins de 1,5% du total de GP63 est retrouvé au RE et environ 75% sont 

sur la surface du parasite (Ellis, Sharma et al. 2002). Contrairement aux levures et plusieurs 

autres eucaryotes, la synthèse des sphingolipides en cours n’est pas requise pour le transport 

de protéine à ancre GPI à la surface des cellules. Toutefois, le transport est significativement 

réduit par une température basse (4 et 10 °C), ce qui suggère qu’un mécanisme de transport 

vésiculaire peut être impliqué (Ralton, Mullin et al. 2002). De plus, la glycoprotéine est 

concentrée dans les radeaux lipidiques (Denny, Field et al. 2001). Les vésicules excrétées de L. 

donovani, les exosomes, pourraient fusionner une fois dans le phagosome du macrophage et 

libérer son contenu dans le cytoplasme de cellules infectées. Par conséquent, le mouvement 

rapide de GP63 au sein du cytoplasme des macrophages pourrait provenir de ce phénomène et 

représente une autre voie d'entrée de GP63 dans l'environnement de macrophage (Silverman, 

Clos et al. 2010a). GP63 a un énorme impact sur la signalisation à l’intérieur du macrophage et 

la sécrétion de cytokines qui permettront au parasite d’infecter l’hôte (Olivier, Atayde et al. 

2012). GP63 agit aussi à l’extérieur du macrophage. Par exemple, GP63 migre à la matrice 

extracellulaire et dégrade le collagène IV et la fibronectine (McGwire, Chang et al. 2003). Des 

études ont montré que GP63 clive Dicer1, qui est un processeur de pré-miARN, inhibant la 

formation de miRNP dans les cellules hépatiques infectées (Descoteaux, Moradin et al. 2013, 

Ghosh, Bose et al. 2013). L'expression de miR-122 est spécifique au foie et est un régulateur du 

métabolisme des acides gras. La restauration de miR-122 dans le foie de souris infectées 

augmente le cholestérol sérique et réduit la charge parasitique du foie (Ghosh, Bose et al. 

2013). Le mécanisme d’action sera décrit dans la section Interaction hôte-pathogène. 

2.3.3 CPB 

La cathepsine L est un membre de la superfamille de mammifère de la papaïne, qui comprend 

la plus grande famille de protéases à cystéine identifiée à ce jour (Berti et Storer 1995). La 

cathepsine L est généralement une protéine lysosomale impliquée dans la dégradation des 

protéines, bien que l'enzyme sécrétée ait été impliquée dans un certain nombre de processus 
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physiologiques, y compris la résorption osseuse, l'invasion tumorale et l'arthrite (Mottram, Frame 

et al. 1997). La protéine est synthétisée sous forme d'un précurseur inactif qui est activé par 

l’élimination de l'extension propeptide NH2-terminale dans le compartiment prélysosomal pour 

produire une enzyme mature à chaîne unique. Le propeptide est un puissant inhibiteur de 

l'activité de l'enzyme à travers sa liaison au site actif maintenant ainsi la protéinase sous une 

forme inactive pendant la traite vers le lysosome (Coulombe, Grochulski et al. 1996). Des 

cathepsines L-like ont été caractérisées à partir d'un large éventail d’eucaryotes, y compris 

quelques protistes qui sont censés former les premières branches de l'arbre eucaryote (Berti et 

Storer 1995). Il y a beaucoup de cathepsine L-like de cystéine dans les parasites protozoaires; 

souvent, elles sont très abondantes et, dans certains cas, elles se retrouvent dans des endroits 

cellulaires inhabituels comme à la surface ou même sécrétées (Robertson, Coombs et al. 1996). 

La forme mature de ces peptidases est principalement limitée aux grands lysosomes, appelés 

megasomes dans l’amastigotes, elles sont situées dans le tubule multivésiculaire du 

promastigote. Une étude sur les effets des inhibiteurs de protéases à cystéine sur Trypanosoma 

cruzi a montré qu'il y avait une accumulation de pro-enzyme dans des vésicules du « late-

golgi », ce qui suggère que le clivage du pro-domaine est nécessaire pour un trafic réussi vers 

les lysosomes (Engel, Doyle et al. 1998). En outre, il a été montré que le pro-domaine est à la 

fois nécessaire et suffisante pour cibler l’enzyme au lysosome à la fois chez Leishmania et T. 

cruzi (Huete-Perez, Engel et al. 1999). Néanmoins, les mécanismes de transformation et le trafic 

des protéases à cystéine dans ces parasites restent incertains (Engel, Torres et al. 2000). 

Toutefois, le chemin vers la maturation et l’activation des CP de L. mexicana vers les lysosomes 

est inhabituel, impliquant la pochette flagellaire et la façon dont l’enzyme pourrait agir dans le 

cytoplasme reste inconnu (Brooks, Tetley et al. 2000). 

 

À ce jour, la majorité des études sur les cystéines protéases (CP) de Leishmania ont 

concernées quelques enzymes, désignées CPA, CPB et CPC, qui sont tous de la superfamille 

des papaïnes et appartiennent au même groupe de CP désigné clan CA. La Famille C1 contient 

la CPA et la CPB, qui sont des cathepsines L-like et la CPC qui est une cathepsine B-like 

(Mottram, Coombs et al. 2004). La CPB se différencie des autres CP avec une extension de 100 

acides aminés C-terminal et existe en plusieurs isoenzymes, qui sont codées par un réseau de 

gènes CPB similaires, situés dans un seul locus (19 gènes dans L. mexicana et 8 gènes dans L. 

major) comme démontré à la figure 8. (Brooks, Denise et al. 2001). Les deux premiers gènes, 

CPB1 et CPB2, diffèrent sensiblement des 17 copies restantes (CPB3 à CPB19) dans le fait 
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qu’ils sont exprimés sous la forme promastigote exclusivement et qu’ils n’ont pas le 

prolongement C-terminal (CTE) de 100 acides aminés. Lors des travaux de caractérisation de 

CPB chez L. mexicana, il a été impossible de différencier les copies 4 à 17. Par contre, ils sont 

tous d’une longueur de 2,8 kb et c’est pourquoi ils se nomment CPB2.8 (Mottram, Frame et al. 

1997). Toutefois, seul un pH acide est nécessaire pour l’expression des copies sous la forme 

amastigote (Ke, Mauel et al. 1998). Les isoenzymes diffèrent dans les préférences de substrat 

et dans la capacité de restaurer la perte de la virulence associée à la délétion de CPB (Mottram, 

Frame et al. 1997). Tout comme GP63, les copies de CPB se suivent les unes aux autres et 

l’expression de ceux-ci dépend des régions intergéniques. Il est alors possible d’enlever les 19 

copies de CPB afin d’étudier son rôle durant l’infection. Cette méthode a permis de voir que la 

CPB a un rôle dans la virulence de Leishmania (Mottram, Souza et al. 1996). Comme chez les 

grands eucaryotes, les cathepsines de Leishmania servent à l’autophagie. De plus, la 

metacyclogénèse a besoin de l’autophagie pour s’effectuer. C’est pourquoi les parasites sans 

CPB ne peuvent compléter leur cycle de différenciation en promastigote métacyclique. 

L’autophagie chez Leishmania lui permet aussi de résister à l’environnement hostile du 

macrophage (Williams, Tetley et al. 2006). La CPB a un impact sur la signalisation du 

macrophage par le clivage de NF-κB afin de permettre au parasite d’infecter l’hôte (Mottram, 

Coombs et al. 2004). Dû à son importance dans l’infection, la CPB est une cible de choix pour la 

recherche. Puisqu’elle est régulée à la hausse sous la forme amastigote, plusieurs modèles de 

vaccin utilisant la CPB sont en développement. Plusieurs tests sont élaborés avec des vaccins à 

ADN du gène ou d’autres utilisent le gène couplé avec une nanoparticule de lipide (Doroud, 

Zahedifard et al. 2011). La CPB sert aussi pour le diagnostic de la leishmaniose. Il suffit de faire 

une réaction PCR contre CPB dans un échantillon de lésion et il est possible de déterminer non 

seulement s’il s’agit de leishmaniose, mais si oui, de quelle espèce il s’agit (Kuru, Janusz et al. 

2011). Son mécanisme d’action sera décrit dans la section Interaction hôte-pathogène. 
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Figure 8 : Organisation génomique de CPB chez L. mexicana (Mottram et al, 1997) 

 

Tableau 1. Rôle connu de différents facteurs de virulence 

Facteur de  
  virulence Espèces Rôle Mécanisme 

LPG 
L. major 

Inhibition de la lyse médiée par le 
complément 

Prévention de l'attachement  

 

du C5b-C9 au parasite 

 
L. donovani 

Promotion de la phagocytose 
Interaction avec les protéines C-réactive et  

 
L. mexicana liaison avec les récepteurs de phagocytose 

 
L. donovani 

Retarde la maturation du 
phagolysosome 

Inhibition du recrutement de la V-ATPase  

 
et blocage de la fusion avec les endosomes 

 
L. donovani 

Réduction des réactifs oxydatifs 
Inhibition de la production de ROS 

  L. major Récupération des ROS 

GP63 L. major Inhibition de la lyse médiée par le 
complément 

Inactivation de C3b 

 
L. infantum 

 
L. major 

Promotion de la phagocytose 
Le produit de désactivation de C3b se colle  

 
L. donovani au parasite et au récepteur de phagocytose 

 
L. major Prévention de la lyse  Dégradation protéolytique  

  
par le phagosome des peptides antimicrobiens 

 
L. amazonensis Réduction des réactifs oxydatifs Inhibition de la production de ROS 

 L. major+ 
Altération des fonctions du 
macrophage 

Dégradation de molécules de signalisation 
comme MARCKS, CAS, mTOR et NF-κB 

   

CPB 

L. mexicana* 

Diminution de la réponse Th1 Clivage de NF-κB 

  
Augmentation de la réponse Th2 

Clivage d’IL-2R et IgER et induction d’IL-4 et 
IgE 

Tiré de (Cecilio, Perez-Cabezas et al. 2014), *(Mottram, Coombs et al. 2004)+(Olivier, Atayde et al. 2012) 
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CHAPITRE 3 : INTERACTION HÔTE-PATHOGÈNE  

3.1 L’entrée 

Lors de l’entrée du parasite dans les tissus de l’hôte, la présence de parasites morts est 

essentielle au développement de l’infection. Les souris BALB/c, normalement sensibles à 

l’infection par Leishmania, ne le sont plus lorsque seulement des parasites sont injectés de 

façon sous-cutanée (van Zandbergen, Bollinger et al. 2006). La nécessité de parasites morts 

dans l'inoculum infectieux est liée à l'exposition de la phosphatidylsérine (PS) dans le feuillet 

externe de la membrane cytoplasmique des parasites. L'exposition de ce phospholipide permet 

une invasion silencieuse, ce qui induit la production de cytokines anti-inflammatoires telles que 

le TGF-β et l’IL-10 (Wanderley, Thorpe et al. 2013). 

 

Même si le macrophage est la cellule hôte clé dans l’infection, le neutrophile de par sa présence 

et son abondance, est la première cellule immunitaire en contact avec le parasite. Deux heures 

après l'infection de souris C57BL/6 avec L. major, les neutrophiles y sont principalement trouvés 

(Peters, Egen et al. 2008). Cette infiltration de granulocytes a également été observée lors de 

l'infection soit intradermique de souris soit BALB/c ou C57BL/6 avec L. infantum et L. major, 

respectivement ainsi que sous-cutanée après l'infection par L. amazonensis ou L. major (Beil, 

Meinardus-Hager et al. 1992). Normalement, les neutrophiles en circulation ont un temps de vie 

de 6 à 8 heures, mais Leishmania est capable de retarder leur apoptose jusqu’à 24 heures de 

plus (Aga, Katschinski et al. 2002, Summers, Rankin et al. 2010). Le retard dans le processus 

d'apoptose des neutrophiles infectés est lié à une inhibition de la transformation de la pro-

caspase-3, et la diminution conséquente de la caspase 3, un exécuteur de l'apoptose bien 

connu dans les neutrophiles (Aga, Katschinski et al. 2002). Aussi, il a été prouvé que L. major, 

en augmentant la phosphorylation d’ERK1/2, augmente la quantité de protéines anti-

apoptotiques comme Bfl-1 et Bcl-2 et diminue l’activation des caspases (Sarkar, Aga et al. 

2013). De plus, l’inhibition de la maturation de Bid ainsi que la répression de l’expression de Fas 

sont remarquées chez les neutrophiles infectés par L. major. Le retard de l’apoptose des 

neutrophiles pourrait protéger le parasite jusqu’à l’arrivée des cellules présentatrices d’antigènes 

soit le macrophage et la cellule dendritique (Sarkar, Aga et al. 2013). Suite à la mort du 

neutrophile, des chimiokines sont sécrétées par lui-même afin d’attirer le macrophage. Celui-ci, 
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phagocytant une cellule apoptotique sécrétera des cytokines anti-inflammatoires telles TGF-β et 

IL-10. Ce débalancement vers les cytokines anti-inflammatoires permettra aussi au parasite libre 

d’entrer par phagocytose sans déclencher un état d’alerte (van Zandbergen, Klinger et al. 2004). 

Toutefois, une très grande partie de l’entrée du parasite dans le macrophage se fait par une 

phagocytose classique. Plus précisément, le promastigote est reconnu par différents récepteurs 

soit : CR1, CR3, MFR, TLR2, TLR9, récepteur de fibronectine et autres récepteurs de 

glycoconjugué (Mosser et Rosenthal 1993, Martinez-Salazar, Berzunza-Cruz et al. 2008). Le 

reste de l’internalisation se produit comme décrit dans la section sur la phagocytose. Une fois 

entré dans le macrophage, le parasite pourra débuter sa transformation en amastigote. Pour ce 

faire, il aura besoin de prendre le contrôle du macrophage en modulant la maturation du 

phagosome et en maintenant le macrophage en vie (Moore et Matlashewski 1994). Ce 

prolongement de la survie du macrophage se fait de plusieurs façons. L. amazonensis prévient 

la cytolyse induite par l’ATP en relâchant la NdK, un nucléoside diphosphate kinase qui abaisse 

le niveau d’ATP extracellulaire. Comme chez le neutrophile, la voie ERK1/2 joue un rôle pour 

empêcher le macrophage de mourir par la voie de mort cellulaire programmée, l’apoptose (Kolli, 

Kostal et al. 2008). Leishmania possède un orthologue de MIF, « macrophage inhibiting factor », 

qui induit l’activation des kinases d’ERK1/2 (Kamir, Zierow et al. 2008). De plus, le parasite 

empêche l’activation de la caspase-3 et provoque la rétention du cytochrome C en désactivant 

Bad (Akarid, Arnoult et al. 2004). Le moyen demeure toujours inconnu, mais il a été démontré 

que le lipophosphoglycan est aussi impliqué dans le délai de l’apoptose (Donovan, Maciuba et 

al. 2009). Toutefois, l’apoptose reste inévitable. Chez L. amazonensis, il a été prouvé que le 

parasite se fait transférer du macrophage en voie de mort à un nouveau macrophage sans 

s’exposer au milieu extracellulaire (Real, Florentino et al. 2014). Les transferts des parasites par 

les cellules phagocytiques sont représentés à la figure 9. 
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Figure 9. Schéma de l’entrée du parasite jusqu’au macrophage (Cecilio, Perez-Cabezas et al. 

2014). 

 

Bloquer l’apoptose est un grand atout pour la survie du parasite, par contre, le parasite doit 

empêcher sa destruction par le système immunitaire de l’hôte. Une fois entrée dans le sang du 

mammifère, Leishmania doit bloquer sa lyse par le complément (Naderer, Vince et al. 2004). Le 

LPG, qui est abondant sur la surface du promastigote, bloque physiquement l’attachement du 

complément sur le parasite (Spath, Garraway et al. 2003). En plus, GP63 clive C3b et l’empêche 

de former son complexe actif avec C5 (Joshi, Kelly et al. 2002). Sans ces deux facteurs de 

virulence, la majorité des parasites sont tués par le complément après 2,5 minutes (Dominguez, 

Moreno et al. 2002). Malgré tout, le meilleur moyen du parasite pour éviter le complément reste 

d’entrer dans les cellules phagocytiques. De plus, la partie clivée de C3b, l’iC3b, peut quand 

même se lier au parasite et ainsi agir d’opsonine pour favoriser sa phagocytose (Brittingham, 

Morrison et al. 1995). L’iC3b est toujours capable de se lier au récepteur du complément 3, le 

CR3. Cette liaison diminue la production IL-12 par le macrophage. Ce qui permet encore une 

fois de réduire l’alerte lors de l’entrée du parasite dans le macrophage (Marth et Kelsall 1997). 
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3.2 Survie intracellulaire 

Une fois dans le phagosome, le parasite, toujours sous la forme promastigote, doit moduler la 

biogenèse du phagolysosome. Ce compartiment très acide et hydrolytique représente un autre 

défi afin de survivre. Le LPG présent sur L. donovani et L. major retient la small GTPase Cdc42, 

ce qui forme une accumulation d’actine périphagosomale et ainsi empêche la fusion avec les 

endosomes tardifs et les lysosomes (Desjardins et Descoteaux 1997). Aussi, en s’insérant dans 

les radeaux lipidiques du phagosome, le LPG bloque le recrutement de la PKC-α, dont la 

fonction est de dépolymériser l’actine (Holm, Tejle et al. 2001). Dans le cas de L. donovani, il a 

été montré que le LPG altère l'association de synaptotagmine V à la membrane du phagosome 

inhibant le recrutement de la V-ATPase et la prévention de l’acidification du phagosome (Vinet, 

Fukuda et al. 2009). Par contre, au niveau des vacuoles communales faites par L. mexicana et 

L. amazonensis, le rôle du LPG reste à prouver (Real, Mortara et al. 2010). Des études avec L. 

amazonensis ont révélé que les phagosomes contenant les promastigotes fusionnent avec les 

endosomes tardifs/lysosomes dans les 30 minutes après l'infection (Courret, Frehel et al. 2002). 

A ce stade, les parasites se trouvent dans les petits compartiments individuels. Entre 18 à 24 

heures plus tard, on observe les vacuoles communales contenant plusieurs parasites. 

L'augmentation rapide de la taille de ces phagosomes nécessite une fusion avec les lysosomes 

secondaires, ce qui provoque l'épuisement de ces organites (Alexander et Vickerman 1975, 

Barbieri, Brown et al. 1985, Real, Pouchelet et al. 2008). La fusion homotypique entre les 

phagosomes contenant L. amazonensis se produit également, mais sa contribution à 

l'élargissement de la vacuole doit encore être étudiée (Real et Mortara 2012). Les fusions 

membranaires médiées par les SNAREs jouent un rôle important dans la phagocytose et la 

maturation du phagosome, en régulant les interactions entre phagosomes et organites 

d'endocytose (Stow, Manderson et al. 2006). Il est donc probable que des SNAREs 

d’endocytose soient impliquées dans la biogenèse et l'expansion des grandes vacuoles 

communales. Fait intéressant, les SNAREs associées au réticulum endoplasmique et l'appareil 

de Golgi sont présents sur les vacuoles contenant L. amazonensis et leur inhibition provoque la 

perte de la réplication du parasite et de l'élargissement de la vacuole (Ndjamen, Kang et al. 

2010, Canton et Kima 2012, Canton, Ndjamen et al. 2012b). De plus, plusieurs avancent 

l’hypothèse que l’élargissement de la vacuole diminuerait assez la concentration des enzymes 

hydrolytiques pour permettre la survie du promastigote (Canton et Kima 2012). Il y a d’autres 

composants du système immunitaire inné que le parasite doit combattre et ceux-ci sont les 

peptides antimicrobiens apportés par les lysosomes. Ce sont des protéines cationiques qui 



29 
 

altèrent la membrane cellulaire des agents pathogènes pour mener à une lyse osmotique de ces 

derniers (Guani-Guerra, Santos-Mendoza et al. 2010). Par exemple, la cathelicidin peut éliminer 

jusqu’à 50% des parasites L. major et L. amazonensis. Heureusement pour Leishmania la 

métalloprotéase GP63 permet de cliver ces protéines antimicrobiennes (Kulkarni, McMaster et 

al. 2006). 

 

Il n’y a pas seulement les peptides qui sont dangereux pour le promastigote. Les réactifs 

oxydants sont très importants pour le macrophage dans l’élimination des agents pathogènes. 

Les souris déficientes en NADPH-dependent oxydase (NOX) sont plus susceptibles aux 

infections par L. donovani et L. major (Murray et Nathan 1999, Blos, Schleicher et al. 2003). 

L’oxyde nitrique (NO) synthétisé à partir de la conversion de l’arginine en citruline, par la nitric 

oxide synthase (NOS) est crucial dans la destruction du parasite (Gostner, Becker et al. 2013). 

Par conséquent, le parasite a besoin de neutraliser ces agents réactifs et/ou prévenir leur 

production pour éviter une mort par le stress oxydatif (Gostner, Becker et al. 2013). La cytokine 

inflammatoire TGF-β, produite par les phagocytes infectés par Leishmania, détourne le 

métabolisme de la L-arginine vers la production de la L-ornithine par l'activation de l'arginase 

(Boutard, Havouis et al. 1995). Ce changement métabolique conduit à une diminution de la 

production de NO favorisant la croissance intracellulaire de Leishmania (Iniesta, Gomez-Nieto et 

al. 2002). Les composantes de surface peuvent également jouer un rôle dans la protection 

contre les ROS chez Leishmania. Le LPG empêche la génération de ROS par l'inhibition du 

recrutement de NOX à la membrane du phagosome (Lodge, Diallo et al. 2006). En plus, 

Leishmania utilise aussi des mécanismes antioxydants intrinsèques, dont les composants les 

plus importants sont la trypanothione synthase et la trypanothione réductase. Ce dernier est 

essentiel pour la lutte contre le ROS et NOS (Tovar, Cunningham et al. 1998). D’autres 

enzymes telles les peroxydines, la pteridines réductase et la superoxyde dismutase sont 

également nécessaires à la survie du parasite (Castro, Sousa et al. 2002).  

 

 

 



30 
 

3.3 Modulation de la réponse immunitaire 

3.3.1 Cytokines 

Les cytokines sont des médiateurs de signalisation cellulaire qui affectent la fonction des 

cellules de façon autocrine, paracrine ou endocrine. Interférer avec la production de cytokines 

est un moyen efficace que le parasite peut utiliser pour la modulation de la fonction immunitaire 

(Nylen et Gautam 2010). Il est généralement admis que la production d'IL-12, par les 

macrophages et les cellules dendritiques, est associée à la résistance contre Leishmania (Guler, 

Afshar et al. 2011). Cette cytokine induit la maturation des cellules T naïves vers un phénotype 

produisant des lymphocytes Th1 (résistantes à l'infection), qui induit l'activation des 

macrophages M1 et l’élimination des parasites (Diaz-Gandarilla, Osorio-Trujillo et al. 2013). Les 

cytokines Th2, à savoir l'IL-4 en ce qui concerne la leishmaniose cutanée et l’IL-10 et TGF-β 

dans le cas de maladie viscérale, ont été liées à une sensibilité et à une progression de la 

maladie. Ces cytokines induisent un phénotype de macrophage M2 (Mia, Warnecke et al. 2014). 

Par conséquent, les parasites semblent moduler la réponse immunitaire vers un phénotype Th2 

(McMahon-Pratt et Alexander 2004). Le paradigme Th1 / Th2 indique que les cellules Th1 et 

Th2 se contre-régulent (Muraille et Leo 1998). Cela implique que la polarisation induite par 

Leishmania de la réponse immunitaire vers un phénotype Th2 supprimerait une réponse 

immunitaire de type Th1 (Nylen et Gautam 2010). 

 

Étant un pathogène intracellulaire, Leishmania dépend du recrutement initial des cellules hôtes 

pour l'établissement et la progression de l'infection. Les chimiokines sont de petites protéines 

qui induisent et régulent la migration des cellules immunitaires (Teixeira, Teixeira et al. 2006). 

Par contre, leur expression est connue pour être modulée par Leishmania. Plusieurs études ont 

rapporté une régulation à la hausse de nombreuses chimiokines (RANTES / CCL5, MIP-1α / 

CCL3, IP-10 / CXCL10, MCP-1 / CCL2, MIP-1β / CCL4, MIP-2 / CXCL1, IL-8 et / CXCL8) après 

l’inoculation de L. major, L. donovani, L. tropica, L. infantum et L. panamensis (Cecilio, Perez-

Cabezas et al. 2014). Par ailleurs, il a également été démontré que les lésions de la peau des 

souris infectées par L. major contenaient principalement des chimiokines attirant les cellules Th2 

(Katzman et Fowell 2008). Par ailleurs, l'expression différentielle de chimiokines induites par les 

différentes souches de parasites conduit à diverses infections et les maladies. À titre d'exemple, 

l'infection humaine par L. mexicana peut conduire soit à une autoguérison ou à une non-



31 
 

guérison, associée à l'expression accrue de CCL2 et CCL3, respectivement (Ritter, Moll et al. 

1996). En plus de leurs fonctions chimiotactiques, CCL2 et CCL3 exercent une pléthore d'autres 

activités. CCL2 est plus polyvalent que CCL3 en induisant la libération de granules enzyme N-

acétyl-8-D-glucosaminidase à partir des monocytes (Oppenheim, Zachariae et al. 1991). Plus 

important encore, CCL2, mais pas CCL3, stimule l'activité du « burst » oxydatif dans les 

macrophages, qui est un mécanisme important pour éliminer les amastigotes intracellulaires 

(Fahey, Tracey et al. 1992)  

 

Bien que les cytokines soient importantes dans tout le processus infectieux de Leishmania, elles 

sont essentielles pendant la phase de l'immunité acquise. L’IL-12 est produite principalement 

par les cellules présentatrice d’antigène (APC), en particulier par les cellules dendritiques 

(Gorak, Engwerda et al. 1998). L’IL-12 est aussi en relation avec des cytokines importantes qui 

assurent la médiation des niveaux très différents d'infection par Leishmania tels que l'IFN-γ, IL-

10 et IL-4 (Nylen et Gautam 2010). Par conséquent, l'interférence avec l'IL-12 est un 

phénomène récurrent dans l'infection par le parasite. L. major a été trouvé à diminuer le 

cholestérol, inhibant ainsi l'assemblage du complexe de signalisation du CD40-IL-12 et modifiant 

les fonctions effectrices des cellules (Rub, Dey et al. 2009). En outre, L. mexicana et L. 

donovani sont capables d’empêcher la production d’IL-12 induite par le LPS via clivage de NF-

κB par la cystéine protéase B (Cameron, McGachy et al. 2004). Les souris Batf3-/-, qui ne 

produisent pas d’IL-12, ont une susceptibilité accrue à L. major à cause d’une diminution de 

l'IFN-γ et l’augmentation de l’IL-4 et de l'IL-10 (Ashok, Schuster et al. 2014). L’IFN-γ est libéré 

par les cellules Th1 déclenchant l'activité leishmanicide des macrophages par l'expression de 

NOS qui, à son tour, conduit à la mort du parasite (Wang, Reiner et al. 1994). Il a été décrit que 

les lymphocytes T régulateurs (Treg) peuvent jouer un rôle dans la diminution de l'IFN-γ, dans 

un modèle murin infecté avec L. amazonensis (Thiakaki, Kolli et al. 2006). En outre, le rôle des 

Treg dans la progression de l'infection et de la pathologie diverge en fonction de l'espèce de 

Leishmania infectante. Alors que les Tregs sont associés à l'exacerbation de la maladie et de la 

persistance des parasites dans le contexte de l'infection par L. donovani et L. major, 

respectivement (Mendez, Reckling et al. 2004, Martin, Agarwal et al. 2010). Par contre, chez 

L.amazonensis il a été démontré que les Tregs sont utiles à la résolution de la maladie (Ji, 

Masterson et al. 2005). L’immunosuppresseur IL-10 a longtemps été associé à la pathogenèse 

de la maladie viscérale étant non seulement important dans l'établissement de l'infection, mais 

aussi pendant la persistance du parasite par l'inhibition directe du développement des cellules 
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Th1, empêchant la résolution de l'infection (Nylen, Maurya et al. 2007). En effet, le blocage du 

récepteur de l'IL-10 ou un knock-out d’IL-10 chez la souris rend les animaux résistants à 

l'infection par L. donovani (Murphy, Wille et al. 2001). La principale source d'IL-10 dans la forme 

cutanée et viscérale est controversée. Certains proposent les Tregs et lymphocytes Th2 comme 

les principaux producteurs d’IL-10, tandis que d'autres affirment que les lymphocytes Th1 sont la 

principale source de l'IL-10 (Anderson, Oukka et al. 2007, Owens, Beattie et al. 2012). 

Nonobstant, le parasite peut également promouvoir la production d'IL-10 par d'autres cellules. 

Par exemple, la sécrétion d'IL-10 est médiée par la phagocytose des parasites opsonisés dans 

un modèle d'infection à faible dose in vivo par L. major, L. amazonensis et L. mexicana dans les 

macrophages (Padigel et Farrell 2005, Yang, Mosser et al. 2007, Buxbaum 2013). En dehors de 

l'IL-10, l’IL-4 induit également des réponses Th2 et est particulièrement impliqué dans la 

promotion de la leishmaniose cutanée (Himmelrich, Launois et al. 2000). Cette cytokine a été 

reconnue pour interférer avec la synergie de l'IFN-γ / FasL qui contribue à l'activation des 

macrophages et la mort de L. major (Chakour, Allenbach et al. 2009). D'autres cytokines ont été 

étudiées dans le contexte de l'infection par Leishmania. L’IL-17, par exemple, a été impliqué 

dans la formation de lésion de la leishmaniose cutanée (Bacellar, Faria et al. 2009). L’IL-1β a 

également été montré à influer sur l'évolution clinique de la leishmaniose et est liée à l'activation 

de l’inflammation. Leishmania peut, avec une lectine de type C (SIGNR3) empêcher l'activation 

d’IL-1β par la caspase-1, ce qui favorise, par conséquent, la persistance du parasite (Lefevre, 

Lugo-Villarino et al. 2013). Plus récemment, l'infection de macrophages a révélé que la 

synaptotagmine XI (Syt XI) est dégradée par GP63, conduisant à la libération de TNF et d'IL-6 

(Arango Duque, Fukuda et al. 2014). Pour mettre en évidence la pertinence de ces résultats 

dans un cadre in vivo, il a été démontré que l'injection intrapéritonéale de promastigotes 

exprimant GP63 induit la libération de TNF et d’IL-6 4 heures après l'inoculation (Arango Duque 

et Descoteaux 2015). Ces cytokines induisent l'expression du facteur d'adhérence et la 

libération de chimiokines (Hurst, Wilkinson et al. 2001, Griffin, Newton et al. 2012). De plus, il a 

été observé que GP63 favorise aussi l'infiltration des neutrophiles et des monocytes 

inflammatoires lors d'une infection précoce (Arango Duque et Descoteaux 2015). 
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3.3.2 TLR 

Les récepteurs de type Toll reconnaissent une variété de motifs moléculaires associés à des 

pathogènes (PAMP) (Akira, Uematsu et al. 2006). Une fois le ligand reconnu, les TLR médient 

l'activation de différents facteurs de transcription, tels que le facteur nucléaire-kB (NF-kB) et les 

facteurs de régulation de l'interféron (IRF), conduisant à la production de cytokines 

inflammatoires (Broz et Monack 2013). Néanmoins, le parasite interfère avec la cascade de 

signalisation associée au TLR. L. donovani peut diminuer le rôle de TLR2 qui dirige le 

macrophage vers une réponse immunitaire de type Th2, avec une régulation négative de la 

production d'IL-12 dans les macrophages par l’inactivation de MAP kinase (Chandra et Naik 

2008). En outre, l'interaction entre TLR2 et le LPG diminuent l’expression de TLR-9 conduisant à 

un profil inflammatoire moindre (Srivastava, Pandey et al. 2013). La capacité de Leishmania à 

interagir avec les protéines régulatrices de l'hôte peut également être pertinente pour moduler la 

signalisation par les TLR. À titre d'exemple, L. donovani exploite un régulateur négatif de TLR, 

l'enzyme A20, pour inhiber l'expression de gènes pro-inflammatoires médiés par le TLR2, par 

conséquent, supprimer la production de l'IL-12 et du TNF-α (Srivastav, Kar et al. 2012). Il a 

également été décrit que L. donovani, L. mexicana et L. major utilisent la tyrosine phosphatase 

SHP-1 du macrophage pour inactiver des kinases impliquées dans la signalisation des TLR 

(Abu-Dayyeh, Shio et al. 2008). Comme avec TLR2, Leishmania exploite les régulateurs de TLR 

pour contrer l’activation du TLR4. L. donovani modifie l'ubiquitination de TRAF3, empêchant sa 

dégradation, qui est nécessaire pour la translocation cytosolique efficace du complexe 

multiprotéique du TLR4. En conséquence, le NF-kB, réduit au silence, conduit à une régulation 

négative de l'IL-12 et la production de TNF-α (Gupta, Giri et al. 2014). En outre, L. amazonensis 

peut supprimer l’activation des TLR4 de cellules dendritiques via la dégradation rapide des 

protéines de signalisations intracellulaires JAK / STAT, NFKB et IRF conduisant à une 

diminution de la production d'IL-12 (Xin, Li et al. 2008). L'enzyme A20 a également un rôle dans 

l'inhibition de la réponse pro-inflammatoire du TLR4 (Das, Pandey et al. 2012). Ultimement, 

l’inhibition de la signalisation du TLR4 des macrophages induit un phénotype qui est en 

corrélation avec des niveaux plus élevés d'IL-10 et d'une réponse immunitaire de type Th2 

(Faria, Reis et al. 2011). De plus, l’absence des gènes TLR2 ou TLR3 réduit l’internalisation de 

L. donovani par les macrophages ce qui démontre le rôle des TLR dans la modulation de la 

phagocytose (Flandin, Chano et al. 2006). 
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3.3.3 Présentation antigénique 

Leishmania est capable de contrôler l'immunité acquise par l'altération de la fonction des 

cellules effectrices (Reiner, Ng et al. 1987). Le traitement et la présentation des antigènes par 

des APC sont nécessaires pour l'efficacité des cellules T effectrices qui, à leur tour, vont générer 

une réponse immunitaire dirigée et spécifique. En phagocytant des débris de parasites ou par la 

dégradation du parasite intracellulaire, les APC présentent des antigènes de Leishmania 

(Overath et Aebischer 1999). Le complexe majeur d'histocompatibilité CMH I et CMH II sont 

utilisés pour l’élimination de Leishmania, bien que seul le second soit essentiel pour l'élimination 

complète des parasites. Leishmania peut interférer avec le traitement de l'antigène et la 

présentation (Locksley, Reiner et al. 1993).  

 

L.donovani diminue l'expression chez le macrophage des deux molécules du CMH (I et II) 

(Reiner, Ng et al. 1987). Les exosomes de L. donovani se sont révélés suffisants pour inhiber 

l'expression du CMH-II dans des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains 

(Silverman, Clos et al. 2010b). En outre, à la fois L. pifanoi et L. amazonensis interfèrent avec le 

processus de traitement de l'antigène par les macrophages en séquestrant dans les vacuoles 

les antigènes de la voie du CMH II (Prina, Jouanne et al. 1993, Kima, Soong et al. 1996). 

Cependant, la prévention des complexes CMH de classe II-peptide exprimés en surface n’est 

pas le seul moyen par lequel le parasite nuit à la présentation des antigènes. L. donovani est 

capable d’interférer avec la présentation d’antigènes par le CMH II par les BMM au récepteur de 

lymphocyte T (TCR) (Meier, Svensson et al. 2003). Une augmentation de la fluidité de la 

membrane cellulaire par une diminution du cholestérol et de la céramide provoque cet 

engagement inefficace (Chakraborty, Banerjee et al. 2005). Des molécules d'adhésion sont 

également importantes dans le processus de présentation de l'antigène. Elles aident au contact 

entre les APC et les cellules T, qui est nécessaire pour la formation ultérieure de la synapse 

immunologique (Cecilio, Perez-Cabezas et al. 2014). Particulièrement les cellules T CD4+, mais 

aussi les cellules T CD8+ de patients atteints de leishmaniose viscérale provoquée par L. 

donovani expriment moins de CD2 que celles de sujets sains (Bimal, Singh et al. 2008). Les 

molécules de co-stimulation sont nécessaires pour la pleine activation des lymphocytes T par 

les APC, dont l'expression peut être régulée à la baisse par Leishmania. Par exemple, les BMM 

infectés par L. donovani expriment des niveaux inférieurs de molécules de co-stimulations B7 

(Kaye, Rogers et al. 1994). Aussi, les cellules de Langerhans de souris BALB/c infectées par L. 
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major ont montré une régulation négative de B7 (Mbow, DeKrey et al. 2001). L'absence de 

molécules co-stimulatrices sur les APC est une autre stratégie de modulation immunitaire 

utilisée par Leishmania. Les parasites régulent de façon négative la transcription de CD40 et de 

CD86 ainsi que son expression à la surface BMDC par l’activation de la voie PI3K / Akt et la 

dégradation de NF-kB (Neves, Silvestre et al. 2010). Leishmania a également été associée à 

l'inefficacité des lymphocytes T. La production d'IFN-γ par les cellules T effectrices CD8+ est 

absente dans le cas de leishmaniose viscérale humaine. Ces cellules expriment des niveaux 

élevés de lymphocytes T cytotoxiques antigène 4 (CTLA-4) et de protéine de mort programmée 

(PD1) (Gautam, Kumar et al. 2014). Des résultats similaires ont également été signalés en ce 

qui concerne non seulement les cellules T CD8+, mais également les cellules T CD4+ (Esch, 

Juelsgaard et al. 2013). De plus, les phosphoglycans de L. major sont responsables de la 

diminution de la production d'IL-12p40 des DC infectées et de l'augmentation de la réponse des 

cellules Th1. Ainsi, en plus de leur rôle dans la subversion de la fonction des macrophages, les 

glycoconjugués de Leishmania ont un impact sur les voies initiales qui mènent à l'activation des 

cellules T effectrices, assurant ainsi la survie optimale des parasites dans l’hôte infecté (Liu, 

Kebaier et al. 2009). 

 

Le rôle de la cystéine protéase B a été principalement décrit au niveau de la réponse 

immunitaire comme la diminution de la présentation par le CMH-II, le clivage de NF-Κb et la 

polarisation vers une réponse Th1 au lieu de la réponse Th2. (De Souza Leao, Lang et al. 

1995b, Buxbaum, Denise et al. 2003, Denise, McNeil et al. 2003). Cependant, bien peu est 

connu sur ce qu’elle fait à l’intérieur du macrophage. La survie diminue sans elle, mais aucune 

hypothèse n’a été vérifiée ni même annoncée. L’objectif principal de ce projet de recherche était 

donc d’analyser si la CPB a un rôle dans la modulation du phagosome. 
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RÉSUMÉ DE L’ARTICLE 

La compréhension de la pathogenèse de Leishmania passe par LPG et par GP63. Ces deux 

facteurs de virulences sont étudiés depuis des décennies et leur rôle dans l’infection semble 

jusqu’à présent bien compris. Pour ce qui est de la CPB, bien peu de gens y consacrent leur 

effort. Parmi ces gens, le Dr Mottram et son équipe tentent d’élucider le rôle de la CPB durant 

l’infection depuis plusieurs années. Ils ont remarqué que les parasites sans CPB ne survivaient 

presque pas et formaient des lésions beaucoup plus petites que les parasites WT. Ils ont 

observé un effet considérable sur la modulation du système immunitaire tant sur la sécrétion de 

cytokines que par la polarisation des lymphocytes T. Toutefois, le rôle de la CPB dans l’infection 

du macrophage reste inconnu. Dans cet article, nous démontrons une nouvelle facette de la 

CPB qui redéfinit son rôle durant l’infection. 

 

Tout d’abord, la présence de CPB est essentielle à l’expression de la GP63 et du LPG. Cette 

découverte marquante remet en question la façon dont Leishmania utilise la CPB. En comparant 

les parasites CPB « rescue » (RE) et GP63 « Add-back » (AB), nous avons été en mesure de 

démontrer que la CPB n’a pas de rôle ni dans la survie du parasite, ni sur la taille des vacuoles 

dans les macrophages infectés. Il s’agit plutôt du manque de la GP63 causé par l’absence de 

CPB chez les parasites CPB knock-out qui provoque la perte de survie de Leishmania chez le 

macrophage. De plus, lors de ces infections de macrophage in vitro, une meilleure survie était 

observée chez les parasites capables de cliver à court terme VAMP3 et VAMP8. Ce clivage est 

effectué à l’aide de la GP63. Les infections in vivo ont aussi mis en évidence que la CPB n’agit 

pas directement pour promouvoir l’infection, mais plutôt permet l’expression de GP63 qui est un 

facteur de virulence essentiel. Ces résultats dévoilent des rôles de CPB dans la virulence du 

parasite et ouvrent d’autres pistes quant à la régulation des facteurs de virulences de 

Leishmania. 
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ABSTRACT 

Cysteine peptidases play a central role in the biology of Leishmania.  In this work, we 

sought to further elucidate the mechanism(s) by which the cysteine peptidase CPB contributes 

to L. mexicana virulence. We initially examined the impact of L. mexicana infection on the 

trafficking of VAMP3 and VAMP8, two endocytic SNARE proteins associated with 

phagolysosome biogenesis and function.  Using a CPB-deficient mutant, we found that both 

VAMP3 and VAMP8 were down-modulated in a CPB-dependent manner. We also discovered 

that expression of the virulence-associated GPI-anchored metalloprotease GP63 was inhibited 

in the absence of CPB.  Expression of GP63 in the CPB-deficient mutant was sufficient to down-

modulate VAMP3 and VAMP8.  Similarly, episomal expression of GP63 enabled the CPB-

deficient mutant to establish infection in macrophages, induce the formation large 

parasitophorous vacuoles, and cause lesions in mice.  These findings implicate CPB in the 

regulation of GP63 expression and provide evidence that both GP63 and CPB are key virulence 

factors in L. mexicana.   
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INTRODUCTION 

The protozoan Leishmania parasitizes macrophages and causes a spectrum of human 

diseases ranging from self-healing cutaneous lesions to a progressive visceral infection that can 

be fatal if left untreated.  Infection is initiated when promastigote forms of the parasite are 

inoculated into the mammalian host by infected sand flies and are internalized by phagocytes. 

Inside macrophages, promastigotes differentiate into amastigotes to replicate within 

phagolysosomal compartments also known as parasitophorous vacuoles (PVs).  Upon their 

internalization, L. donovani and L. major promastigotes arrest phagolysosomal biogenesis and 

create an intracellular niche favorable to the establishment of infection and to the evasion of the 

immune system (Moradin et Descoteaux 2012, Matheoud, Moradin et al. 2013).  The abundant 

promastigote surface glycolipid lipophosphoglycan (LPG) plays a major role in this PV 

remodelling (Desjardins et Descoteaux 1997, Moradin et Descoteaux 2012). Hence, insertion of 

LPG into the PV membrane destabilizes lipid microdomains and causes exclusion of the 

membrane fusion regulator synaptotagmin V from the PV membrane (Vinet, Fukuda et al. 2009).  

In addition, the parasite GPI-anchored metalloprotease GP63 (Olivier, Atayde et al. 2012, 

Arango Duque et Descoteaux 2015) cleaves key Soluble NSF Attachment Protein Receptors 

(SNAREs) and synaptotagmins to impair phagosome functions including antigen cross-

presentation (Matheoud, Moradin et al. 2013, Arango Duque, Fukuda et al. 2014).  Disruption of 

the macrophage membrane fusion machinery may be part of the strategy used by promastigotes 

of those species to create the PV in which they will differentiate into amastigotes.   

 

 Whereas L. major and L. donovani multiply in tight individual PVs, parasites of the L. 

mexicana complex replicate within large communal PVs.  Relatively little is known about the host 

and parasite factors involved in the biogenesis and expansion of those large communal PVs.  

Studies with L. amazonensis revealed that phagosomes containing promastigotes fuse with late 

endosomes/lysosomes within 30 minutes post-infection (Courret, Frehel et al. 2002).  At that 

stage, parasites are located within small individual compartments and by 18 to 24 hours large 

PVs containing several parasites are observed.  The rapid increase in the size of those PVs 

requires extensive fusion with secondary lysosomes, which causes depletion of those organelles 

(Alexander et Vickerman 1975, Barbieri, Brown et al. 1985, Real, Pouchelet et al. 2008). 

Homotypic fusion between L. amazonensis-containing PVs also occurs, but its contribution to PV 
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enlargement remains to be further investigated (Real et Mortara 2012). SNARE-mediated 

membrane fusion events play an important role in phagocytosis and phagosome maturation, by 

regulating interactions between the phagosome and endocytic organelles (Stow, Manderson et 

al. 2006).  It is thus likely that endocytic SNAREs are involved in the biogenesis and expansion 

of large communal PVs.  Of interest, SNAREs associated with the endoplasmic reticulum and 

Golgi were found to be present on PVs hosting L. amazonensis and their inhibition resulted in 

the inhibition of parasite replication and PV enlargement (Ndjamen, Kang et al. 2010, Canton et 

Kima 2012, Canton, Ndjamen et al. 2012a).   

 

 The identity of the Leishmania-derived molecules involved in the expansion of the 

communal PVs remains to be elucidated.  LPG and other phosphoglycans do not play a 

significant role in L. mexicana promastigote virulence and PV formation (Ilg 2000), in contrast to 

L. major and L. donovani (Moradin et Descoteaux 2012).  Cysteine peptidases (CP) are a large 

family of papain-like enzymes that play important roles in the biology of Leishmania (Mottram, 

Coombs et al. 2004).  Three members of these papain-like proteases are expressed by L. 

mexicana and the generation of CP-deficient mutants revealed that CPB contributes to the 

ability to infect macrophages and to induce lesions in BALB/c mice (Mottram, Souza et al. 1996, 

Denise, McNeil et al. 2003, Cameron, McGachy et al. 2004).  The precise mechanism(s) by 

which CPB participates in the virulence of L. mexicana is poorly understood.  Previous studies 

revealed that CPB traffics within and outside infected macrophages (Mottram, Coombs et al. 

2004).  In infected macrophages, CPB alters signal transduction and gene expression through 

the activation of the protein tyrosine phosphatase PTP-1B and the cleavage of transcription 

factors responsible for the expression of genes involved in host defense and immunity 

(Cameron, McGachy et al. 2004, Abu-Dayyeh, Hassani et al. 2010). The observation that CPs 

interfere with the host immune response through the degradation of MHC class II molecules and 

invariant chains present in PVs housing L. amazonensis (De Souza Leao, Lang et al. 1995a), 

raises the possibility that CPB participates in the modulation of PV composition and function.   

 

 In this study, we sought to gain insight into the mechanism by which CPB contributes to 

L. mexicana virulence, with a focus on the PV.  We provide evidence that CPB participates in PV 

biogenesis and virulence through the regulation of GP63 expression.   
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RESULTS 

CPB enables L. mexicana to down-modulate VAMP3 and VAMP8.  Formation and expansion 

of communal PVs hosting L. mexicana involve fusion between PVs and endocytic organelles, as 

well as homotypic fusion among PVs (Barbieri, Brown et al. 1985, Real, Pouchelet et al. 2008, 

Real et Mortara 2012).  To identify the host and parasite factors involved in this process, we 

embarked on a study to elucidate the fate of endosomal SNAREs during infection of 

macrophages with L. mexicana.  Given the requirement of CPB for L. mexicana to replicate 

normally inside macrophages (Mottram, Souza et al. 1996), we included a L. mexicana CPB-

deficient mutant (Δcpb) in our investigation.  We infected BMM with either WT or Δcpb L. 

mexicana promastigotes for 2 h and we assessed the distribution of the endosomal SNAREs 

VAMP3 and VAMP8 by confocal immunofluorescence microscopy. As previously observed 

during infection with L. major promastigotes (Matheoud, Moradin et al. 2013), we found a 

notable reduction in the staining intensity for both VAMP3 (Figure 1A) and VAMP8 (Figure 1B) in 

BMM infected with WT L. mexicana, but this was not observed with Δcpb.  This reduction in 

staining intensity correlated with a down-modulation of VAMP3 and VAMP8 proteins in BMM 

infected with WT L. mexicana, compared to cells infected with Δcpb (Figure 1C).  These results 

suggested that L. mexicana causes the reduction of VAMP3 and VAMP8 levels in infected BMM 

through the action of CPB.  However, we considered the possibility that CPB acted indirectly on 

VAMP3 and VAMP8 because we previously found that GP63 targets those SNAREs in L. major-

infected BMM (Matheoud, Moradin et al. 2013).  We therefore ensured that similar levels of 

GP63 were present in lysates of BMM infected with WT and Δcpb L. mexicana promastigotes.  

As a control, we included lysates of BMM infected with L. amazonensis, which also induces 

communal PVs.  As shown in Figure 2, GP63 was detected in lysates of BMM infected with WT 

L. mexicana and L. amazonensis up to 72 h post-infection, when the parasites replicate as 

amastigotes.  Surprisingly, we found that GP63 was barely detectable in BMM infected with 

Δcpb at all time points tested.  This observation raised the possibility that in Δcpb the lack of 

VAMP3 and VAMP8 down-regulation was due to defective expression of GP63.  
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Figure 1. Down-modulation of VAMP3 and VAMP8 by L. mexicana. BMM were infected with 

serum-opsonized stationary phase L. mexicana (WT and ∆cpb) promastigotes for 2 h. VAMP3 

(A) and VAMP8 (B) levels (green) were then visualized by confocal microscopy. Macrophage 

and parasite nuclei are shown in blue (DAPI).  Internalized parasites are denoted by white 

arrowheads.  In (C), VAMP3 and VAMP8 levels in total cell extracts were assessed by Western 

blot analysis. Each immunofluorescence assay was done on 300 phagosomes on triplicate 

coverslips in two independent experiments and Western blot analyses were performed twice in 

two independent experiments. Original magnification X63. 
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Figure 2.  GP63 is down-modulated in the L. mexicana ∆cpb mutant. BMM were infected 

with serum-opsonized stationary phase L. amazonensis and L. mexicana (WT and ∆cpb) 

promastigotes for 2 h, 24 h, 48 h and 72 h. Total cell extracts were assayed for GP63 levels by 

Western blot analysis.  Similar results were obtained in two experiments. 

 

CPB is required for GP63 expression.  To address the issue of GP63 down-regulation in L. 

mexicana Δcpb, we first determined whether complementation of Δcpb with the CPB gene array 

(Δcpb+CPB) restores wild type GP63 levels. As shown in Figure 3, GP63 levels and activity are 

down-modulated in the Δcpb mutant, and complementation with the CPB array restored GP63 

levels and activity similar to those observed in WT parasites.  It was previously reported that 

expression of the cell surface glycolipid LPG and of GP63 may share common biosynthetic 

steps (Garami et Ilg 2001a, Garami et Ilg 2001b, Garami, Mehlert et al. 2001, Descoteaux, Avila 

et al. 2002).  We therefore evaluated the levels of LPG in lysates of WT, Δcpb, Δcpb+CPB, and 

Δcpb+GP63 parasites by Western blot analysis.  Strikingly, similar to GP63, LPG levels were 

also down-modulated in the Δcpb mutant and complementation with either the CPB array or 

gp63 restored wild type LPG levels.  These results obtained with the restoration of CPB 

expression in the Δcpb mutant suggest that CPB may may be part of a pathway involved in the 

expression of both GP63 and LPG.  Our results also raised the possibility that down-modulation 

of GP63 in the Δcpb mutant may have accounted for the inability of Δcpb to down-regulate 

VAMP3 and VAMP8.  The finding that expression of GP63 in Δcpb restored LPG levels was 

unexpected and suggested a role for GP63 in the expression of LPG in L. mexicana.  Since LPG 

does not play a major role in the virulence of L. mexicana (Ilg 2000), the Δcpb mutant 
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expressing exogenous GP63 provides a unique opportunity to address the impact of GP63 on 

SNARE cleavage, as well as on the in vitro and in vivo virulence of L. mexicana.    

 

Figure 3.  Expression of GP63 and LPG is impaired in the absence of CPB.  Stationary 

phase promastigotes were lysed and total cell extracts were analysed by Western blotting and 

zymography for GP63 levels and activity and for LPG levels. Aldolase was used as a loading 

control. Similar results were obtained in three independent experiments. 

 

GP63 is responsible for the cleavage of VAMP3 and VAMP8 by L. mexicana.  We next 

assessed the impact of GP63 on VAMP3 and VAMP8 during L. mexicana infection.  To this end, 

we infected BMM with either WT, Δcpb, Δcpb+CPB, or Δcpb+GP63 L. mexicana promastigotes 

for various time points, and we assessed VAMP3 and VAMP8 levels and intracellular 

distribution.  Figure 4A shows that GP63 is present at high levels in lysates of BMM infected for 

2 h with WT, Δcpb+CPB, and Δcpb+GP63 promastigotes.  At 72 h post-infection, GP63 levels 

are reduced in BMM infected with WT and Δcpb+CPB, whereas they remain elevated in BMM 
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infected with the Δcpb+GP63 (Figure 4A) (Medina-Acosta, Karess et al. 1989). Western blot 

analyses revealed that down-regulation of VAMP3 and VAMP8 correlated with GP63 levels 

expressed by the parasites.  Consistently, the staining intensity of VAMP3 and VAMP8 was 

reduced in BMM infected with GP63-expressing parasites, as assessed by confocal 

immunofluorescence microscopy (Figure 4D and E).  These results suggest that GP63 is 

responsible for the down-modulation of the endosomal SNAREs VAMP3 and VAMP8 in L. 

mexicana-infected BMM.  Interestingly, we observed recruitment of VAMP3 to PVs containing L. 

mexicana parasites at later time points, when promastigotes have differentiated into 

amastigotes, with the exception of Δcpb+GP63 L. mexicana promastigotes (Figure 4B).  In 

contrast, we found that VAMP8 is excluded from L. mexicana-containing PVs both at early and 

later time points post-infection, independently of GP63 levels, suggesting that additional 

mechanisms regulate VAMP8 recruitment to L. mexicana PVs.   
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Figure 4. GP63 is responsible for the down-modulation of VAMP3 and VAMP8 in L. 

mexicana-infected macrophages.  BMM were infected with serum-opsonized stationary phase 

L. mexicana (WT, ∆cpb, ∆cpb+CPB and ∆cpb+GP63) promastigotes for 2 h and 72 h. Total cell 

extracts were analysed by Western blot (A). VAMP3 and VAMP8 recruitment to the phagosome 
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was visualized by immunofluorescence microscopy and quantified for 300 phagosomes on 

triplicate coverslips (B and C). Representative pictures from each condition are shown (D and 

E). Immunofluorescence assays were performed on 300 phagosomes on triplicate coverslips for 

three independent experiments. *p<0.0001. 

 

GP63 expression restores virulence of Δcpb.  Since GP63 was shown to contribute to L. 

major virulence (Joshi, Kelly et al. 2002), we next sought to determine whether expression of 

GP63 is sufficient to restore the ability of Δcpb to replicate inside macrophages and to cause 

lesions in mice (Mottram, Souza et al. 1996).  To this end, we first infected BMM with either WT, 

Δcpb, Δcpb+CPB, and Δcpb+GP63 stationary phase promastigotes and we assessed parasite 

burden and PV surface area at various time points post-infection.  We found that Δcpb had an 

impaired capacity to replicate inside macrophages and to induce the formation of large 

communal PVs compared to WT and Δcpb+CPB parasites (Figure 5A, B, C).  Strikingly, 

expression GP63 in Δcpb restored its ability to replicate in macrophages and to induce large 

communal PVs up to 72 h post-infection.  These results underline the role of GP63 in the ability 

of L. mexicana to infect and replicate in macrophages, even in the absence of CPB.  Following 

inoculation inside the mammalian host, promastigotes are exposed to complement and GP63 

confers resistance to complement-mediated lysis (Joshi, Kelly et al. 2002).  L. mexicana 

promastigotes were therefore analyzed for their sensitivity to complement-mediated lysis in the 

presence of fresh human serum.  As shown in Figure 6A, over 40% of Δcpb was killed after 30 

min in the presence of 20% serum, whereas Δcpb+CPB, and Δcpb+GP63 were more resistant 

to serum lysis at 14% and 10%, respectively.  Finally, to assess the impact of GP63 on the 

ability of Δcpb to cause lesions, we used a mouse model of cutaneous leishmaniasis.  

Susceptible BALB/c mice were infected in the hind footpad with either WT, Δcpb, Δcpb+CPB, or 

Δcpb+GP63 promastigotes and disease progression was monitored for 9 weeks.  Consistent 

with its reduced capacity to replicate inside macrophages, Δcpb failed to cause significant 

lesions compared to WT parasites (Mottram, Souza et al. 1996) and Δcpb complemented with 

CPB (Figure 6B).  Remarkably, expression of GP63 in Δcpb restored its capacity to cause 

lesions, albeit to a lower level than Δcpb complemented with CPB.  Lesion size correlated with 

parasite burden, as measured at 9 weeks post-infection (Figure 6C). Collectively, these results 

indicate that expression of GP63 is sufficient to restore virulence of Δcpb.   
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Figure 5. GP63 enables L. mexicana ∆cpb to infect macrophages and induce large PVs. 

BMM were infected with stationary phase serum-opsonized L. mexicana (WT, ∆cpb, ∆cpb+cpb 

and ∆cpb+GP63) promastigotes for 2 h, 24 h, 48 h and 72 h. Macrophages were stained with 

the HEMA 3TM kit. Representative pictures from each condition are shown (A) Parasites were 
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counted in 300 macrophages on triplicate coverslips (B). Macrophages were stained with the 

LAMP1 antibody and vacuole sizes were measured with the ZEN 2012 software (C). 

Parasitemia and vacuole size was determined on 300 phagosomes in triplicate in three 

independent experiments. *p<0.0001. 

 

 

Figure 6. GP63 confers virulence to L. mexicana ∆cpb.  Stationary phase L. mexicana (WT, 

∆cpb, ∆cpb+cpb and ∆cpb+GP63) promastigotes were incubated in the presence of 20% human 

serum for 30 min, stained with a fixable viability dye, and then subjected to flow cytometry (A). 

Mice were challenged with 5x106 late-stationary phase L. mexicana (WT, ∆cpb, ∆cpb+cpb and 

∆cpb+GP63) promastigotes that were injected subcutaneously into the hind footpad. Disease 

progression was monitored at weekly intervals, by measuring the thickness of the infected 

footpad and the contralateral uninfected footpad. (B). Parasite burden was obtained by limiting 
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dilution assay from infected homogenized footpads 9 weeks after inoculation (C).  Human serum 

lyses were performed in two independent experiments and six mice per group were used for the 

determination of lesion formation and parasite burden.  Each data point represents the average 

+ SEM of 6 mice per group, and statistical significance was denoted by * p≤0.01, and *** 

p≤0.0001. 
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DISCUSSION 

This study was aimed at investigating the mechanism(s) by which CBP contributes to L. 

mexicana virulence.  To this end, we initially examined PV biogenesis by assessing the impact 

of L. mexicana infection on the trafficking of VAMP3 and VAMP8, two endocytic SNAREs 

associated with phagosome biogenesis and function (Murray, Kay et al. 2005, Matheoud, 

Moradin et al. 2013).  We found that both SNAREs were down-modulated in a CPB-dependent 

manner, which hampered VAMP3 recruitment to PVs.  We also discovered that expression of 

GP63, which we previously showed to be responsible for cleaving SNAREs in L. major-infected 

macrophages (Matheoud, Moradin et al. 2013), was down-modulated in the L. mexicana Δcpb.  

Strikingly, restoration of GP63 expression in Δcpb bypassed the need for CPB for SNARE 

cleavage.  Similarly, episomal expression of GP63 enabled the Δcpb mutant to establish 

infection in macrophages, induce larger PVs and cause lesions in mice.  These findings imply 

that CPB contributes to L. mexicana virulence in part through the regulation of GP63 expression, 

and provide evidence that GP63 is a key virulence factor for L. mexicana.   

 

 Insight into the possible mechanism(s) by which CPB regulates GP63 and LPG 

expression may be deduced from a recent study on the role of cathepsin B in L. donovani, which 

is homologous to the L. mexicana CPC (Gerbaba et Gedamu 2013).  Similar to L. mexicana 

Δcpb, L. donovani ΔcatB displays reduced virulence in macrophages.  To investigate the role of 

cathepsin B in virulence, the authors performed quantitative proteome profiling of wild type and 

ΔcatB parasites and identified 83 proteins whose expression is altered in the absence of 

cathepsin B, with the majority being down-modulated (Gerbaba et Gedamu 2013).  Among 

those, LPG3 was identified as the most down-modulated protein in ΔcatB parasites.  

Interestingly, we previously identified LPG3 as a LPG biosynthetic gene in L. donovani 

(Descoteaux, Avila et al. 2002).  In addition to defective LPG biosynthesis, Δlpg3 mutants show 

defects in GPI-anchored protein expression, including GP63.  Whether expression of LPG3 or 

other protein(s) involved in the synthesis of GPI-anchored proteins is impaired in the L. 

mexicana Δcpb mutant is an important issue that will deserve further investigation.  Alternatively, 

the down-modulation of GP63 and LPG expression observed in Δcpb may be related to the 

reduced expression of proteins involved in the post-transcriptional regulation of gene expression 

(RNA stability, processing, translation), as described for L. donovani ΔcatB (Gerbaba et Gedamu 
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2013).  In support to this possibility, we found that GP63 mRNA levels were reduced in Δcpb 

and substantially increased in Δcpb+CPB parasites (Figure S1).  Clearly, a detailed analysis of 

wild-type and Δcpb parasites may provide the information required to understand the extent of 

the impact of CBP on the synthesis of virulence factors and the exact role of CPB in L. mexicana 

virulence.  The observation that episomal expression of GP63 in Δcpb restored LPG synthesis is 

an intriguing issue, as it suggests that in the absence of CPB, GP63 acts on a LPG biosynthetic 

step.  This role for GP63 is likely redundant, since L. major Δgp63 expresses LPG levels similar 

to that of wild type parasites (not shown).    

 

 It has been proposed that expansion of the PVs hosting parasites of the L. mexicana 

complex leads to the dilution of the microbicidal effectors to which the parasites are exposed, 

thereby contributing to parasite survival (Sacks et Sher 2002).  Both host and parasite factors 

may be involved in the control of PV enlargement.  On the host side, it has been previously 

reported that L. amazonensis cannot survive in cells overexpressing LYST, a host gene that 

restricts Leishmania growth by counteracting PV expansion (Wilson, Huynh et al. 2008).  

Similarly, disrupting the fusion between PVs housing L. amazonensis and the endoplasmic 

reticulum resulted in limited PV expansion and inhibition of parasite replication (Canton et Kima 

2012, Canton, Ndjamen et al. 2012a).  On the parasite side, virulence of L. amazonensis 

isolates was shown to correlate with the ability to induce larger PVs (Franca-Costa, Wanderley 

et al. 2012).  Our results indicate that the inability of Δcpb to multiply inside macrophages is 

associated with smaller PV size, and that expression of GP63 is sufficient to restore the capacity 

of Δcpb to survive within macrophages and to induce PV expansion.  How does GP63 modulate 

L. mexicana virulence and PV expansion?  In addition to the numerous macrophage proteins 

known to be targeted by GP63, it is possible that SNARE cleavage is one of the factors 

associated with L. mexicana virulence and PV expansion.  For instance, we previously reported 

that VAMP8 is required for phagosomal oxidative activity (Matheoud, Moradin et al. 2013).  One 

may envision that its degradation by GP63 is part of a strategy used by L. mexicana to establish 

infection in an environment devoid of oxidants, thereby contributing to parasite survival.  The 

LYST protein is a regulator of lysosome size and its absence leads to further PV expansion and 

enhanced L. amazonensis replication (Wilson, Huynh et al. 2008).  It is interesting to note that 

LYST was proposed to function as an adaptor protein that juxtaposes proteins such as SNAREs 

that mediate intracellular membrane fusion reactions (Tchernev, Mansfield et al. 2002).  In this 

context, cleavage of SNAREs that interact with LYST may interfere with its function and promote 
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PV expansion.  Further studies will be necessary to clarify these issues, including the potential 

role of VAMP3 and VAMP8 in PV biogenesis and expansion.   

 

 Previous studies using Δcpb parasites led to the conclusion that CPB enables L. 

mexicana to alter host cell signaling and gene expression through the cleavage of various host 

proteins (Cameron, McGachy et al. 2004, Abu-Dayyeh, Hassani et al. 2010).  Hence, CPB-

dependent cleavage of PTP-1B, NF-κB, STAT1, and AP1 in L. mexicana-infected macrophages 

was associated with the inhibition of IL-12 expression and generation of nitric oxide, both of 

which are important for initiation of a host immune response and parasite killing, respectively.  

Our finding that GP63 expression is down-modulated in the Δcpb mutant raises the possibility 

that cleavage of those transcription factors may actually be mediated by GP63.  Indeed, GP63 

cleaves numerous host macrophage effectors, including PTP-1B, NF-κB, STAT1, and AP1 

(Isnard, Shio et al. 2012).  Revisiting the role of CPB in the context of GP63 expression will be 

necessary to elucidate whether, and to which extent, CPB is acting directly on the host cell 

proteome. 

 

 In sum, we discovered that CPB contributes to L. mexicana virulence in part through the 

regulation of GP63 expression. Complementation of the Δcpb mutant revealed the importance of 

GP63 for the virulence of L. mexicana, as it participates in the survival of intracellular parasites, 

PV expansion, and the formation of cutaneous lesions.   
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MATERIALS AND METHODS 

Ethics statement 

Experiments involving mice were done as prescribed by protocol 1406-02, which was approved 

by the Comité Institutionnel de Protection des Animaux of the INRS-Institut Armand-Frappier. In 

vivo infections were performed as per Animal Use Protocol #4859, which was approved by the 

Institutional Animal Care and Use Committees at McGill University. These protocols respect 

procedures on good animal practice provided by the Canadian Council on Animal Care (CCAC). 

 

Antibodies  

The mouse anti-GP63 monoclonal antibody was previously described (Button, Wilson et al. 

1993). The mouse anti-phosphoglycans CA7AE monoclonal antibody (Tolson, Turco et al. 1989) 

was from Cedarlane and the rabbit polyclonal anti-aldolase was a gift from Dr. A. Jardim (McGill 

University).  Rabbit polyclonal antibodies for VAMP3 and VAMP8 were obtained from Synaptic 

Systems. 

 

Cell culture 

Bone marrow-derived macrophages (BMM) were differentiated from the bone marrow of 6- to 8-

week-old female 129XB6 mice (Charles River Laboratories) as previously described 

(Descoteaux et Matlashewski 1989).  Cells were cultured for 7 days in complete medium (DMEM 

[Life Technologies] supplemented with L-glutamine [Life Technologies], 10% heat-inactivated 

FBS [PAA Laboratories], 10 mM HEPES at pH 7.4, and antibiotics) containing 15% v/v L929 

cell–conditioned medium as a source of M-CSF. Macrophages were kept at 37°C in a humidified 

incubator with 5% CO2.  To render BMM quiescent prior to experiments, cells were transferred to 

6- or 24-well tissue culture microplates (TrueLine) and kept for 16 h in complete DMEM without 

L929 cell–conditioned medium.  

Promastigotes of L. mexicana wild-type strain (MNYC/BZ/62/M379) and L. amazonensis 

(MPRO/BR/72/M 1841-LV-79) were grown at 26°C in Leishmania medium (Medium 199 

supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 40 mM HEPES pH 7.4, 100 μM hypoxanthine, 5 

μM hemin, 3 μM biopterin, 1 μM biotin, and antibiotics).  The isogenic L. mexicana CPB-deficient 

mutant Δcpbpac (thereafter referred to as Δcpb) and its complemented counterpart 
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Δcpbpac[pGL263] (thereafter referred to as Δcpb+CPB) were described previously (Denise, 

McNeil et al. 2003).  L. mexicana Δcpb promastigotes were electroporated as described 

(Descoteaux, Garraway et al. 1994) with the pLEXNeoGP63.1 plasmid (Joshi, Kelly et al. 2002) 

to generate Δcpb+GP63 parasites. L. mexicana Δcpb+CPB and Δcpb+GP63 promastigotes 

were grown in the presence of 50 µg/ml hygromycin or 50 µg/ml G418, respectively.  

 

Synchronized phagocytosis assays 

Prior to macrophage infections, promastigotes in late stationary phase were opsonized with 

DBA/2 mouse serum. For synchronized phagocytosis using parasites, macrophages and 

parasites were incubated at 4°C for 10 min and spun at 167 g for 1 min, and internalization was 

triggered by transferring cells to 34°C.  Macrophages were washed twice after 2h with complete 

DMEM to remove the non-internalized parasites and were further incubated at 34°C for the 

required times. Cells were then washed with PBS and stained using the Hema 3™ Fixative and 

Solutions kit (Fisher HealthCare), or prepared for confocal immunofluorescence microscopy. 

 

Confocal immunofluorescence microscopy 

Macrophages on coverslips were fixed with 2% paraformaldehyde (Canemco and Mirvac) for 40 

min and blocked/permeabilized for 17 min with a solution of 0.05% saponin, 1% BSA, 6% skim 

milk, 2% goat serum, and 50% FBS. This was followed by a 2 h incubation with primary 

antibodies diluted in PBS. Macrophages were then incubated with a suitable combination of 

secondary antibodies (anti-rabbit Alexa Fluor 488 and anti-rat 568; Molecular Probes) and DAPI 

(Life technologies). Coverslips were washed three times with PBS after every step. After the final 

washes, Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates) was used to mount coverslips on 

glass slides, and coverslips were sealed with nail polish (Sally Hansen). Macrophages were 

imaged with the 63X objective of an LSM780 microscope (Carl Zeiss Microimaging), and images 

were taken in sequential scanning mode. Image analysis and vacuole size measurements were 

performed with the ZEN 2012 software. 
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Electrophoresis, Western blotting, and zymography. 

Prior to lysis, macrophages were placed on ice and washed with PBS containing 1 mM sodium 

orthovanadate and 5 mM 1,10-phenanthroline (Roche). Cells were scraped in the presence of 

lysis buffer containing 1% Nonidet P-40 (Caledon), 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) (Bioshop), 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA (pH 8), 5 mM 1,10-phenanthroline, and phosphatase and protease inhibitors 

(Roche). Parasites were washed twice with PBS and lysed in the presence of lysis buffer 

containing 0.5% Nonidet P-40 (Caledon), 100mM Tris-HCl (Bioshop) and 150 mM NaCl at -70° 

C. Lysates were thawed on ice and centrifuged for 10 min to remove insoluble matter. After 

protein quantification, protein samples were boiled (100°C) for 6 min in SDS sample buffer and 

migrated in 12% or 15% SDS-PAGE gels. Three micrograms and 15 µg of protein were loaded 

for parasite and infected macrophage lysates, respectively. Proteins were transferred onto 

Hybond-ECL membranes (Amersham Biosciences), blocked for 1h in TBS 1X-0.1% Tween 

containing 5% skim milk, incubated with primary antibodies (diluted in TBS 1X-0.1% Tween 

containing 5% BSA) overnight at 4°C, and thence with appropriate HRP-conjugated secondary 

antibodies for 1 h at room temperature. Then, membranes were incubated in ECL (GE 

Healthcare), and immunodetection was achieved via chemiluminescence. Membranes were 

washed 3 times between each step. For zymography, 2 µg of lysate were incubated at RT for 6 

min in sample buffer without DTT and then migrated in 12% SDS-PAGE gels with 0.2% gelatin 

(Sigma). Gels were incubated for 1 h in the presence of 50 mM Tris pH 7.4, 2,5% Triton X-100, 5 

mM CaCl2 and 1μM ZnCl2 and incubated overnight in the presence of 50 mM Tris pH 7.4, 5 mM 

CaCl2, 1μM ZnCl2  and 0,01% NaN3 at 37°C (Hassani, Shio et al. 2014). 

 

FACS analysis 

Late stationary phase promastigotes were incubated for 30 min in complete DMEM medium with 

20% human serum from healthy donors. Parasites were then incubated in LIVE/DEAD® Fixable 

Violet Dead Cell Stain Kit (Life technologies) and fixed in 2% paraformaldehyde. Flow cytometric 

analysis was carried out using the LSRFortessa cytometer (Special Order Research Product; BD 

Biosciences), and the BD FACSDiva Software (version 6.2) was used for data acquisition and 

analysis.   
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Mouse infections 

Male BALB/c mice (6 to 8 weeks old) were purchased from Charles River Laboratories and 

infected in the right hind footpad with 5x106 stationary phase L. mexicana promastigotes as 

described (Gomez, Contreras et al. 2009). Disease progression was monitored by measuring 

footpad swelling weekly with a metric caliper, for up to 9 weeks post-infection. Footpads were 

then processed to calculate parasite burden using the limiting dilution assay. 

 

Limiting dilution assay 

After 9 weeks of infection, mice were euthanized under CO2 asphyxiation and subsequently by 

cervical dislocation. The infected footpads were surface-sterilized with a chlorine dioxide based 

disinfectant followed by ethanol 70% for 5 min. Footpads were washed in PBS, lightly sliced, 

transferred to a glass tissue homogenizer containing 6 ml of PBS, and manually homogenized. 

The last step was repeated two to three times, until complete tissue disruption was achieved. 

Final homogenate was then centrifuged at 3,000 x g for 5 minutes and resuspended in the 

appropriate volume of PBS. 100 µl of homogenate were added in duplicates to 96-well plates 

containing 100 µl of complete Schneider’s medium in each well (twenty-four 2-fold dilutions for 

each duplicate). Plates were incubated at 28˚C. After 7-10 days, the number of viable parasites 

was determined from the highest dilutions at which promastigotes were observed using an 

inverted microscope (Lima, Bleyenberg et al. 1997).  

 

Reverse transcription-PCR (RT-PCR) 

Total RNA was extracted from mid-logarithmic promastigote parasite using the TRIzol reagent 

(Invitrogen Life Technology, Carlsbad, CA) and reverse transcribed. One-tenth of the resulting 

cDNA was amplified by PCR on a DNA thermal cycler, version 2.3 (Perkin-Elmer Corporation, 

Norwalk, CT), with the following primer pairs: for the L. mexicana gp63 C-1 

ACCGTCTGAGAGTCGGAACT (forward), GTAGTCCAGGAATGGCGAGT (reverse); and for α-

tubulin CTATCTGCATCCACATTGGC (forward), ACTTGTCAGAGGGCATGGA (reverse).  The 

PCR products were analyzed by electrophoresis on a 3% (wt/vol) agarose gel, and the pictures 

were taken using AlphaImager 3400 imaging software (Alpha Innotech Corporation, San 

Leandro, CA). 
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Statistical analyses 

Statistically significant differences were analyzed by ANOVA followed by the Tukey post-hoc test 

using the Graphpad Prism program (version 5.0). For the limiting dilution assay, the non-

parametric Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test was used. Values starting at P<0.05 were 

considered statistically significant. All data are presented as mean + SEM. 
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SUPPORTING INFORMATION 

 

Figure S1. GP63 mRNA levels are reduced in ∆cpb.  RNA was extract from mid-logarithmic 

phase promastigotes. Then, reverse transcription followed by PCR was done to assess mRNA 

levels. Relative RNA levels were determined via densitometric analysis of band intensities 

normalized to the α-tubulin housekeeping gene. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Comme plusieurs agents pathogènes intracellulaires, la survie de Leishmania chez le 

mammifère dépend de sa capacité à survivre dans le macrophage. Cette étape est cruciale afin 

d’infecter l’hôte. Jusqu’à présent les recherches sur la CPB démontrent une importance de celle-

ci dans la balance de la réponse Th1 vs Th2. Ce décalage vers une réponse Th2 permet au 

parasite de mieux survivre à l’intérieur du macrophage in vivo. Toutefois, ceci n’explique pas la 

diminution de la survie chez le macrophage in vitro. Lorsqu’il n’y a que le parasite et le 

macrophage, la CPB a aussi un impact sur la survie.  

 

Pour commencer, nous avons cherché à analyser le rôle de CPB sur les SNAREs VAMP3 et 

VAMP8 qui sont impliquées dans la maturation du phagosome. Chez L. major, le clivage de ces 

SNAREs, permet au parasite de retarder la fusion avec les endosomes et lysosomes. Même si 

L. mexicana force la fusion de vésicule pour accroître la grosseur de sa vacuole, nous voulions 

voir si ces mêmes SNAREs étaient aussi clivées. À notre grand étonnement, le clivage de 

VAMP3 et VAMP8 était présent chez la souche sauvage (WT), mais pas chez la souche sans 

CPB (KO). Nous nous attendions à voir soit un clivage ou l’absence de clivage selon la SNAREs 

puisque la survie de parasite nécessite la fusion de vésicules, mais pas à une différence entre 

les deux souches. CPB n’est pas connu pour être capable de cliver des SNAREs.  

 

Puisque GP63 est connu pour dégrader ces SNAREs, nous avons comparé le niveau de GP63 

durant l’infection. Le niveau de GP63 dans le KO était très inférieur au WT. Cette différence 

explique pourquoi les parasites knock-out de CPB ne sont pas capables de cliver VAMP3 et 

VAMP8, qui sont habituellement clivés par GP63. Ceci démontre que même si L. mexicana 

force la fusion entre les vésicules, il doit y avoir un certain contrôle, puisqu’en clivant VAMP3 et 

VAMP8, le parasite retarde la fusion avec les endosomes et lysosomes. Donc le parasite tente 

tout de même de se protéger des agents microbicides du macrophage. 

 

Depuis plusieurs années, Mottram décrit CPB comme un facteur de virulence important puisque 

les souches de L.mexicana sans CPB ont une nette diminution de survie et de formation de 

lésion au site d’inoculation. Le fait que CPB module GP63 explique cette diminution de 
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virulence. Il a été prouvé, à l’aide de la protéine CPB2.8 recombinante, que CPB clive NF-kB et 

une panoplie d’autres protéines de l’hôte. En fin de compte, ces clivages mènent à une réponse 

de type Th2 au lieu d’une réponse de type Th1 (Saravia, Escorcia et al. 2006). Toutefois, suite à 

cette découverte sur la perte de GP63, les affirmations sur la survie in vitro et in vivo ainsi que 

de la formation de lésion sont à vérifier. Il est déjà connu que GP63 est essentiel à la survie du 

parasite chez l’hôte et dans le macrophage. C’est pourquoi des comparaisons plus approfondies 

ont été nécessaires à la confirmation de l’importance de CPB dans l’infection. 

 

Pour ce faire, nous avons utilisé une souche KO dans laquelle un plasmide a été ajouté. Le 

premier contenant les 19 copies de CPB de L. mexicana obtenu par le laboratoire de Mottram et 

le deuxième, la première copie de GP63 de L. major, obtenu par le laboratoire de McMaster 

pour créer le « rescue » de CPB (RE) et le « add-back » de GP63 (AB) respectivement. Suite à 

l’analyse des protéines des différentes souches, il nous a été possible d’affirmer que nous avons 

les parasites nécessaires pour étudier le rôle de CPB et de GP63 dans l’infection de L. 

mexicana. La souche WT, RE et AB expriment GP63 tandis qu’il y a une forte diminution chez la 

souche KO. Ce qui démontre que le parasite a besoin de CPB pour l’exprimer puisque le RE, 

qui possède les mêmes caractéristiques que le KO à l’exception de la présence de CPB, produit 

de la GP63. Étrangement, le LPG est aussi affecté par la délétion de CPB. De plus, l’ajout de 

CPB ou de GP63 est suffisant pour restaurer le LPG chez la souche KO.  

 

Il a déjà été démontré que des délétions de cathepsines chez Leishmania menaient à une 

dérégulation de nombreux gènes. Suite au knock-out de la cathepsine B de L. donovani, Il a été 

constaté que le protéome et sécrétome du parasite a changé comparer au type sauvage 

(Gerbaba et Gedamu 2013). Il a eu un impact sur l'expression de 83 protéines, dont LPG3, une 

protéine liée à la biosynthèse du LPG (Gerbaba et Gedamu 2013). Fait intéressant, il a été 

remarqué que lorsqu’il y a un défaut dans la synthèse du LPG, par une délétion de LPG3, 

l’expression d’autres protéines à ancre GPI comme GP63 est aussi défectueuse (Descoteaux, 

Avila et al. 2002). Il serait important de voir si la CPB, une autre cathepsine de Leishmania 

pourrait avoir un rôle semblable dans le cas de L.mexicana. Dans un autre angle, la régulation 

de l'expression des gènes est complexe chez Leishmania. Lorsque la transcription est 

enclenchée, le chromosome au complet se fait transcrire. La régulation se produit à un niveau 

post-transcriptionnel (Spath, Drini et al. 2015). Aussi, parmi les 83 changements dans 

l’expression de protéines observées suite à la délétion de la cathepsine B de L. donovani, des 
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protéines de liaison à l’ARN ont été dénombrées. L'effet de la cathepsine B de L. donovani sur 

l'expression des protéines de liaison d'ARN est intéressant et peut expliquer comment une 

protéase de cystéine pourrait avoir un rôle dans la régulation des gènes. En somme, la cystéine 

protéase a une incidence sur la protéine de liaison d'ARN qui augmente la stabilité de l'ARN. 

Une meilleure stabilité de l’ARN permet un plus grand nombre de protéines synthétisé par la 

traduction comme pour LPG et GP63. Les niveaux différentiels d’ARNm de GP63 retrouvé ainsi 

que le niveau d’expression de LPG chez les différentes souches de L. mexicana démontrent 

que cette hypothèse est valable et qu’elle doit être vérifiée. 

 

Une autre manière comment une cathepsine peut avoir un impact sur l’expression de GP63 et 

de LPG passe par la voie de l'autophagie (Williams, Tetley et al. 2006). Les cathepsines se 

trouvent dans les compartiments lysosomaux.(Mottram, Robertson et al. 1992). Ils sont utilisés 

par Leishmania pour dégrader leurs propres protéines durant la voie de l'autophagie (Besteiro, 

Williams et al. 2006). Il a été démontré que, sans CPB, l’autophagie chez L.mexicana est 

altérée. La voie de l'autophagie est très active au cours de la différenciation en amastigote et de 

la métacyclogenèse (Williams, Tetley et al. 2006). L’expression de GP63 et de LPG est à leur 

apogée dans les promastigotes métacycliques (Turco et Sacks 1991, Yao, Donelson et al. 

2003). Alors, il se pourrait que les parasites sans CPB aient un problème lors de la 

metacyclogénèse et que les parasites ne puissent pas compléter leur différenciation et donc 

d’avoir des défauts qui leur causeraient une diminution dans leurs gènes de virulence comme 

LPG et GP63. 

 

Toutefois, la manière dont GP63 est régulé n’a pas été examinée au cours de ce projet, mais 

cela fait partie des perspectives d’expériences futures. De plus, le LPG n’a pas d’effet sur la 

survie et la formation de lésions chez L. mexicana. C’est pourquoi le projet de recherche ne 

s’est pas dirigé vers le LPG, mais plus vers GP63 et CPB. Ces deux protéases sont connues 

pour être nécessaires à l’infection. 
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Pour la suite du projet, nous avons comparé le clivage de VAMP3 et de VAMP8 une autre fois, 

mais maintenant avec les quatre souches (WT, KO, RE et AB). Les résultats ont permis de 

confirmer que le clivage de ces SNAREs est effectué par GP63 et non CPB. De plus, le 

recrutement de VAMP3 et non de VAMP8 au niveau de la vacuole contenant les parasites 

démontre que le parasite exerce un certain contrôle sur le trafic intracellulaire du macrophage. 

Aussi, cette expérience démontre que le GP63 exprimé par le RE et l’AB est fonctionnel en 

infection.  

 

Une fois la démonstration que les nouveaux parasites, RE et AB, sont efficaces durant les 

infections, nous avons vérifié la survie et la taille des vacuoles des macrophages infectés par 

Leishmania. Comme ce qu’il a été noté par le laboratoire du Dr Mottram, les parasites CPB 

knock-out survivent moins bien que le WT dans les macrophages. De plus, les parasites RE et 

AB sont capables de survivre et de se multiplier dans le macrophage. Aussi, la taille des 

vacuoles s’étend bien pour tous les parasites sauf le CPB knock-out. Donc contrairement à ce 

qui a été démontré, CPB, qui est absent dans l’AB, n’a pas de rôle dans la survie dans le 

macrophage. Au niveau de la taille des vacuoles, il a déjà été démontré que l’extension de la 

vacuole est essentielle à la survie du parasite. En raison de cela, il est possible de croire que 

GP63 permet au parasite d’étendre la vacuole afin de diminuer la concentration des agents 

microbicides pour ainsi survivre dans le macrophage.  

 

Une fois la survie in vitro évaluée, nous avons poursuivi les expériences à la survie in vivo. 

Avant de faire les expériences in vivo, nous avons procédé à un test de lyse par le complément. 

Les parasites doivent passer par le sang pour se rendre jusqu’aux macrophages. Toutefois, le 

sang est un milieu nuisible au parasite avec le complément. Par contre, le parasite possède le 

LPG comme barrière physique et le GP63 pour inhiber le complément. Les résultats obtenus 

dans ce projet le confirment. Une fois inoculée dans la souris, la souche AB a restauré la taille 

des lésions ainsi que la parasitémie. Ce qui prouve qu’in vivo aussi GP63 a une importance 

pour la virulence et non CPB.  
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Les résultats de ce projet de recherche démontrent que CPB n’est pas un facteur de virulence, 

mais influence l’expression de GP63 et LPG, qui eux sont des facteurs de virulence importants 

pour l’infection. Dans le cas de L. mexicana, il n’a pas besoin d’utiliser le LPG pour empêcher la 

fusion des vésicules. Toutefois, le LPG pourrait être utile pour se protéger du complément, 

favoriser la phagocytose et réduire les ROS comme c’est le cas chez L. major (Puentes, Da 

Silva et al. 1990, Spath, Garraway et al. 2003). De plus, le GP63 permet de se protéger du 

complément, dégrader les peptides antimicrobiens, inhiber la production de ROS, modifier la 

sécrétion de cytokine. Aussi, de ce que nous avons vu lors de nos recherches, GP63 pourrait 

avoir un effet sur la taille des vacuoles pour améliorer la survie du parasite. De plus, puisque la 

CPB se situe dans les compartiments lysosomaux, il serait important de voir comment elle peut 

avoir un impact sur le niveau d’ARNm. Il serait d’ailleurs intéressant d’utiliser la souche avec 

l’enzyme dont le site actif a été muté afin de voir si ces effets sont dus à l’activité enzymatique 

de celle-ci (Brooks, Tetley et al. 2000). Ces résultats permettent de rectifier le rôle de CPB chez 

L. mexicana. Mais au-delà de cela, ils amènent des pistes afin de mieux comprendre comment 

les vacuoles communales se forment, comment Leishmania régule l’expression de gènes et 

pourquoi les traitements avec des inhibiteurs de CPB fonctionnent pour le traitement des 

infections par Leishmania.  
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