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RESUME 



Plusieurs auteurs ont démontré l'existence d'un antigène majeur de suriacc $:s 

Leishmania de 65 kDa. L'objectif de notre travail était d'étudier le rôle de cet ani;ciP - -  - -  

I'infectivité des promastigotes de Leishmania in vitro, et d'analyser la réponse immunitairr 

suscitée chez la souris vis-à-vis de la gp65. Ainsi, en utilisant des cultures de Leishmania 

bien standardisées in vitro, nous avons mis en évidence in vitro et in vivo un développement 

séquentiel de I'infectivité des promastigotes de L. braziliensis ou L. amazonensis. 

L'apparition des formes infectieuses de promastigotes est associée à l'expression croissante 

de la gp65, et restreinte aux organismes de la phase stationnaire de culture. Le mécanisme de 

l'expression croissante de la gp65 est applicable à toutes les espèces responsables ae 

leishmanioses cutanées ou mucocutanées du nouveau monde. Nous avons également démontré 

que la gp65 joue un rôle central dans l'infection, notamment dans la survie intracellulaire du 

parasite. 

Dans un deuxième temps, nous avons procédé à la purification de la  gp65 de 

promastigotes de L. amazonensis, et à l'étude chez la souris de la réponse immunitaire contre 

cet antigène. Des lymphocytes T anti-gp65 prélevés chez un animal immunisé et transferés 

immédiatement à des souris syngéneiques infectées par L. amazonensis induisent un niveau 

appréciable de protection. Le transfert de lignées T anti-gp65 maintenues 3 semaines en 

culture entraîne au contraire une exacerbation des lésions alors que le transfert de sérums 

anti-gp65 n'a pas d'effet sur I'infection. 

Ces résultats confirment d'une part la prévalence des mécanismes à médiation 

cellulaire dans l'établissement d'une immunité protectrice contre la leishmaniose et 

renforcent d'autre part le choix de la gp65 comme antigène potentiellement vaccinant. 

Néanmoins, les conditions d'expérimentation pouvant conduire avec cet antigène à une 

protection ou à son contraire, l'analyse de ces phénomènes permettra de déterminer les 

conditions optimales d'utilisation de cet antigène en vue d'obtenir une protection. 
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INTRODUCTION 

Les maladies parasitaires, affectant plusieurs centaines de millions d'individus, 

représentent à l'échelle mondiale un problème préoccupant de santé publique, tant par leur 

mo:5;di[e .?,iV? pz: !-I!r 7;3rtzii:i? 1;s ?ai ! -y;  rntontisse;i?s7-n: ;L, , ?  :3i:. 

développement des pays du tiers monde. 

La persistance et le développement de ces maladies parasitaires résultent des 

conditions de vie et d'hygiène souvent insuffisantes, ainsi que d'une efficacité limitée des 

moyens de lutte. 

Ces derniers pourront intervenir à deux niveaux : 

- soit en agissant sur le vecteur de transmission de la maladie. 

- soit en agissant directement sur l'agent causal de la maladie : le parasite. 

Cependant, l'utilisation de pesticides onéreux peut entraîner des modifications de 

l'écosystème, parfois même une résistance du vecteur. De plus, si l'emploi de médicaments 

antiparasitaires est efficace dans le cadre d'une infection actuelle, il ne peut en aucun cas 

prévenir d'une réinfection. 

Cet état de fait rend l'étude immunologique approfondie des maladies parasitaires 

indispensable pour mieux comprendre les relations hôte-parasite, les mécanismes de défense 

de l'hôte contre le parasite ou les raisons pour lesquelles ces mécanismes ont une efficacité 

limitée, suscitant ainsi de nouveaux axes de recherche qui ont pour but la création de vaccins 

efficaces contribuant à l'éradication des parasitoses. Une de ces parasitoses qui a fait l'objet 

de notre travail est la leishmaniose. 

Les leishmanies représentent un ensemble de parasites protozoaires responsables de 

certaines maladies cutanées, cutanéo-muqueuses ou viscérales chez l'homme. Les 

leishmanioses sont une cause importante de mortalité dans divers pays du tiers monde. On 

estime le nombre de personnes atteintes par les différentes formes de leishmanioses dans le 

monde à 12 millions d'individus et 400.000 nouveaux cas sont déclarés chaque année à 

l'O.M.S. Le cycle parasitaire comprend une forme flagellée, promastigote, chez l'insecte 
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vecteur et un stade non flagellé, amastigote, chez les mammifères. Comme dans la 

toxoplasmose, les sujets infectés par les leishmanies conservent en général une bonne 

protection contre la réinfection. Ainsi dans certaines régions du Moyen-Orient, une 

"vaccination" contre la leishmaniose cutanée peut être obtenue par inoculation d'uns cl'*? 

ii-frv~ieuçe de para si:?^ dans une rkgion cnoisie Cu ccrcs ce fscon a ern:?si;her t 'c~~ar i t i3r :  s 

lésions naturelles à la face. Après la guérison de la lésion, une soiide irrimur,itS est ainsi 

conférée au patient. 

Les travaux en immunologie parasitaire s'orientent actuellement autour de deux 

grands axes permettant de mieux comprendre les mécanismes de la relation du parasite avec 

son hôte : 

- d'une part la définition et l'étude des antigènes de surface du parasite. 

- d'autre part l'analyse des mécanismes d'interaction entre le parasite et l'hôte infecté. 

Dans le cas de la leishmaniose, des travaux préliminaires ont suggéré un rôle des 

antigènes de surface dans les interactions de ce parasite avec son hôte et plus précisément 

avec sa cellule cible obligatoire : le macrophage (Adler R.S., 1964). 

Le but de notre travail était de caractériser les antigènes de surface de Leishmania, 

cibles de mécanismes immunitaires effecteurs, et d'étudier la réponse immunitaire 

vis-à-vis de ces antigènes; nous avons donc abordé notre travail en deux principaux volets : 

a-) Tout d'abord, nous avons essayé de mettre en évidence une modification de I'infectivité des 

promastigotes de L. braziliensis au cours de leur maturation en culture vis-à-vis de 

macrophages péritonéaux de souris puis d'établir s'il existe une corrélation entre 

l'apparition des formes infectantes et d'éventuelles modifications de l'expression des 

antigènes de surface du parasite. II est important de noter que dans le cas des leishmanies en 

général, on relève dans la littérature un certain nombre de résultats discordants provenant 

d'expériences utilisant des cultures mal contrôlées avec notamment des concentrations de 

parasites dans I'inoculum et des volumes de milieux non définis au moment de la mise en 

culture. C'est la raison pour laquelle préalablement à notre étude proprement dite, nous 

avons effectué un travail de standardisation des cultures de promastigotes de différentes 
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espèces de leishmanies. Ensuite nous avons élargi cette étude aux autres espèces de 

leishmanies du nouveau monde, responsables de leishmanioses cutanées et 

cutanéo-muqueuses. Pour cela, nous avons utilisé comme modèle expérimental des souris 

BALBIc infectées par L. amazonensis, responsable de la leishman~ose cutanée. 

Cs?:e prenière pâ;:ie rlc nc::r q r ~ u ? ~ !  -.i=,â,r J : 

1 -) Caractoriser les ccmposants de surfacz Ces diverses espèces de leisnn;z?ies. 

2-) Développer des méthodes in vitro permettant d'étudier le rôle de certâins 12 c,: 

composants dans I'infectivité des promastigotes. 

b-) Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à l'étude du rôle de l'antigène 

majeur de surface, qui est une glycoprotéine de 65KDa, nommée gp65, dans l'induction 

de l'immunité à médiation cellulaire, et à la définition du rôle in vivo des lymphocytes T 

spécifiques de cet antigène de promastigote de L. amazonensis ainsi que celui éventuel de 

lymphokines produites in vitro par ces cellules T, sur des macrophages infectés. 
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GENERALITES 

1. NOTIONS DE PARASITOLOGIE 

Las ieisiirnânies cent des i I â ~ 2 i i L ~  enrjcceiiuiaires cc? la ;aniiIie citç rr,;pancssrnatiduz 

qui, par iaur présence dans les ceiiuies du sysi&n;e ié!icüfo-histiocytaire iie l'homme, sc:it 

responsables des diverses formes de leishmanioses. La parfaite identité morphologique et 

biologique entre les différentes espèces de leishmanies permet de penser qu'il s'agit très 

vraisemblablement d'une espèce parasitaire unique mais en voie de différenciation, dont 

plusieurs souches se sont individualisées au point d'acquérir des expressions cliniques et 

épidémiologiques différentes. 

Ces parasites, probablement découverts d'abord par Cunningham en 1885 dans le 

"bouton d'orient", ne sont bien connus que depuis les descriptions données par Leishman et 

Donovan en 1903. Chez les animaux, les leishmanies ont été signalées d'abord chez le chien 

(Nicolle et Comte, 1908) qui dans certains pays est souvent infecté. Ces parasites vivent 

électivement dans les cellules du système réticule-histiocytaire, soit de la peau et des 

muqueuses, soit des organes profonds (foie, rate, moelle osseuse) (Jacquemin P. et 

Jacquemin L., 1980). Les leishmanies représentent un complexe de parasites protozoaires 

responsables de différentes leishmanioses, cutanée, cutanéo-muqueuse et viscérale chez 

l'homme. 

1-1 .  Taxonomie. 

Les leishmanies étaient préalablement caractérisées par leur existence sous deux 

formes, promastigote dans le système digestif de l'insecte vecteur, et amastigote dans les 

cellules de leur hôte vertébré. Le manque de paramètres biologiques classiques permettant 

une identification sûre et correcte, avait laissé plusieurs problèmes médicaux et 

épidémiologiques en suspens (Chance M.L et al., 1974). 
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L'utilisation de méthodes sérologiques plus perfectionnées a permis de classer d'une 

manière logique les différents types de leishmanies (Bray R.S., 1970). 

L'analyse des antigènes de surface à l'aide d'antisérums polyclonaux ou d'anticorps 

monoclonaux a été utilisée pour distinguer des espèces, sous-espèces et souches de 

- !arshmanivs jh,îc?,hhon-Prc,t G. SI Zavic d.R., ; 331) (~/ia~:;1ai7on-~~;??i Z.  =.' z!.. : l 

ces rnèmes réactifs ixmun~io3iqt ies ont permis U2 demoritrer p E r  ail'eürs qze @L:""- 

espèces de leishmanies présentent certains antigènes communs ou des réactions antigéniques 

croisées (Handman E. et Hocking R.E., 1982) (Lepay D.A. et al., 1983). 

Les caractéristiques chimiques et la distribution géographique qui ont été utilisées 

pour la classification des leishmanies se sont révélées insuffisantes; c'est pourquoi de 

nombreuses études ont été réalisées afin de trouver d'autres critères d'identification des 

souches et de définition des espèces et sous-espèces de leishmanies. 

Récemment, des lectines ont été utilisées pour étudier les structures membranaires; 

ces protéines végétales, qui se lient aux résidus glycosylés de la surface cellulaire (Goldestin 

1.J. et al., 1980), peuvent être utilisées pour identifier différentes espèces de protozoaires 

(Araujo F.G. et al., 1980) y compris les leishmanies (Scholletins J. 1982). La classification 

connue actuellement est celle qui est faite en fonction des manifestations cliniques qu'elles 

entrainent et des correspondances épidémiologiques. Les agents de la maladie et les différentes 

formes des leishmanioses, leur répartition géographiques ainsi que leur traitements sont 

présentés dans le tableau (1). 

1-2. CYCLE EVOLUTIF . 

1 - 2 - 1 .  Cvcle évolutif chez l 'hôte intermédiaire. 

Le cycle évolutif nécessite l'intervention, comme hôte intermédiaire et vecteur, d'un 

petit moustique, le phlébotome (en anglais "sandfly"), diptère nématocère de la famille des 

psychodidés (P. argentipes, P. perniciosus, P. ariasi.). Etant donnée sa faible taille (1,s à 3 



2 5  

mm), il passe à travers les mailles des moustiquaires classiques. Seule la femelle est 

hématophage; sa pîqure est surtout nocturne et provoque une douleur. Elle absorbe le sang 

parasité de l'hôte définitif qui contient des amastigotes. Ces amastigotes, arrivés dans 

l'intestin, se transforment en promastigotes, fuseaux allongés ci'environ 15pm, à flaçvlle 

libre a~iss i  lcng c ü î  I% coïcs, r ; ~ i  se inilt 'ylient ac:il/ement câ i  ?:vic:~n bisaire. 'J-rr ' -  

Smms 13~:. ils r e m ~ n t s r t  :srs !e P ~ E ~ ~ P Y  dont iis bioqcent i~ passace. 9 ~ 2 ~ ;  :';i?25~12 $- id  

l'homme ou le chien, hôtes définitifs, il y a régurgitation d'une partie du repas sacyuln ,,i 

contient des leishrnanies, et donc transmission de la forme infestante. Le phlébotome reste 

infesté toute son existence (Brumpt E., 1949) (Jacquemin M. et Jacquemin L., 1980) 

(Hommel M., 1978).(Figure 1). 



TABLEAU 1 : ASSIFICATION ET REPARTlTlOEl GEOGRAPHIQUE DES LEISHMANIOSES, AINSI QUE LEUR VECTEUR ET TRAITEMENT 

- - 

*- 

Leishmanose (!.  

l 'Ancien Mond? 

Leishmaniose 211 

Nouveau-Monte 

ESPECES l-- 
L .  infantum 

L .  donovani 

L .  tropica 

L .  major 

L .  aethiopica 

L .  rnexicana 

L . amazonensis 

L .  pifanoi 

L . bi,aziliensis 

L . guyanensis 

L . panamensis 

L .  peruviana 

CLINIQUE 

INSECTE 

VECTEUR PRINCIPAL 

L .  v i scéra le  in fan t i l e  

1 L .  cutanée humide 1 P.sergenti I 

P.  perniciosus 

L .  v i s cé ra l e  (Kala-azar) 

L, cutanée sèche 

1 L .  cutanée localisée ou di f fuse 1 P. sergenti I 

P. argentipes 

P. papatasi 

L .  cutanée localisée 

proche de L .  in fantum 

ou di f fuse 

L ,  cutanée Dure ou 

P. argentipes 

P. intermedia 

P. olmeca 

P a f .  laviscutellata 

P.  intermedius 

1 L .  cutanée (su r tou t  UTA)  1 P. papatasi I 

cutanéo-muqueuse 

(Espundia, pian-bois) 

REPARTITION 

GEOGRAPHIQUE TRAITEMENT -Ï- 

P. olmeca 

P. papatasi 

Bassin médi ter ranéen 

Inde 

M-Orient & A f r .  du Nord  

Asie Centrale 

Eth iop ie  

1 Glucantine 

( e t  Lomidine 

1 Glucantine 

Amérique du Sud 

Mexique, Guatemala 

B rés i l ,  Colombie 

Vénézuéla 

B r é s i l  

Guyane 

Panama 

Pé rou  

i Glucantine 

1 Lomid ine 

j Glucantine 

ou la  

Fungizone 



CYCLE EVOLUTIF ET MORPHOLOGIE DES LEISHMANIES 
D'après "Hedical Parasitology, Tropical Medical ilicrobiology course", 1976 

PROMASTIGOTE 

kinétoplaste 

noyau 

flagelle 

S 

(1) hastL, Taotes c 
le sang ou le 
tissus 

( 2 )  Transformatic 
proxas ;;gctss 

( 3 )  Reproauction 
fission binai 

( b )  Higration ver 
le pharynx 

( 5 )  Blocage du 
probocis par 
promas tigotes 

- DANS L'HOi.ME - 
f 

L'insecte est 
obligé d'injecter 
des pronastigotes 
avant de prélever 
son repas sanguin 

hastigotes 
dans macrophage 

'4 dans les 
Reproduction par 
fission binaire 

Infection 

Rupture de la 
dans les 

cellule parasitée 

sang 

tissus 

tissus 

Cellules du système 
réticule-histiocytaire 



1-2-2. Cvc le  évolut i f  chez I 'hôte déf in i t i f  

En dehors de I'hôte définirif humairi, := ~ y c i ?  ;si cni:l;.:înBi . - - .  
f u i  id,,, 

réservoir anirnr?~ du  ca:cisi:îs, :Zn: s x v a ~ q c :  (rcnc?irc,  ;:-,acsi, ;?cc,;:; 7 2 3  L.;s.~siique 

(chien), variable selon les régions. 

Lorsque I'hôte définitif est piqué par le phlébotome infesté, les promastigotes 

régurgités dans les téguments de ce dernier, sont immédiatement phagocytés par les éléments 

du système réticulo-histocytaire au sein desquels ils deviennent amastigotes. Les cellules Cu 

système réticulo-histocytaire (SRH) remplies d'amastigotes, éclatent et libèrent ces 

derniers qui vont réinfester d'autres cellules du SRH. 

2. Le d iaanost ic  des Leishmanioses. 

2-1. La Leishmaniose viscérale : 

Seule la mise en évidence de Leishmania donovani permet d'affirmer le diagnostic de 

kala-azar. Théoriquement, c'est dans la moelle osseuse, le foie, la rate et les ganglions que 

peuvent être découverts les parasites par ponction de ces organes. Le produit de la ponction, 

coloré au Giemsa, assure le diagnostic s'il révèle des leishmanies libres ou incluses dans les 

éléments cellulaires. On peut encore cultiver les prélèvements réalisés dans des milieux 

contenant du sang, ou inoculer des animaux, en particulier le hamster. 

Une des caractéristiques biologiques les plus curieuses des leishmanioses viscérales 

est l'élévation très importante des immunoglobulines dans le sérum. 
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2-2. Le  diaanost ic bioloaiaue des leishmanioses cutanées. 

Le diagnostic de certitude repose sur l'identification des Leishmania . La recherche des 

parasites se fait à l'examen direct des sérosités recueillies au fond de l'ulcération ou à la . 

péripherir dss  i6sivns i--2râneus et SC: les ccuges ~ ~ Ç ~ G I C ~ ~ C ; U U S ,  ;.f: ~ Y Y ! , ? V P : I ~  l .  

f:egmeni au Iésicn que 1'07 ecres2 .;a:-e csüx iarî,,as. 

En dehors de l'intradermoréaction de Montenegro, il n'y a pas de test qui puisse 

fournir une aide au diagnostic. II n'y a pratiquement pas d'anticorps spécifiques et pas non 

plus d'élévation des immunoglobulines comme dans les formes viscérales. 

L'immunofluorescence donne une réaction de groupe. Le diagnostic d'espèce est 

impossible. L'immunofluorescence n'est en fait utilisée que pour le diagnostic de la 

leishmaniose viscérale (kala-azar) où les titres obtenus sont élevés. Elle est inutilisable et 

inutile dans le cas de Bouton d'orient. Elle est néanmoins possible pour le diagnostic des 

formes cutanées à ulcérations multiples d'Amérique dans lesquelles les taux trouvés sont 

élevés. L'immunofluorescence ne peut rendre compte d'un état d'immunité, les anticorps 

disparaissant très rapidement après guérison. 

3. Cul ture des Leishmanies. 

II est admis actuellement que la mise au point de la technique de culture standardisée 

des Leishmanies est indispensable tant pour les laboratoires de diagnostic que pour la 

meilleure connaissance des relations hôte-parasite en recherche fondamentale. Les premiers 

milieux utilisés avec succès étaient des milieux biphasiques "agar au sang" comme le milieu 

NNN (Novy et Mc Neal., 1904) (Nicolle.,1908) qui conviennent très bien aux parasites mais 

présentent certains inconvénients; mal définis, ils interdisent toute réelle standardisation, et 

ne permettent pas une séparation facile des promastigotes des particules de la phase solide, ce 

qui est gênant pour les études biochimiques ou antigéniques ultérieures (Marin F. e t  

a1.,1982). 



3 O 

Actuellement, ces milieux biphasiques ne sont plus employés que lors de la première 

mise en culture de souches isolées de patients ou d'animaux. En effet, plus récemment, des 

milieux monophasiques mieux définis ont été utilisés pour la culture des leishmanies, tel le 

milieu, composé principalement de (glucose, lactalbumine hydrolysée, sérum, hémoglobine), 

1 3  GLSa arve{c::p? ~i i'f.iii~é g-r 13- 1 ? ~ y  ,!zain ( ' 255 .  :$TA\. 
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montrer une corrélation entre l'âge des promastigotes en culture et leur niveau d'infectivité 

(Giannini M.S., 1974). 

En effet, dans le cas de Leishmania donovani, Giannini a montré que les promastigotes 

provenant de culture en phase exponentielle sont moins infectieux in vivo pour le hamster 

que ceux provenant de culture en phase stationnaire. 

Par ailleurs, il a été démontré in vitro que les formes tardives semblent être les 

seules formes capables d'infecter les macrophages et de s'y multiplier (Akiyama H.J. et 

Haight R.D., 1971). 

En fait, ces différences d'infectivité peuvent être expliquées par des modifications au 

niveau du parasite : 

a-) Modifications fonctionnelles et morphologiques: les formes observées dans l'intestin puis 

le pharynx de l'insecte vecteur ne sont pas les mêmes (Killick-Kendrick R., 1979). 

b-) Modifications biochimiques et antigéniques de la surface des promastigotes ( Rizvi, F.S. 

et al., 1985) (Sacks D.L. et al., 1985). 

4. Les modèles animaux ut i l isés dans l a  leishmaniose expérimentale. 

Les animaux utilisés comme modèles d'infection de laboratoire sont les suivants : 

1-) Le cochon d'inde infecté par L. enriettii . 

2-) Le hamster infecté par L. braziliensis; L. mexicana et L. amazonensis 

3-) La souris infectée par L. major, L. mexicana ou L. amazonensis . 
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La plupart des études expérimentales ont été réalisées chez la souris. Les modèles les 

plus utilisées sont L. major, L. tropica, L. mexicana et L. amazonensis qui induisent des 

leishmanioses cutanées dont on peut aisément suivre l'évolution in vivo . Les souris sont 

infectées par injection de parasites dans les coussinets plantaires. L'évolution de I'infection 

. . 
peut È-t; cuivie p2r ia masu ra  LIU ~r,ni!ern.'.n? r;? 13 ~ ~ t i e  iri:û-c:?e I,n^,: s r 2  i:îï . . .  
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sévérité de la leishmaniose chez la souris est très variable selon la souche de souris. Ainsi, 

beaucoup de souches de souris sont résistantes à I'infection par Leishmania comme les souris 

C57BU6; ces souris commencent par présenter des lésions mais cette phase est suivie d'une 

régression de la maladie ou de la lésion conduisant à la guérison et à l'instauration d'une 

immunité protectrice permanente. 

D'autres souches de souris, comme les BALB/c, sont très susceptibles à I'infection par 

Leishmania et dans plusieurs cas I'infection locale se viscéralise conduisant à la mort de la 

souris (Bradley D.J., 1974) (Bradley D.J. et Kirkley J., 1977) (Howard J.G. et al., 1980). 

Les différences observées dans la réponse immunitaire suivant les souches de souris 

permettent de penser que la résistance ou la susceptibilité à I'infection par Leishmania est 

liée à un facteur génétique. Howard et al ont démontré l'existence d'un gène (Lsh) non 

associé au complexe majeur d'histocompatibilité (H-2) et responsable de ce contrôle 

(Howard J.G. et al., 1980). 

5. L ' immunité dans la  Leishmaniose. 

Divers travaux ont été effectués durant la dernière décennie faisant progresser les 

connaissances sur les mécanismes immunitaires mis en jeu au cours de la leishmaniose. 

Malgré l'importance des informations accumulées jusqu'à présent, un consensus sur les 

mécanismes de protection immunitaire dans cette maladie très complexe n'est pas encore 

obtenu. 
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5-1. La réponse immunitaire dans les Leishmanioses humaines. 

5-1 -1. I ' immunoloaie des Leishmanioses v iscéra les.  

L',i.fi2r:.zr, : Leizhmônia acncv?ni reste. s d r  le ~ : ~ " . n j r n i ; ; ; _ i ~ ~ i i ; ~ i ~ ~ ~ .  ~;ifi.:tic . 
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obtenue naturellement ou sous l'effet du traitement, le malade devient résistant pour la vie à 

toute réinfection par le même parasite, le support de cette résistance reste difficile à 

préciser. Malgré une augmentation du taux d'immunoglobulines notamment de type IgG au 

cours de l'infection par Leishmania donovani, ces anticorps n' ont aucune activité protectrice 

anti-parasitaire. 

5-1-2. I ' immunoloaie des Leishmanioses cutanées. 

On a remarqué depuis très longtemps que les Leishmanioses guérissant spontanément 

(et maintenant celles qui le font sous traitement) entraînent une résistance définitive pour 

la vie entière du malade vis-à-vis des infections par le même parasite. On pense que cette 

résistance s'explique par le développement d'une immunité de type cellulaire. 

L'hypersensibilité de type retardée est mise en évidence au cours de la réaction de 

Montenegro en utilisant un antigène préparé à partir d'une culture de Leishmania et injecté 

par voie intradermique. Cette réaction se positive en quelques semaines dans le classique 

bouton d'orient; en revanche, elle ne se positive que très lentement dans les formes 

cutanéo-muqueuses. L'intradermoréaction ne devient positive dans I'espundia qu'au terme de 

plusieurs années d'évolution à la période terminale et mutilante de la maladie. 

Les infections par Leishmania tropica sont habituellement limitées à une lésion 

unique ou à un très petit nombre de lésions. Ce n' est que très rarement que les ulcères 

cutanés d'une leishmaniose se dispersent sur tout le corps pour réaliser la leishmaniose 

diffuse, et on estime que cette généralisation des lésions est la conséquence d'une défaillance 
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dans l'établissement d'une immunité de type cellulaire chez un hôte anergique au parasite. 

Ainsi, les lésions des Leishmanioses s'étageraient entre deux états extrêmes, 

d'hypersensibilité d'une part, le bouton d'orient, et d'anergie d'autre part, la Leishmaniose 

cutanéo-muqueuse. 

II apparait donc évident que le cûractere Is plus irnporrânt c jms i<.t i 3 2 i  

immunitaire de l'homme contre une infection par L. tropica est le dével13ppernant AES 

réactions à médiation cellulaire. 

La démonstration du rôle de la réponse humorale dans la Leishmaniose cutanée n'est pas aussi 

claire que la réponse cellulaire. Les résultats obtenus par immunofluorescence suggèrent que 

les anticorps peuvent être présents, bien qu'en faible quantité, dans la Leishmaniose cutanée 

de l'ancien monde (Behforouz N. et al., 1976), et que leurs titres augmentent avec la sévérité 

de la maladie (Menzel S. et Bienzle U., 1978). L'infection par les parasites de L. braziliensis 

suscite une réponse immunitaire cellulaire et humorale (Shaw J.J. et Lainson R., 1975). 

5-2. La réoonse immunitaire dans la Leishmaniose exoérimentale. 

La plupart des études sur les leishmanioses cutanées ont été réalisées sur deux 

modèles animaux, le cochon d'Inde infecté par L. enriettii et la souris infectée par L. major, 

L. mexicana ou L. amazonensis. D'autre part, l'utilisation du hamster comme modèle 

d'infection de laboratoire par L. braziliensis, L. mexicana et L. amazonensis a été bien 

établie. 

5-2-1. Rôle du macro~haqe,  

La caractéristique la plus significative des Leishmanies est leur dépendance absolue 

vis-à-vis des cellules phagocytaires du système réticule-histocytaire, dans lesquelles elles 

vivent et se multiplient. II semble néanmoins qu'il y ait eu au cours de l'évolution une 

adaptation des parasites leur permettant de survivre à l'intérieur de cellules normalement 



responsables de l'élimination des agents indésirables dans l'organisme. 

Plusieurs mécanismes ont été rapportés afin d'expliquer la survie intracellulaire de 

Leishmania dans les macrophages: 

a-) Divers travaux réalisés sur les interactions Leishmania-macrophage ont démontré aue 

ces parasites vivent a I'in!erieur de phagclysosorrieç; ainsi, II a éie consta:e %:nez diifers- .: 

espèces de Leishmania que le pha~osome, qui contient le parasite dans I? maciopnagu, se 

fusionne avec les lysosomes formant le phagolysosome sans que le parasite soit dégradé -:r 

les enzymes lysosomales. Cela suggére une certaine insensibilité des parasites à ces enzymes 

(Alexander J. et al., 1975) (Berman J.D. et al., 1979). 

b-) II semble que les amastigotes de Leishmania ne soient pas affectés par le milieu 

intra-phagolysosomal et puissent proliférer dans cet environnement. Cette résistance 

d'amastigotes aux enzymes lysosomales est partielle; en effet, le traitement de macrophages 

infectés par L. mexicana avec des agents inhibiteurs de la fusion phagosome-lysosome 

favorise la  croissance de ces parasites intracellulaires (Alexander J., 1981). Les 

promastigotes seraient plus sensibles aux enzymes lysosomales que les amastigotes; ainsi, il 

a été suggéré que la survie de promastigotes à l'intérieur de macrophages dépende de leur 

capacité à se transformer rapidement en amastigotes (Lewis D.H. et al., 1977). 

c-) D'autres études ont suggéré que les parasites de Leishmania secrétent eux-mêmes des 

substances inhibitrices de l'activité enzymatique lysosomale; ainsi, un facteur 

sécrété-excrété (EF) a été décrit comme capable de protéger ces parasites de la dégradation 

intracellulaire (Handman E. et al., 1977). 

Cependant, une fois l'infection établie, de nouveaux facteurs interviennent et jouent 

un rôle important dans l'infection. L'élément majeur de défense de I'hôte est la capacité 

d'élaborer une réponse immunitaire capable d'activer les macrophages et conduisant à la 

destruction intracellulaire des parasites. 

L'association entre la résistance de I'hôte vis-à-vis d'une infection et la capacité des 

macrophages à lyser les Leishmanies in vitro suggère que les macrophages sont des cellules 

effectrices importantes dans la défense contre ces agents pathogènes. 
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En effet, il a été démontré qu' on ne trouve pas de formes parasitaires extracellulaires 

lors de la guérison, et les formes dégénérées sont observées à I'intérieur des macrophages 

suggérant ainsi que les parasites sont tués à I'intérieur des cellules (Sordat B. et al., 1977). 

Différentes études ont permis d'établir que l'immunité humorale ne joue pas un rôle 

fondamental dans l'instauration d'une immunité protectrice bien que l'infection soit 

accompagnée d'une élévation du titre d'anticorps (Hale C. et al., 1981) (Howard R.J. et al., 

1982) (Howard J.G. et al., 1984). 

Chez le cochon d'Inde infecté par L. enriettii et la souris infectée par L. tropica, L. 

amazonensis ou L. mexicana, les anticorps peuvent être détectés par immunofluorescence 

2-3 semaines après l'infection (Bryceson A.D.M. et al., 1972) (Preston P.M. et al., 1972). 

Par ailleurs, le transfert de sérum immun s'avère incapable de conférer une protection 

(Rezai H.R. et al., 1980) (Howard J.G. et al., 1981). 

Malgré toutes ces observations, un rôle de I'immunité humorale dans la résistance 

contre les Leishmanies ne peut pas être entièrement exclu, d'autant plus qu' aucun modèle 

expérimental n' a été développé jusqu' à présent dans lequel une guérison de la leishmaniose 

ait pu être observée en absence d'anticorps circulants. 

5-2-3. R é ~ o n s e  immuni ta i re à méd ia t ion  cel lulaire. 

Contrairement à I'immunité humorale, plusieurs travaux ont montré que les 

populations lymphocytaires T jouent un rôle important dans la réponse immunitaire de 

souris contre une infection par Leishmania . 



5-2-3-1. Ex is tence de cel lu les T " ~ r o t e c t r i c e s " .  

Le rôle majeur de lymphocytes T est supporté par les observations suivantes: 

a-) Des souris CBA et C57BL, naturellement résistantes, deviennent totalement incapablas 

de c o ~ t r ~ ~ e ~ - u o ~ - ~ n f e c t i o n  de L. major après Ihyrnrctomie. Néanmoins. une résistance 

normale peu? être restâurke pu: le transfer: rjs cellules T syncj5nic;iles (Mitchell G.F.  et a:., 

1 9 8 1 )  

b-) Une protection contre une infection par L. donovani ou L. major peut être obtenue chez 

des souris sensibles par le transfert de lymphocytes T provenant de souris présentant une 

résistance acquise après infection. Le transfert de sérums de ces souris est incapable de 

conférer cette immunité protectrice (Rezai H.R. et al., 1980) (Liew F.Y. et al., 1982). 

c-) Des souris C3H, naturellement résistantes, traitées dès la naissance par des anticorps 

anti-lgM deviennent déficientes en réponse anticorps et sensibles à l'infection par L. major. 

Cependant, la restauration d'une résistance est obtenue par le transfert de lymphocytes T de 

souris syngéniques C3H normales sans aucune restauration de la réponse anticorps (Scott P. 

et al., 1986). Toutes ces observations soulignent l'importance de la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire dans l'établissement d'une résistance contre la leishmaniose. 

II semble qu'il y ait actuellement un consensus général sur le fait que les cellules T 

protectrices soient de phenotype CD4+. Cette constatation est supportée par des études 

expérimentales réalisées dans différents laboratoires; ces études ont démontré que les 

cellules CD4+ seraient protectrices grâce aux lymphokines qu' elles produisent tel que le 

facteur d'activation du macrophage (MAF) et l'interféron (IFN-y). En effet l'activation des 

macrophages infectés est réalisée en particulier par des lymphokines produites par des 

lymphocytes T (Nancy C.A. et al., 1981) (Murray W.H. et al., 1982) (Mauel J .  et al., 

1982). Des surnageants de lymphocytes T stimulés in vitro par un antigène ou un mitogène 

(concanavaline A) induisent une activation des macrophages infectés par Leishmania 

conduisant à la destruction de parasites à l'intérieur de macrophages (Buchmüller Y. et al., 

1979) (Nancy C.A. et al., 1980). 
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L'IFN-y est le facteur majeur d'activation des macrophages humains infectés in vifro 

par L. donovani (Murray W.H.et al., 1983). Les mêmes auteurs ont confirmé cette 

constatation dans le modèle expérimental, la souris, chez laquelle I'IFN-y s'est avéré être un 

activateur majeur de macrophages infectés in vivo et in vitro (Murray W.H.et al., 1985). 

W .  .-- s 
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conséquent de la destruction des parasites intracellulaires (Titus R.G.et al., 1984). Certains 

auteurs ont suggéré que l'activation des macrophages pourrait être induite par un mécanisme 

indépendant des lymphokines et par l'intermédiaire de lymphocytes T spécifiques d'antigène 

et restreints par le complexe majeur d'histocompatibilité (Wyler D.J. et al., 1987). 

L'inhibition de la production de lymphokines par la cyclosporine A et le traitement de ces 

cellules T par un anticorps anti-IFN-y n'affecte pas la capacité qu'ont les cellules T à activer 

les effets antimicrobiaux du macrophage. 

Une récente étude a suggéré que les cellules T de phenotype CD8+ peuvent aussi être 

protectrices contre une infection par L. major. En effet, des souris résistantes (CBA) ne 

contrôlent plus I'infection après des traitements répétés par un anticorps monoclonal 

anti-CD8+. Cependant, l'effet de ce traitement est beaucoup moins efficace que le traitement 

avec un anticorps anti-CD4+ (Titus R.G. et al., 1987). 

5-2-3-2. Exis tance de  cel lu les T "exacerbatrices". 

La permissivité des souris BALBIc à I'infection par L. major n'est pas due à 

l'incapacité de ces souris à développer des lymphocytes T effecteurs CD4+ contre ces 

parasites. En fait, les souris BALBIc peuvent devenir résistantes à I'infection par L. major 

après différents traitements: injection dès la naissance d'un anticorps monoclonal anti-y, 

injection d'anticorps monoclonal anti-CD4+ ou injection de cyclosporine A (Sacks D.L. et al., 

1984) (Titus R.G. et al., 1985) (Behforouz N.C. et al., 1986). Ces souris développent une 

hypersensibilité retardée (HSR) et une résistance transférables à des souris syngéniques; 
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les cellules T protectrices sont de phénotype CD4+1 semblables à celles trouvées chez les 

souris résistantes guéries d'une infection et produisent du MAF et de I'IFN-ylorsqu'elles sont 

mises en culture in vitro avec des antigènes de Leishmania (Liew F.Y. et al., 1982). Cette 

résistance induite chez les souris BALBIc, par les traitements mentionnés ci-dessus, peut 

êtro eliminée par le transfert de lymphocytes T de souris BALBIc normales ou 2; :,; 

infectées par L. major ( H c ~ ~ a i 3  2.2. Si z,., i 251). ~ S R C ,  une S O U S - ~ Z ~ L ~ L : ~ G J  62 jrnphûc: : Z S  

T provenant de souris BALBIc normales ou infectées est de cellules exacerbatrices (Te) 

tandis que chez les souris résistantes guéries d'une infection des cellules protectrices (Tp) de 

phénotype CD4+ sont mises en évidence. Ces cellules "exacerbatrices" expriment aussi le 

phénotype CD4+ mais ne transférent pas la HSR et peuvent empêcher le développement de la 

HSR induite par le transfert de cellules T protectrices (Tp) (Liew F.Y. et al., 1982). 

Titus et al ont démontré que le transfert de lignées T exprimant le marqueur L3T4+ 

(CD4+),(cellules "helper") spécifiques de L. major, à des souris susceptibles (BALBIc) ou 

résistantes (CBA), au cours d'une infection par L. major entraînent une exacerbation des 

lésions; ces cellules exacerbatrices (Te) sécrétent in vitro de 1'11-2 et de I'IFN-y (Titus 

R.G. et al., 1984). D'autres travaux ont montré qu'au cours de l'infection par L. major, la 

fréquence des cellules T spécifiques de L. major de phénotype L3T4+ chez les souris BALBIc 

(susceptibles) est de l'ordre de 80-90% tandis que chez les souris CBA (résistantes) ce taux 

de cellules est le même que celui des cellules de phénotype Lyt2+(CD8+) (Milon G. et al., 

1 9 8 6 ) .  

5 -2 -3 -3 .  Comparaison entre les cellules T h l .  Th2 et Tp, Te. 

Des études récentes ont démontré que les clones de cellules T "helper" de phénotype 

L3T4+ (CD4+) chez la souris peuvent être divisés en deux sous-populations en fonction du 

type de lymphokine qu'ils produisent. Ainsi, les cellules qui sécrétent l'IL-2 et I'IFN-y sont 

désignées comme Th1 tandis que celles qui produisent l'IL-4 et l'IL-5 sont appelées Th2, 

l'IL-3 étant sécrétée par les deux types de cellules T (Mosmann T.R. et al., 1986). 
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II semble que les lymphokines jouent un rôle déterminant dans l'évolution de 

I'infection. Récemment, Mazingue et a l  ont montré que l'IL-2 peut influencer la croissance 

de promastigotes de L. amazonensis in vitro et entraîne in vivo une exacerbation de lésions 

chez les souris BALB/c infectées par le même parasite (Mazingue C. et al., 1989). 

car aiii;uis, i l  ô eié d5rnon;r5 c;sa l'IL-S ri ie 2X;-CSF indu~serir ci:e exzrsil)zi;i3n c , ~  

I5sic~s czrz  les souris BALBIc infectéos par L. maior.  ii a 6;é sucjgsrv que cxî 1 *rn'xsi:ii::: 

attirent les macrophages vers le site d'infection aboutissant ainsi au développement des 

parasites et à l'exacerbation des Iésions (Louis J.A. et al., 1987) (Kindler V. et al., in press) 

(Solbach W. et al., 1987). 

Locksley et a l  ont montré que les lymphocytes T de souris C57BU6, naturellement 

résistantes, guéries de I'infection par L. major produisent de I'IFN-y in vitro et in vivo . La 

présence d'une quantité importante de mRNA de I'IFN-y est détectée dans les cellules T de ces 

souris. Par contre, les lymphocytes T de souris BALBIc, susceptibles à I'infection, 

non-guéries produisent faiblement de I'IFN-y in vitro ouin vivo alors que la quantité de 

mRNA d'IL-4 trouvée dans les lymphocytes T de ces souris est importante. 

Cette différence de type de lymphokines secrétées par les cellules T permet de 

supposer que les souris BALBIc développent, lors de I'infection par Leishmania, une réponse 

cellulaire médiée essentiellement par des cellules T exacerbatrices (Te) de type Th2, tandis 

que chez les souris C57BU6 la réponse cellulaire est médiée par des cellules T protectrices 

(Tp) de type Th1 (Locksley M.R. et al., 1987). 

5-2-4. Tentat ives de vacc ina t ion  expérimenlale. 

De nombreuses essais de vaccination expérimentale ont été réalisés. Une protection 

peut être obtenue chez des souris sensibles à I'infection par immunisation avec des 

promastigotes irradiés de L. tropica (Howard J.G. et al., 1982). Dans d'autres études, 

l'injection de promastigotes morts de L. donovani, en présence d'adjuvant, induit un bon degré 

de protection chez la souris (Holbrook T.W. et al., 1981). 
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D'autres travaux utilisant des clones non pathogènes de promastigotes de L. major ont 

abouti à une protection partielle contre une infection cutanée par L. major chez des souris 

BALBIc (Mitchell G.F. et al., 1984). 

L'importance de la voie d'immunisation dans l'induction d'une immunité protectrice 

cantre ia ieislimanioss cutznie 2 et2 dtudide par ;!usiaurç aureurs. .&irisi. !nv p:ci~i; ;.; 

csr;?rr !a leishmar:ios~ cl~:zinêe esr 3bc>r:ke chez ia sai~,-iç seiJ;eiÏ;enr ec:us rinzunisc;,:.; 

avec des promastigotes irradiés de L. major par voie intraveineuse i.v ou intrapéritoneale 

i.p, les injections sous-cutanée s.c ou intramusculaire i.m étant complètement incapables 

d'induire une immunité protectrice. De plus, les injections s.c et i.m sont non seulement 

inefficaces dans l'induction d'une protection, mais elles rendent les souris plus susceptibles 

et bloquent la réponse protectrice obtenue par une immunisation i.v ultérieure avec des 

promastigotes irradiés de L. major (Liew F.Y. et al., 1985a). 

Le fait que le même antigène administré par différentes voies puisse induire des 

réponses immunitaires variables implique différents processus de présentation d'antigène 

par plusieurs types de cellules présentatrices d'antigène. 

En effet, il semble que I'immunisation des souris par voie s.c avec des promastigotes 

irradiés de L. major induit une réponse cellulaire médiée par des cellules T de phénotype 

CD4+ incapables de conférer une immunité protectrice contre une infection par L. major. 

Ces cellules T (Te), induites par les injections s.c ou i.m ne sécrétent pas d'lFN-y lors de 

leur mise en culture in vitro avec des antigènes de Leishmania, mais produisent de 1'11-3 et 

de l'IL-4. 

Par contre, l'immunisation par voie i.v ou i.p induit une réponse cellulaire médiée 

par des cellules T protectrices de phénotype CD4+ capables de conférer une immunité 

protectrice vis-à-vis d'une infection par L. major chez des souris BALBIc (Liew F.Y. et al., 

1985b). Ces cellules protectrices sécrétent I'IFN-y et l'IL-2 en culture in vitro avec des 

antigènes de Leishmania . 
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II est clair donc que des souris BALBIc peuvent être protégées contre une infection par 

L. major par immunisation i.v ou i.p avec des promastigotes irradiés ou morts mais ni les 

antigènes responsables de cette protection ni les mécanismes immunologiques impliqués dans 

la protection ne sont encore bien définis. 

L'iarnu2;sation avec un extrait znrtyénique soluble $2 L. r?ajor prorege ie:. ~ 3 L i i S  

SALE c c3ntru u n 3  ii;kdiiv p: 12 rnernz paias!!e. S;..,iie pro;zc;lcn eçi z:s>;,~flv::; 

l'induction d'une immunité cellulaire (Scott P. et al,, 1987). Dans un deuxième temps les 

mêmes auteurs ont testé différentes fractions antigéniques de l'extrait soluble de L. major; 

ils ont constaté que deux fractions sont capables de stimuler les lymphocytes T alors qu'une 

seule fraction est capable d'induire une protection contre une infection par L. major chez les 

souris BALBIc. Dans une étude plus récente, Scott et al ont établi des lignées de lymphocvtes 

T spécifiques de fractions antigéniques protectrice et non protectrice afin de tester leurs 

activités immunologiques. Ils ont observé que la lignée cellulaire T, produite contre la 

fraction antigénique protectrice, transfért une protection équivalente à celle obtenue lors 

d'une immunisation active par la même fraction tandis que la lignée spécifique de la fraction 

antigénique non protectrice ne confère aucune protection à des souris BALBIc contre une 

infection par L. major et provoque au contraire une exacerbation des lésions. De plus, ces 

lignées de cellules T sont différentes selon le type de lymphokine qu'elles produisent, la 

lignée protectrice secrète de l'IL-2 et de I'IFN-y, la lignée exacerbatrice produit de l'IL-4 et 

de l'IL-5. 

Ainsi, la lignée T protectrice (Tp) possède le critère de cellules Th1 alors que la 

lignée T exacerbatrice (Te) semble avoir le critère de cellules Th2 (Scott P. et al., 1988). 

En conclusion 

La plupart des observations cliniques et expérimentales montrent que la résistance 

immunitaire à une leishmaniose qu'elle soit cutanée, mucocutanée ou viscérale, est 

dépendante du type de sous-populations de cellules T mise en oeuvre. 
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II apparaît que deux types de sous-populations T de phénotype CD4+ peuvent être 

induites par l'immunisation avec des promastigotes morts ou avec des antigènes purifiés par 

différentes voies d'injection : 

a-) Les injections i.v et i.p induisent préférentiellement des cellules T protectrices 

(Tp=ThI) qui sscrétent de I'!FN-y en cui?lire avec dvs anrigènes du ~ e ~ s h m a n i a  . L'IFN-y 

active ies macro~hsqen Inic-cies apouticçan! a la desriuc:,~n intrâcaiL';iie û z  ;::AS $25. 

b-) Les injections s.c ou i.m stimulent des cellules T exacerbatrices (Te=Th2); ces ceiluies 

produisent, lors de la mise en culture avec des antigènes de Leishmania, de l'IL-4 et de l'IL-5 

et non pas de I'IFN-y. 

Les mécanismes par lesquels les deux sous-populations de lymphocytes T de phénotype 

CD4+ sont préférentiellement induites demeurent inconnus. 

S.  Les antiaenes de surface de Leishmania. 

6-1. Analvse des antiaènes de surface. 

Des études préliminaires sur les composants de surface des promastigotes de L. 

donovani et L, chagasi ont démontré, par l'analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide 

en présence de sodium dodécyl-sulfate (SDS-PAGE), la présence de quatre protéines de poids 

moléculaire 65, 60, 50 et 26 kDa. 

Par ailleurs, un travail portant sur le profil d'antigènes de surface de promastigotes 

de parasites du complexe L. donovani, isolés en Afrique et au Brésil, a montré qu'il n'y a pas 

de différence antigénique entre les espèces de ce complexe, et qu'une glycoprotéine de 65 kDa, 

reconnue par des sérums immuns de malades de régions géographiquement différentes, est le 

composant majeur de surface de ces espèces du complexe L. donovani (Lemesre J.L. et al., 

1985). Dans une étude utilisant le sérum de sujets atteints de kala-azar, une glycoprotéine 

majeure de 64 kDa a été décrite à la surface de L. donovani (Lepay D.A. et al., 1983). 
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Plusieurs études réalisées sur la surface de promastigotes de différentes espèces de 

Leishmania ont démontré la présence d'une protéine membranaire abondante d'un poids 

moléculaire de 63-68kDa (Fong D. et al., 1982) (Gardiner P.R.  et al., 1984) (Etges R.J. et 

al., 1985). 

Des réactions Immur,o~ojiyües crûisees ont é:S c~servees >~s-o-,is de z i i te  ci: - 

en utilisant des sérums de chiens nattirellement infectss sar L. do no van^ et des serur :, 

souris immunisées avec l'antigène gp63 de L. major. 

De plus, l'analyse peptidique de cet antigène de différentes espèces démontre une 

grande homologie structurale suggérant ainsi que la structure primaire de ces protéines a été 

conservée entre les différentes espèces de Leishmania (Etges R.J. et al., 1985). 

5-2.  L'antiaène maieur de surface de Leishmania Gp65. 

5-2-1 .  Analvse biochimiaue d e  G~65. 

La glycoprotéine majeure membranaire de L.major de 63kDa est présente à raison de 

500,000 copies/cellule à la surface des promastigotes; elle représente approximativement 

des protéines cellulaires totales chez les promastigotes de L.major ( Etges R.J. et al. , 

1985). Cette glycoprotéine est distribuée sur la surface entière du promastigote y compris 

le flagelle (Fong D. et al., 1982). 

Une des caractéristiques importantes de la gp63 est la facilité de se marquer par 

radio-iodination; dans le cas de L.major, 70% de l'iode incorporé sont associés avec la gp63 

(Etges R. et al., 1985). 

L'affinité de cet antigène pour les lectines WGA et de Helixpomatia, permet de penser 

que des liaisons N-acétylglucosamine et N-acétyl- galactosamine sont exposées sur la gp63 

(Russell D.G. et al., 1986). 

La déglycosylation de la gp63 par l'acide trifluoromethane sulfonique réduit le poids 

moléculaire apparent de cet antigène de 10-15% (Bouvier J. et al., 1985). En effet, la 



plupart de liaisons des glycanes de gp65 aux parties peptidiques sont de type N-glycosylation. 

En présence de tunicamycine, un inhibiteur de ce type de liaisons, les promastigotes 

synthétisent une protéine de 54-58 kDa. Cette molécule partiellement glycosylée est 

détectable à la surface des promastigotes par radio-iodination (Chang C-S. et al., 1986). 

Plusieurs méthodes ue purification de la ~ 7 5 3  on: cte utilisées avec succès. Pz, : 

solubilisation des parasites par i:n détergent non-ionique, I'exrrait antigenique total ;x: 

être enrichi en gp63 par passage sur une colonne de concanavaline A (Russell D.G. et al., 

1986) ou Triton x-114 (Etges R. et al., 1985). Un point isoélectrique (pHi) de 6,7 pour la 

gp63 de L. mexicana a été décrit tandis qu'un pHi plus acide 5,8 a été démontré pour la gp63 

de L. major (Russell D.G. et al., 1986). 

La gp63 est un constituant amphiphile de membrane ancré dans cette dernière par un 

glycophospholipide similaire à celui qui est associé avec la glycoprotéine variable de surface 

(VSG) de T. brucei (Etges R. et al ., 1986). 

Le traitement de la gp63 par la phospholipase C, responsable de la libération de la VSG 

de T. brucei, hydrolyse l'ancrage membranaire hydrophobique de la gp63 et transforme la 

forme amphiphile de cet antigène en forme hydrophile; l'activité protéasique de la gp63 sous 

la forme hydrophile ou amphiphile est fonctionnelle à pH neutre et alcalin, la partie 

hydrophobe de la gp63 est un phospholipide (Etges R. et al., 1986). 

Une activité protéasique de cet antigène a été démontrée chez plusieurs espèces de 

Leishmania . Ainsi, Fong et Chang ont décrit brièvement deux enzymes majeurs de poids 

moléculaires situés entre 43 et 68 kDa chez L. amazonensis capables d'hydrolyser la gélatine 

et le fibrinogène après SDS-PAGE (Fong D. et al., 1981). 

Pupkis et Coombs ont mis en évidence sous une forme soluble une molécule de 67 kDa 

ayant une activité protéasique et commune aux deux stades de développement promastigote et 

amastigote de L. mexicana et L. amazonensis (Coombs G.H., 1982) (Pupkis M.F. et al., 

1 9 8 2 ) .  

Récemment, Etges et al ont démontré une activité protéasique de la gp63 chez 

différentes espèces de Leishmania . Cette activité est retrouvée dans les extraits antigéniques 
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de parasites, et chez les promastigotes vivants ou fixés (Etges R. et al ., 1986). 

Récemment, le gène codant la gp63 de promastigote de L. major a été cloné; les études 

d'hybridation ont démontré qu'il y a plusieurs copies de ce gène dans le génome de L. major 

et d'autres espèces de Leishmania (Button L.L. et al., 1988). 

La conservation s',ne par1 12 ! 2  zt.:~ien~ca cxznr  pour la cjp63 dcris c,,izisr,*_.a GSS., . 

de  i-lisriman~a . 2: 2'z,:-t, i:z;i Cz iïz~:,:it3 p:~-:2asiq:e de C ~ I  a~ t i$+ne  g p 6 3  sûuligne 

l'importance de cette molécule durant le cycle évolutif de ce parasite (Etges R. et al., 1386). 

6-2-2. Rôle d e  I 'antiaène maieur de  surface GP65 dans I ' infectivité. 

L'implication des antigènes de surface de promastigotes dans I'infectivité des parasites 

a été largement étudiée. Ainsi, Russell et al. ont démontré que l'antigène gp63 de L. mexicana 

joue un rôle important dans I'attachement des promastigotes à la surface des macrophages; 

I'implication de la gp63 de L. mexicana dans I'adhésion a été mise en évidence d'une part par 

l'inhibition de I'attachement des promastigotes aux macrophages par des fragments F(ab) des 

antisérums polyclonaux spécifiques de gp63; d'autre part par des études réalisées sur 

I'interaction de protéoliposomes contenant la molécule gp63 avec des macrophages de la lignée 

J774 ces protéoliposomes adhèrent aux macrophages, puis sont internalisés; I'interaction a 

été inhibée par des fragments Fab anti-GP63, ce qui montre I'implication de cet antigène dans 

I'adhésion de Leishmania aux macrophages (Russell D.G. et al., 1986). 

D'autres travaux ont identifié un récepteur (CR3) à la surface de macrophage pour le 

troisième composant du complément comme étant un participant potentiel dans 

I'internalisation de promastigotes de Leishmania par des macrophages de souris (Blackwell 

J.M. et al., 1985). Récemment, il a été démontré qu'une grande homologie de structure 

existe entre le troisième composant du complément et la gp63 de L. mexicana ce qui peut 

expliquer l'implication de cet antigène dans l'infection (Russell D.G., 1987). 

Par ailleurs, des études sur les interactions parasite macrophage ont démontré que 

I'attachement du parasite se fait par une liaison d'affinité des glycanes de gp65 à leur 
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récepteur mannose-fucose présents à la surface du macrophage (Blackwell J.M., 1985). 

De plus, l'activité phagocytaire des macrophages envers les liposomes augmente 

fortement par l'incorporation de gp63 purifié dans ces liposomes. L'inhibition de ces 

interactions par le mannane suggère que le mannose present dans la gp63 est responsable de 

cette in!eraction ces oro~éoliposomês avec le rGcar;iei?r me~nose-iiicosi c î s  rnc~:c?nz? - 5  

(Ciusseil D.G. ei 31.. .,?85). 

6-2-3. Rôle d e  I 'antiaène maieur d e  surface GP65 dans la protect ion. 

Certaines études ont été réalisées sur des antigènes purifiés de surface du promastigote de 

Leishmania afin de tester leur rôle dans la protection. Ainsi, Monjeur et al, ont démontré que 

des fractions antigéniques de poids moléculaire 64-97 kDa purifiées de promastigotes de L. 

donovani ou L. major sont capables d'induire une protection contre une infection par L. 

major ou L. mexicana (Formmel D. et al., 1988). D'autres travaux ont montré que les 

souris CBA, naturellement résistantes, ne développent pas de lésions dans une infection par 

1 o4 et 106 promastigote de L. amazonensis lorsqu'elles sont immunisées par une 

glycoprotéine de 46kDa de promastigotes du même parasite. Alors que chez les souris 

BALBIc, sensibles à l'infection, la protection n'est pas totale (28% à 50%) (Champsi J. et 

al, 1988). 

Récemment, l'antigène majeur de surface de promastigote de L. mexicana GP63 a été 

introduit dans des liposomes et utilisé pour immuniser des souris BALBIc et CBAica contre 

une infection expérimentale par L. mexicana . L'inoculation de cet antigène, même à faibles 

doses (8 à 10pg/souris), induit un niveau appréciable de protection. Le transfert passif a 

montré que cette protection est due à l'établissement d'une immunité à médiation cellulaire 

(Russell D.G. et al, 1988). 

En conclusion. l'ensemble de ~e-ts nous a ~ e r m i s  d'envisaaer une étude de 

I'antiaène maieur de surface de ~ekhrnania. la ap65. afin de mieux com~rendre son rôle dans 
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l'infection et ensuite d'étudier le rôle de l'immunité cellulaire vis-à-vis de la ap65 dans la 

Leishmaniose expérimentale. 



TRAVAUX PERSONNELS 
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Article 1 

Définition des conditions de culture nécessaires à la standardisation de la 

çroissance des promastiaotes de Leishmania in vitro. 

. 3 

C o m ~ v  I'âvons C6ve1ûr~5 djn; i1ini:ss~c;tgn, ce fi3\/0ii ~ ' 2  Ç~sEJ:I~s~z~?;;s? ;= 

culture a été nécessaire avant d'aborder notre étude proprement dite de la gp65. Dar;? ce 

premier article nous avons effectué un travail de standardisation des cultures de 

promastigotes de deux espèces de Leishrnania : L. chagasi (souche Impératriz) et L. 

braziliensis (souche LV65), parasites responsables respectivement des Leishmanioses 

viscérale et cutanéo-muqueuse. 

Ensuite, nous avons determiné si les critères de croissance de L.chagasi et 

L.braziliensis sont applicables à d'autres espèces du genre Leishmania . 

Nous avons démontré que : 

1 -) La concentration de I'inoculum parasitaire (1 o4 à 106 parasitelmi) influence 

clairement la courbe de croissance et cela pour toutes les espèces étudiées du genre 

Leishrnania, quelque soit le milieu monophasique de culture utilisé. En effet, en faisant varier 

la concentration de I'inoculum de départ, l'aspect général de la courbe de culture change. Pour 

les différentes espèces de Leishmania étudiées, les phases de latence et de multiplication 

exponentielle sont écourtées lorsque cette concentration augmente. 

2-) En utilisant la même concentration parasitaire au départ, dans toutes les espèces testées, 

la variation du volume de milieu de culture n' avait pas d'incidence sur la cinétique de la 

culture. Seul le nombre total de promastigotes obtenu en phase stationnaire augmentait avec 

le volume d'incubation. 

3-) Nous avons observé que, quelque soit le milieu de culture utilisé, le comportement de 

L.infanfum et L.chagasi se ressemblent, tandis que celui de L.brazi1iensi.s est similaire au 

comportement des autres espèces responsables de Leishmaniose cutanée, L. guyanensis, L. 

panamensis, L. rnexicana, L. arnazonensis . 



En conclusion. pour la suite de nos travaux. nous avons choisi comme concentration de 

d é ~ a r t  1 x105 narasites/ml pour L. chagasi et 5x1 ~ ~ ~ a r a s i t e s / m l  pour L. braziliensis et les 

, ., D t r e s  esneces etudiees. ces concentrations conduisant a des courbes de croissance très 

regroductibles. -ljec 13s différentes p h z s ~ s  Ce latence. ~xcanent iel ie et slariannc~;e - $  <,i 

ir;Tjivir?calic5ei. 

L'article No 2 est présenté page No 61. 
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Reqiiirements of defined cuitivation tond'^' ~:ons 
for standard growth of Leishmania promastigotes in vitro 

Summary 

The growth characteristics of L. chagasi (MHOM/BR/79/LIOl) and L. bru- 
~iliensls (MHOM/BR/72/1670), the causative agents of visceral and muco-CU- 
taneous leishmaniases, respectively, were compared. Inoculum size clearly in- 
fluences the growth course of both Leishmania species, whatever the culture 
medium used (serum-supplemented media: GLSH or RPMI, and a chemically 
defined medium: LITR9). Cultures initiated with low concentrations failed to 
promote ce11 growth, while typical growth curves were obtained when higher 
promastigote inocula were used. For al1 the species tested, the higher the initial 
density of flagellates in the medium, the shorter were the periods covered by the 
latent and particularly by the logarithmic growth phases. In contrast, using 
constant inocula, variations in the volume of the incubation medium did not 
change the time-course of the different culture phases of either Leishmania 
species. provided that the ratio of incubation medium to total flask volume was 
comparable. Only ce11 division time significantly increased with the culture 
volume. We also determined whether or not the growth characteristics of the 
promastigotes of L. chagasi or L. braziliensis could be generalized to other 
members of the genus. Our results show that, whatever the culture medium 
used, L. infarztum behaves in the same way as does L. chagasi, whereas L. pu- 
namenszs, L. gzlyanensis, L. rne,~icana and L. amazonensis display growth pat- 
terns similar to that of L. braziliensis. 

Key words: Leishmania promastigotes; growth characteristics; reproducible 
growth curves; defined cultivation conditions. 
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Introduction 

Leislzl7îalzia species have a simple life cycle nhich includes a flagellate 
promastigote form in the sandfly vector and a non-flagellate intracellular 
amastigote stage within the mononuclear phagocytes of vertebrate hosts. 

In cell-free medium at 26 OC. the parasites grow and multiply as a promas- 
tigote form similar to that found in the vzctor (Bray. i974) which remains 
infective when injected into susceptible hosts (Keithljr. 1976). In vitro cultiva- 
tion of Leishilzaizia species openeà up new possibiiities for the dc:ermina;ion of 
the biochemical and immunological characteristics of these parasites (Schnur et 
al.. 1972; Chance et al.. 1974; Kreutzer and Christensen. 1980: McMahon-Pratt 
et al.. 1982). In particular a large range of studies focused on the comparison of 
surface antigens of various Leishnzalzia species and sub-species (Handman and 
Hocking, 1982; Lepay et al., 1983; Gardiner et al.. 1984; Lemesre et al., 1985). 

Recent work has shown a sequential development of promastigotes from a 
noninfective to an infective stage in the case of L.  tropica and L. chagasi, both in 
vitro (Sacks and Perkins, 1984: Rizvi et al.? 1985) and in the sandfly vector 
(Sacks and Perkins, 1985). In addition: modifications in the expression of some 
surface components of promastigotes during tlie course of culture appear to be 
associated with their infectivity (Sacks et al., 1985; Rizvi et al.: 1985; Kweider et 
al., 1987). These clearly defined changes in the parasite during in vitro dif- 
ferentiation highlights the utmost importance of defined culture conditions in 
order to obtain reproducible growth curves with ive11 controlled maturation 
stages. 

T o  further compare the biological behaviour of L. braziliensis and L.  cha- 
gasi, parasites responsible for two different pathological manifestations of 
leishmaniasis (muco-cutaneous and visceral), it \vas necessary to  first stan- 
dardize the culture conditions of bot11 Leishilza~zia species. As a second step, we 
attempted to determine whether or  not the growth characteristics of the pro- 
mastigotes of L. chagasi or L. bi.azi1iei~si.s could be generalized to other mem- 
bers of the genus Leislzinalzia. 

Materials and WIcthods 

Parasites. - The following strains of visceral. cutaneous and mucocutaneous Leisllt~lania 
species used throughout this study were generously provided by Dr D. Le Ray (ITMA. Anvers. 
Belgium) and Dr M. Sadigursky (FIOCRUZ. Salvador de Bahia. Rrazil): L. chagasi (MHOPI.IIBR1 
79/LIOl), L. it7~fat1tliin (MHOM/BL/67/IT163). L. b~-aiiliet~sis (hlH0~1lBR/72/1670), L. patlar)irrlsis 
(MCHO/P.tVOO/M1039), L. gui:anetisis (hlHOhllBR/7S/hlS37S~. L. tnes i ca~~a  (MNYCIBZI621 
h1379) and L. a~?zaionensis (MHOhl/VEl76NXP7S). The!. \vere maintained in our laboraton by 
subculture in liquid monophasic media. 

Cultirrc tuedia. - GLSH (Glucose, Lactalbumin. Scrum and Hacnioçlobini developed b!. Jadin 
and Le Ray ( 1  969) and RPhlI 1640. supplemeiited with IO'% (\~oli\.ol) lierit-inncti\,ated b o ~ ~ i n e  scrunl 
were used. Cr).stallinc penicillin and strepton1);cin u'ere ~iddcd to a final concentration of 50 to 100pg 
per milliliter to decrease the risk of bacterial contamiiiation. 



.A chemically defined culture medium. receritly described aiid called LITR9 (Sriciigursky a n d  
Brodskyn, 1956) was also iised. To  basic LIT medium containing li\,cr inr\ision hroth arici tryptose. a 
mixture of RPh'lI 1640 and  hledium 199 \vas added. This combination permitteci high parasite 
~ i e l d s .  

C~rlrli~cirro~t procc~litre. - Tilt. standard incub:ition temperaturc \vas 26 +:l'C. Cultiires of pro- 
mastigotes of  al1 Li.isi~r>~a)iia species iverz routinely rnairitaincd by bi-~vcekly passage ot' mid-log 
phase parasites into 50 ml of frcsh GLSH. KPhII o r  LITR9 culture media. Initial concentrations of  
promastigotcs wcre 10' tlagcl1ati.s per ni1 for L. clzc~,qasr 2nd L. :ii/ii~it~oil and  5.::':i!ii) :?ageiil?res r e r  
ml for the othcr  LL>isil)~7a)i1cz species. For the standardization of L. cl ia~asi  and  L. bi-uz:ileilsls cui- 
tures. vnriabic concer,trztionc ot ii:ie-!co, phnsc prornustisotcs 15-e risuitsi were transferred to 350 ml 
!:asks cüntaining 50 nii oi'cuiiurc Fiectiliin. Cuitivat!ori cii.rniii-iog piiase proniasrigotes si a precise 
density was also periormed in 250. 50 or  25 ml calibrated tlasks (Gravis. France) containing 50. 10 o r  
5 ml of culture medium. respecri\~sly. Two replicate experiments using three replicate culture flasks 
per test were carried out  for 10' and j.0x105 initial concentration in GLSH, RPMI a n d  LITR9 media. 

Pronîastigote coztnts. - 70,ul of Vortes-homogenized culture samples were mixed with 20p1 of  
Hanks balanced salt solution (HBSS) containing 0.390 glutaraldehyde (SERVA, Heidelberg, W. Ger- 
man).). The flagellate concentrations were determined after adequate dilution in HBSS by enumera- 
tion of fixed prornastigotes in a Thoma-counting chamber at  4OOx magnification. Sirnultaneously, 
Erythrosin B staining was used IO differentiate between alive and  dead cells. 50 pl  promastigote 
suspension and  50p10.49'0 Evthrosin B staining solution were previously precooled to 4°C and  then 
mixed. After 5 min  incubation in ice. one drop was examined at  400x magnification in order t o  
determine the percentage viability (stained promastigotes were nonviable). 

Results 

The following results were obtained by counting daily the promastigote 
nurnber of various Leishi?~ania species in different culture conditions. Since 
standard deviations for each test point were below 5% of the corresponding 
mean values, the data could be compared for significant differences. In parallel, 
Eq~throsin B staining demonstrated that for al1 species studied the percentage 
rnortality was less than j? /o during the exponential growth phase and reached 15 
to 20% in the late stationary phase (data not shown). 

Fig. 1, which represents the growth curves of L. chagasi (A) and L. brazi- 
liensis (B) promastigotes in GLSH medium, clearly demonstrates the obvious 
influence of the inoculum on the multiplication of both parasites and in addi- 
tion significant differences in the growth rates of the two Leishrnania species. 
Culture initiated with low concentrations (IO4 L. chagasi and 2.0x105 L. brazi- 
liensis parasites per ml) failed to grow, while typical growth curves were ob- 
tained when higher promastigote concentrations were used. Cultures initiated 
with densities ranging from 105 to 106 organisms per ml for L. chagasi (Fig. 1 A) 
and from 5.0x105 to 1 O6 parasites per ml for L. bra-iliensis (Fig. 1 B) supported 
intensive growth. Moreover, the time when the latent phase ended and the point 
at which the logarithmic growth phase merged into the stationary phase, were 
also dependent on the original density. The latent phase completely disap- 
peared when inocula of j.0x106 promastigotes and more were used (data not 
shown). Greater numbers of flagellates in the inocula resulted in shorter latent 
and logarithmic phases and in a higher number of generations. Indeed, the 
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Fig. 1. Influence of the initiai inoculum of promastigotes on the gron.rh cunres of L. chagasi (A) and 
L. braziliensis (B) in GLSH-meaium. Original concenrrations (number of flagellares/ml) are indi- 
cared. The volume of incubation medium uas cocstant throughour this study (50 ml). 

number of promastigotes (x) at peak grou'th was greater in cultures s t ~ r t e d  with 
higher densities of organisms 0,). Neirertheless the ratio x/y gradually decreased 
as increassd (Fig. 1). 

Significant differences in the growth rate were also obsenled between 
L. clzagasi and L. bi-azilielzsis cultures. Fig. 1 shows that with the initial popula- 
tion densities of 5 . 0 ~ 1 0 ~  or 106 parasites per ml L. clzirgasi cultures always 
entered more quickly into the stationary phase than did L. brarilier~sis cultures; 
nevertheless, the number of parasites at the s t a t i o n a ~ ?  phase was always lower 
with L. clzagasi. 

RPMI medium \vas also used to cultivate these tu.0 Leislzr7zarzia speciss. Of 
interest is the fact that this medium did not support sustained growth of L. bra- 
zilielzsis (data not shown). By contrast, RPMI was able to promote a significant 
multiplication of L. clza,oasi promastigotes when adequate parasite concentra- 
tions were used (Fig. 2).  Simiiar effects of the concentration of the inoculum on 
the grorvth of L. cha,o~si.\\~ire h u n d  in RPhlI meaiuni r\.hen compared to 
GLSH medium. However. total ce11 ~vields were slightl!. higher in RPhlI me- 
dium whatever the original population densities used. 

The growth curves represented in Fi&. 3 sllo\lr the influence of the original 
volume of GLSH medium on L. br-a~ilier~sis (.4) and L. clzngasi (B) cultures 
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Fie. 2.  Effect of the initiai inoculurn of 
prornastigotes on tne growrh course of 
L. crizagasi in RPMI medium. Original con- 
centrations (nurnber of f1ageilates;rnij are in- 
dicated. The volume of incubation medium 
was 50 ml. 
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Fig. 3. Influence of the initial volume of incubation medium IGLSH) on the ~ r o w h  rate of L. br'azi- 
liensis (A) and L. chagasi (B) culture initiated wirh constant censities oimid-log phase promasrigotes 
(5 .0~10 '  and I O 5  parasites per ml, respectively). 
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Fig. 4. Growth patterns of L. dinyos: (@- - +). L. ! ~ ~ ~ ~ i i i i i r t ?  (6- - +), L. hraziiiens:~ (M). 
L. panarnensis (A-A). L. 3:g.anensis (-1, L. i?ic-iicai~a [,*-*). 2nd L. ar1iaic11erisis 
(@-B),culture in GLSH n-irdium !j0 ml) initiated ~v i rh  10' promzstigotes per ml for L. ciia:asi 
and  L. il?-fanrutn and 5 . 0 ~ 1 0 '  ti2gellates per ml for the other L~ishr,ia~ii:i species. 

Fie. 5. Growth patterns of L. siingasi (8- - -1. L. ii<!atliiit?~ i ~ -  - +). L. hra-iiiensls (w). 
L. panarnensrs (A-A). L. yii~.anensis (H), L. t7:exrcana (*-*). a n d  L. a1?7a:orie11sis 
(@+--@) culture in LITR9 n~ediurn (50 ml) initiated \vith I Q '  promastigotes per mi for L. dia_iasi 
a n d  L. it!far?[~it71 and 5 . 0 ~ 1 0 ~  fiagellates per ml for the other  Lcisl~t?7u1~1a species. 

initiated with constant densities of mid-log phase promastigotes (5.0xlOj and 
105 parasites per ml. respzcti\.el~-). The ratio of culture volume to total flask 
volume was constant throughout this study (115). The general configuration of 
the culture curves of Leisi117lnnia species did not change when the volume of 
incubation medium \-aried from 5 to 50 ml. Indeed. periods covered by the 
latent and logarithmic grokvth phases were similar for each parasite. By con- 
trast, total ce11 yield significantly increased when the volume of the incubation 
medium was larger. demonstrating an increase in the speed of promastigote 
multiplication. 

The reponed statemenrs concerning the infiuence of inoculum concentra- 
tion and incubation volume on L. chagasi and L. br-asilierzsis growth, estab- 
lished in both GLSH and RPMI media were also demonstrated for the two 
species in a completely defined medium, LITR9 (data not shown). 



The culture curves represented in Fig. 4 and Fig. 5 s h o ~ v  t h e  gro~vrh char- 
acteristics of other \.isceral and cuteaneous Lcisllrl~nl~ia species in GLSH and 
LITR9 media. respe~ti\~ely. Initial inocula of 105 parasites per ml for L. cizagasi 
and L. i j z ~ i n ~ z ! ~ ~ ~ l ~ ,  and 5.0 x 1 Oj ilagellates per ml for L. Ol.ariliejlsis, L. ?alzall:elz- 
sis, L. ,olrj.anensis, L. rizesicatza and L. a1lzasot1ei7sis were chosen. since they 
lead to -,,vell-separa~ed ~ r o ~ v ~ h  phases. Tnio grc\x.th p:,rterns issiie f r o c  t n c v  
data. The first one is obsenied ~ v i ~ h  both causarive agents oî\.isceral leishman- 
. . . .  . 
:,SIS. 1,vhere the ~ r c m a s r i ~ o t e s  s\~:itch fiom ~ h e  !oqr:ti-imc ec the st3tionary - 
phase of growth at about 5 d a ~ s  after the s e e c i i ~ .  i he second one is obtained 
~ v i t h  other species. Xlthough the cultures were started witn higher original 
density, the periods covered by the logarithmic growth phase was always longer 
and parasites entered the stationary phase only at the 7th day. In contrast to 
data obsemed with GLSH medium (Fig. 1). the s t a t i o n a ~  phase was very short 
when parasites were cultured in LITR9 (Fig. 5 ) .  

Discussion 

.A basic question emerges frorn recent studies on th:: importance of th? 
maturation stage of L.  tropica (Sacks and Perkins, 1953; Sacks et al., 1985): 
L. chagasi (Rizvi et al., 19S2), L. ~l!esicalia (Mallinson and Coombs, 1986), and 
L. braztliei?sis (Kweider et al., 1987) culture promastigotes on infect i~~ity,  sur- 
face antigenic expression and enzyme content. "ire the characteristics described 
for the above four species applicable to al1 other members of the senus? In order 
to answer this question, as a first step, it is important to determine ~vhether  or 
not different culture conditions esert a noticeable influence on the duration of 
the different growth phases of Leishnzania cultures. 

In the present work, we compared the growth characteristics of two dif- 
ferent Leishlnania species. L. cizagasi and L. brusiliensis. the causative agents 
of visceral and muco-cutaneous leishmaniases, respectively. This study was 
performed using various culture media: a new completely defined LITR9 me- 
dium (Sadigursky and Brodskyn. 1986) and two serum-supplemented mono- 
phasic media. RPLMI 1640 and GLSH ~vhich is widel) used in the cultivation of 
Old and hTew World cutaneous and visceral leishmanial organisms (Le Ray, 
1974). While L. chagasi was capable of sustained in vitro gronrth in al1 these 
media, L. braziliensis failed to multiply in RPMI medium. It is cvorth mention- 
ing that the latter species is difficult to grow in vitro (Le Ray et al., 1973), which 
explains why very little biochemical and immunological data have been ob- 
tained for this parasite. 

Our stuày shows that the original parasite concentration influences the 
growth cunre  of both Leishrnania species whatever medium was used (GLSH, 
RPMI or  LITR9). First, parasites failed to multiply when their initial densities 
were too low which seems to indicate that growth is dependent on a minimal 
concentration of some metabolites. either excreted-secreted or  processed from 



the culture medium b ~ .  the parasites. Indeed a recent study has demonstrated 
that media conditioned b:~ Leis/znzatzia promastigotes could pla'~ a key role in 
their in \-itro growth regulation (Lemesre et al.. in preparation).+In each species. 
when original flagellate concentrations of 106 parasites per ml or more were 
used. the latent and particularly the logarithmic growth phases were shorter. 
Moreover. L. chagasi multiplication occurred faster than that  of L. b!-nzi1iet.zsi.s. 
Indeed. v.-rth ccrnpzrable initial de~si t ies .  there is a difference of about two days 
'-'nt---ea7 -b 3 ' 7 -  3 ? T   CI: - .  
L L  T.. L ~ L L  ~ ~ ~ ~ 1 ,  L. L c l : ~ k V ~ : ' :  a ; ~  s. ::.i;3:il:E~z~ e n t p ~ ? ?  - ' y?  - - -- -* - 
phase. In contrast. using lnitial concentrations of 10) and 5.0~10 '  s.iïâsiïej se: 
ml for L. cizognsr and L. b i . a ~ z ~ ~ e v s ~ s .  rrsperr::.S1.. lrsriations in the incubation 
medium volume did not change the rime-course of the aifferent cuiture phases 
of either Leislznza~?ia species. Only the rate of multiplication significantly in- 
creased w~ith the culture volume. These data are of consequence when mass 
cultures are required. Indeed. we have found that using the original densities 
defined above. identical culture courses are obtained when these parasites are 
oro1s.n in 200 ml of GLSH medium (data not shoivn). provided that the ratio of - 
incubation medium x-olume to total 2ask 1-olurne is comparable (1/5). This 
method has enabied us to produce large stocks of well-defined prom~stigotes 
from each maturation stage that are required for further studies of the parasites 
differentiation. 

In ~ i e w  of the important differences observed between the culture patterns 
of L. cizagasi and L. bf-aziliensis. as a second step, we ha1.e compared the gronlth 
characteristics of other members of the Leishtîza~zia genus. Interestingl!.. in Our 
culture conditions. the aifferent species stuaied fa11 into only two categories. no 
intermediate patterns being observed. Indeed. L. in-faiztutîz behaves in the same 
\val- as does L. cha-qasi, whereas species causing cutaneous disease display - 

orouth patterns similar to that of L. b~.asi!leizsis. It is not ye? possible to defi- - 
nitel!. establish a correlation betweer. the gron-th characteristics of the Leislî- 
tualzia species and their clinical espressions, because the strains studied were 
adapted to long-term culture and thus do not reflect the characteristics of 
recently isolated parasites. M'hilst Dvorak ( 1  984) has demonstrated a variation 
in initial gron.th rate for different T i - j ~ a ~ ~ o s o ~ ? r a  cl'il~i cloned strains. the results - 
presented here clearl~. show that g r o ~ s ~ h  characteristics ciifferentiate Leisizrna- 
nia species. In this case. a possible strain effect can be presumed unlikely 
although this point remains to be tested. This s tud~r clearly demonstrates that, 
for instance, after 5 days: L. itz-fantut1î and L. chagasi entered the stationary 
phase whereas the other species remained in the logarithmic phase. These data 
suggest that standard conditions for reproàucible culture cun.es should be 
established in order IO discriminate parasiies from iatent. logarithmic and 
stationan, phases prior to physiological. biochenlical and immunological stud- 
ies depending on the maturation stages of LeisI~~?za~zia promastigotes. 

Al1 comparative studies on the biological properties of various Lcisll~?.zatziu 
species reported before the work of Sacks and Perkins ( 1  983) and Sacks et al. 



(1985) were done either with non-defined stages (Schnur et al., 1972: Chance et 
al.. 1973; Ramasam); et al., 198 1 : Handman et al., 198 1: Handman and Hocking, 
1952: Lepay et al., 1983) a r  poorly controlled log-piiase promastigotes (Gar- 
5 n e r  et al.. 1984; Etges et al., 1985: Lemesre et al., 1985). Indeed, investigators 
have usually considered cultured promastigotes to be biologically uniform . . - . .  
popüla t io~s .  Th? i~n?;irr,:zre qceziion resultizg from tne ::ncing c~i Sacins er :i. 
(1 985) is wnether the differences previously reported between Leishn.za~zia spe- 

. . 
cies svere due to bioiogicz! ~Rriiiles accc.rnp:in::inij ~ r o m a s t i o o ~ e  - differcnriarici;i 
or  reiate to genuine species characteristics. In the future, taxonomie c!ôssifica- 
tions of Leisizinania species based on isoenzyme or comparative surface anti- 
genic studies should take the potential biological heterogeneity of cultured 
promastigotes into account and should be performed with parasites from stan- 
dardized cultures with well-defined growth phases. 
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Article 2 

Relation entre I'infectivité des ~romast iaotes de L. braziliensis 

et I'auamentation de I'expression de I'antiaène majeur de surface. la 65kDa. 

Après avoir réalisé une étude de standardisation de conditions de culture de Leish,~ania 

nous avons abordé ce travail qui a consisté à mettre en évidence une modification ae 

I'infectivité des promastigotes de L.b.braziliensis, vis-à-vis des macrophages péritonéaux de 

souris, au cours de leur maturation en culture, puis d'établir s'il existe une corrélation 

entre l'apparition des formes infectantes et d'éventuelles modifications de I'expression 

antigénique de surface des parasites. 

C'est ainsi que nous avons pu démontré : 

1 -) le développement séquentiel des promastigotes de L.b.braziliensis d'un stade 

non-infectant vers un stade infectant. La génération des formes infectantes est en rapport 

avec l'âge des parasites en culture et restreinte aux promastigotes de phase stationnaire. 

2-) en utilisant un anticorps monoclonal (VD5125) produit contre les antigènes de surface 

des promastigotes de L. braziliensis, I'immunofluorescence indirecte, faisant réagir cet 

anticorps monoclonal avec des prornastigotes de L. braziliensis, a permis de mettre en 

évidence qu'une réaction plus intense était observée avec les parasites de phase stationnaire 

qu'avec ceux de phase de latence ou exponentielle. 

3-) la cytométrie de flux a permis de confirmer ces résultats en montrant de façon 

quantitative cette modification de I'expression antigénique de surface des promastigotes de L. 

braziliensis . 

4-) I'irnmunoprécipitation des antigènes de surface des promastigotes de L.b.braziliensis, 

marqués à 1 1 ~ ~ ~ 1 ,  révèle une bande intense de poids moléculaire 65kDa et une bande 

faiblement précipitée de poids moléculaire 50kDa; cette protéine de 50kDa représente 

probablement la forme non reduite de la glycoprotéine majeure de surface décrite dans 

différentes espèces de Leishmania (gp65). 
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5-) I'infectivité et notamment la survie ainsi que la multiplication intracellulaire des 

prornastigotes de L. braziliensis sont fortement inhibées par l'anticorps monoclonal 

(VD5125).  

7 

t? csnst~sicn. r e q ~ j t a : ~  ~ p ;  zerpi-, a* ' .  e,?blir c ~ e  i'antiaène maieur de surface du 

prcrastiaote rJr L. ~ r ~ r ; l i o n s ; s  qr65,  r?;3pqij ~ a r  I v .p t ' rn -~c ,  ~ T I C ~ S -  -.--, , '-- , - - - . .  - - - ï~ - 

rôle fonctionriel au cours de l'infection. 

II semble aue I 'ex~ression croissante de la a ~ 6 5  à la surface des ~ r o m a s t i a o t e ~  

macro~haae. 

L'article No 3 est presenté page NO 70. 
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INFECTIVITY OF Leishmania Braziliensis PROMASTIGOTES IS DEPENDENT ON 
THE INCREASING EXPRESSION OF A 65.000-DALTON SURFACE ANTIGEN1 
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Sequential  deve lopmen t  of Leishmania brail ien- 
sis promast igotes  f r o m  a noninfective t o  a n  infec-  
t i ve  s t age  w a s  demons t r a t ed .  T h e  genera t ion  of i n -  
fec t ive  forms w a s  r e l a t ed  t o  t h e i r  g r o u t h  cycle  a n d  
res t r ic ted  t o  s t a t i o n a r y  s tage  organisms.  Using im-  
munof luo re scence  techniques .  w e  have  noticed that 
t h e  binding of a monoclonal  an t ibody (mAb) a g a i n s t  
L. braziliensis (VD5/25) increased  progressively as 
t h e  promast igotes  developed in cu l tu re  a n d  w a ç  
m a s i m a l  wi th  t h e  infect ive forms.  Th i s  a n t i g e n i c  
dif ierentiat ion w a s  n o t  detected with a n  anti-L. bra- 
ziliensis polyclonal  rabbit  an t i s e rum.  sugges t ing  
t h a t  only  a few epi topes ,  including t h a t  recognized  
by  VD5,'25, h a v e  the i r  express ion  effectively in-  
c r eased  on t h e  s u r f a c e  of infect ive promast igotes .  
Immunoprec ip i ta t ion  of lysa tes  of sur face- iodina ted  
L. braziliensis promast igotes  with t h i s  m A b  re-  
vea led  two p ro t e in s  of appa ren t  65 .000 a n d  5 0 , 0 0 0  
M,, t h e  50.000 pro te in  probably  represent ing  the 
un reduced  fo rm of t h e  major su r f ace  g lycoprote in  
descr ibed  in  s e v e r a l  spec ies  of Leishmania (GP65).  
T h e  increas ing  express ion  of t h i s  epitope w a s  n o t  
found  with L. chagasi promastigotes.  b u t  s e e m s  t o  
o c c u r  with t h e  p a r a s i t e s  from t h e  L. mexicana c o m -  
ples.  In t race l lu lar  surv iva l  of L. brailiensis Kas 
completely inhib i ted  when t h e  infective p romas t i -  
go t e s  were t r e a t e d  wi th  VD5,'25. It appea r s ,  t h e r e -  
fore,  t h a t  t h e  i nc reas ing  expression of GP65 o n  the 
promast igote  s u r f a c e  r ep re sen t s  a n  essent ia l  m e c h -  
a n i s m  of l e i shman ia  su r r iva l  in  t h e  macrophage .  

Parasites from the genus Leishrnania cause a \vide 
range of disease States in man. whicli includes cura- 
neous, ii~ucocutaneous. and irisceral leishmaniasis. T h e  
leishmania cycles and multiplies in t\vo different forms: 
intracelliilar nonmotile ainasrigotes in the phagolyso- 
sornes of vertebi-ate macrophages and estracellular mo- 
tile promastigotes in the g u ~  of the sandfiy vector a n a  in 
aseiiic c~iltures (1 ). I'rnrisforma~ion into amastigotes oc- 
curs afrer surface atlachment and entr'. of proniastigotes 
into ce!ls. Althougli the mechanisms mhereby this pro- 
tozoa penetrarcs. differentia~es. and survives in macro- 
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phages is not yet well understood. there a re  reports indi- 
cating that  some components present on the  surface of 
promastigotes a re  involved in the leishmania-macro- 
phage interactions (2-5). 

A nurnber of :nvestigators have s h o a n  tha t  infectiviry 
of promasrigotes is relared to their growth phase in cul- 
ture. Thus. promastigotes from s ta t ionan phase were 
more infective in vivo for esperimental animals (6-8) ana  
in vitro for mouse perironeal macrophagzs (à. 9) i k a ~  
those from logarithmic (log) phase. The late-stage pro- 
masti,cotes obtained from infecred sandflies were also 
more inlective in vivo [han the early-stage forms (S. 10) 
More recenrly, ure and orner investigators (9. 11) have 
reported tnat  the aeveiopment of infective-stage promas- 
tigotes is associated with changes in surface components. 

ln previous studies on the surface profile of promasti- 
gotes from different Leishmania species. it ha s  been 
reported that  the major surface component is a glycopro- 
rein of about M, 65.000 (12-1 4). namely GP63 (12). GP65 
from several leishmanial stocks displayed antigenic and 
structural homologies (12-16). Ir u7as also found a s  the 
major surface arlrigen of the amasLigote stage of this 
parasite (1 6- 18). 

Here. b!. using a n  !gM monoclonal antibody (mAb)' 
against GP65, Mie demonstrate that the development of 
infective-stage Leishmania braziiiensis promastigotes is 
accompanied by a progressive increase in the  expression 
of this anrigen on the parasite surface. ln addirion. this  
mAb specifically inhibits the infectivity of stationary- 
phase culture promastigotes to mouse peritoneal macro- 
phages. 

M A T E R I A L S  A N D  METHODS 

Parusi res .  Promasri-otes of Leishmuniu b raz i l i ens i s  (MHOM/ 
ER/OO/LV65) a n d  Le i snman ia  c t iugusi  (hIHOM/BR/81/:mperatriz) 
a e r e  culrured a t  26°C by serial passace of log-phase paras i tes  in 
monopliasic CLSH (gliicose. lacralbuiiiin. s e rum.  hemogiobin) me-  
diuni (19) supplemenied \cith 10% (\,/\') heat-inactivatea fetal calf 
seruni (FCS) (Boehringer. Mannheini.  West Germanu) .  

Production ofrnAb. For iinmuiiization. BALBlc ii-iice u-cre injeclCd 
oncc i.p and  Lhrice suùculaneously a l  1-wk i n l en , a i s  \\.irh 0.1 5 
gl~iiaraldehyae-fised log-pliase proniastigotes of L. b raz i l i ens i s  (1 0') 
arid \vert ùoosted i.\!. 3 dnys ùefore sacrifice with 1 O6 parasites.  
Fusion bct\veeri SP2 /0  myeloina cells and  spleen cells of immunized 
rnice was  pcrfornied i i i  t he  preseiicc of {>olyrthylene glycol/dinicLh!~l 
sulroxidc a s  described (20 .  21).  Anlil,ody productiori \ r a s  assessed 
b! iiidirrct immunofliiorcscence (IF) aiid radioinimiinoassay per- 
Ïornird \i'itl-i glii taralclciiydc-(ISC~ proiiiashgol<is (1  4 ) .  Positivc colo- 
iiies \!'cr-e cloiied lurice by Iiiriiliiq-L'iluLii.iii. :rrid asci res  fluids upcre 
~xo t l~ i ccd  i i i  prisiaiie-priiiic<I D/\Lli/c iiii<.c. T w o  mAb reactiiig witli 

2Al~l~rc\~iaiinris uscd in tliis p;i{>rr. iiiAb. iiioiioclonal nniibod!. II'. 
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[ n e  su r ince  of L. brazi i tcnsis  proinasLieores \ \ .ex  iised in th15 in \ , rs -  
risarion une proniiced acainsr  L. braziltens!s [\'D5:1_5; aiid anoriier 
acains t  L. c n a p a s i  (IllB 1 .'?!SI ( 1  41. Both were  irnmurioolobulin Al (lgill  
isotypes a s  oeterniined by double diffusiori in acar  qeis a.irh t h e  use  
of a "at seruin ant i -mouse IgSl [p-chain speci:ici [Sordic Laborato- 
ries. Tilbur-. T h e  Netherianos).  An anti-filarial l?hl m.\b IA.A3:44) 
122) \vas uscd ns  controi.  These mAb i rere  puriiied from asci tes  
:liiias by molecular-sieve chromatograpny in .AC:\ 3 4  ILKR. Uro;nina. 
S\vedeni 

Rabbir  anciserum.  Polyclonai antiserurn ro L. hrazi l iensis  \vas 
obtained in a &eu. Zealand IVhite rabbit by rercarea subci~rr ineous  
injections of 2 rnç of the  total solubie cs t racr  01 log-pnase cui tcre  
promastigores in compiete F r i u n a  s adjuvant  a s  aescribea 1 1  9 ) .  Pre- 
immunizat ion serurn from the same  raboi t  was  usea a s  controi. 

Pa ra s i r e -macropha?e  interacrions. In vitro iniection oi  mouse 
peritoneai macrophages  with promastigotes w a s  performed a s  before 
(9). Briefly. 2.3 X 10"ormai resident peritoneal exudare cells from 
BALBIc mice in RPMI 1640  medium [CIBCO. .Auckland. Xew Zea- 
land]  conraining 1 0 5  [vjv)  hear-inactivated FCS. 5 ii hepar inlml .  23 
mM HEPES. 2 0 0  U/ml penic!llin. and  2 0 0  pg/rnl streptomvcin were 
allowed to adhe re  to glass  coverslips placed in  24-well Cosrar cui ture  
plares (Nunc.  Roskilde. Denmark]  a t  37°C in 5% CO2. After 4 h r  t h e  
nonadhe ren t  cells were removed by washirig, and the  remaining 
macrophages  were infecred n-ith promastigotes a t  a n  approuimate  
l 0 : l  paras i te  ro cell ratio. After appropriate incubation perioas a t  
37'C in 5 %  CO,. coverslips were fised \cich methanol a n d  sra ined 
a.ith Giemsa.  T h e  binding of promastigotes ro the  macrophaqes w a s  
e samined  af ter  a 30 -min  incubation. At t he  end of 4 hr .  the  wells 
were rinsed with RPMI 1640  io remove i r ee  parasites a n d  the  cul- 
cures were ieft a t  37°C for  additioriai periods (24. 43. and  72 h r ) .  For 
each  esper iment .  oirer 5 0 0  cells Tvere counted in duplicate to deter-  
mine  the  n u m b e r  of paras i tes  per 100 cells and  rhe percenrage o i  
macrophages  infecred. In orher experimenrs. the  promasrigotes tvere 
incubared with aifferent dilurions of mAbs  or medium for 1 h r  ar  
4°C a n d  \vashed twice in RPMI 1640  medium before contact with 
the  macrophages .  

Indirect  IF an t ibody  a s s a y s .  Classical IF {vas periormed a s  de-  
scribed (1 41. arieflv. 0 .1  % qluraraldehyde-fixed promastiaotes Liere 
coated on  IF slides (Institut Pasteur.  Paris).  T h e  slides u.ere air-dried 
a n d  keoc a i  -20°C unt i l  used. Diiuted mAb ascites or rabbit anr isera  
were aoplied ro the  slides for 3 0  min a t  room temperature. After txro 
washes  i r i  phosphate-buffered saline (PHs]. pH 7 .3 .  the  slides urcre  
incubated for 3 0  m i n  wtth fluorcscein-conju<ated goat lo,G an t i -  
mouse lgh! [Cappel Laborarories. Cochranville. PA)  or sheep i q c  an t i -  
rabbir irnrnunoglobuiin [Insrirur Pasreur Production. klarnes la Co- 
querte. France] .  .\[ter wasninq. the  slides were mounred in 3 0 %  
buffered glyceroi a n d  esamined unuer  t he  fluorescence microscope. 

For flow mic ro f luo romet r~  analysis.  0 .1  Cc glutaraldehyde-fised 
promasrigoces (3 x IO"1 irom cifferenr days  in cuirure \rrere incubared 
\rrrrh 3 0 0  u l  of ascites fluids a t  various dilutions for 3 0  min a[ 4°C. 
After  two u a s h e s  i r i  PRS. the  parasites were  treated with the  fliio- 
resceiri-conjugated goat lgC fraction anr i -mouse ighi diluted 1:20 for 
3 0  m:n a t  4°C. 1%-ashed cn-!ce in Y3S. a n d  resuspeiiacd in 1 mi 
Hanks  -LVa!lace medium. Cl~iorescence inrensitv \vas quantiiied in 
a n  O r t h o c . ~ r o ~ l u o r o ~ r a p h  5 0  Fi !Ortho Diagnosric Çysrems. ii'est- 
\vood. hl.\\ \\>irh a iocused 4 5 s - n m  argon laser .  Fl~iorescence s ignals  
lvere recorded to produce a hisroTram o i  cells counred irs relative 
fluorescence intensity a:ter Io~a r i thmic  ampiification (231. Results 
were espressed e l ther  a s  t he  value of t h e  peak of fliiorescence 
in tensi ty  o r  a s  Che percenra-e of fiuorescenr parasites. 

Ce11 s ~ l r i a c e  iodinatiori. Promastiqotes i rom both looarirhmic a n d  
statioriary yroiipth phase  were ~vasned  rhree  cimes in Hanks '  bal -  
anced sait  solution conta inin?  100 C,'ml aprorinin (Sigma Chemicai 
Co.. S t  Louis. 5101 bu centriiugarion ar 6 0 0  X G for 10 m:n a t  4'C. 
S u r i a c r  ;adioiodination \vas periormed a s  described ; ? i l  Briefi!. 1 
mu of Iodo-Gen (Pierce Shemical Co.. Rockiord. IL] \ r a i  oissoii~rc! in 
1 0  ml of chloroform. a n d  62 .3  ï 1  oi  this solut:o!i %i.ere rransirrred ro 
5-ml  ç lass  tubes. The  solvent \iras eraporared Lincer a Stream o i  S.?. 
l ea i ing  a coatirig of lodo-Gen bound to the  tube. 5uosequently. 10"  
promastigotes in 5 0 0  V I  i 0 0  mhl of PBS a n d  0 . 2  mCi of Na "51 from 
Kadiochemicai Centre (Arnersham. U.i(.) were added ro the  Class 
tube. Aiter a IO-min incubarion in ice. th is  mixture \iras t ransierred 
to anocher rube conrainiri? 1 ml of 7 mhl 9a1 in PBS ro quencii  t h e  
reaction. Free l z 5 1  ivas eliminared by \vashino; the  ?arasites t h rce  
rimes by centriluçation [GO0 x G.  10 min. 4°C) 1 ~ 1 t h  i iiil of ice-cold 
PBS conraining 1 inq Nnl/inl. After \ iPashin<. 95,; o i  the  proinasti-  
Sores remained viable a n d  acrively motile a n d  rtiereiore \ilerc ns-  
surlied [O have relaiiicd iiiract surrace  membranes .  Ceils were solu-  
bilized in a Iysis bulfer  conrainino; 10 mM Tris .  0 . 3 5  Nonidet P -40  
(Dethesda Research Laboratories. Gailliersbur<, \ID). and  100  U/ml 
aprorinin. a n d  were leit overniqht on acitacion ar 4°C. 

imn i~~noprec ip i r a r io r i .  R;idiolabried prornasticorc lvsntes \itere 
ciariiied bv cer i r r i fu~at ior i  a i  5 0 0 0  x C for 20 rriiri at 4'C. Sainples  

'40  L I )  of the s~~oe r i i a r a i i t s  ivere incubared with 5 U I  uf asci tes  for 3 
hr a t  room tc:zoe;nture \virh constani  aC:tation. immune  comr>ieses 
\vere orec!pitaiec \vith 1 ml o i  a 10.; ;:.,vi suspension of p:z:ein A- 
Scpnarose  4H. pr?vioirsiy incuoared \vith a rabbit a n r i s e m m  aga ins t  
n o u s e  IQhl a s  aescribed (141. .\dsorbed anr igens  were eiutec - ô 0  VI  
of eiectropnoresis samole  buf ier  (2% sodium dodecyi Su.;,. : 3 S ] .  
10% siicrosc. O 5 %  bromoonenol blue. 10% d-mercaoioer.: :. .and 
5 0  m?,I Tris-tic1 b i r i e r .  pfi  6.81 and  Loiied !ar 5 ;;;iri. Sam. . ::,-:Fe 
srored a t  -70°C until used. 

Pol~iacry!nmicie gel e l ec r ro ,~hores t s  IP..\CE!. SDS-PAGE car-  
ried our in i -min-thick ! 3 5  o~Ivacryiam:5? s iao eeis a s  ce.t:-Tc,?,z 
,,,=, 
, A ; .  Laoeirû prore:ns wvre iaenriliee a : e r  aurora3iograph: oi t h e  
jried Sels ar -7û'C by us ing Koaak S-Omat  RP  film !Eastman Kodak 
Co.. Xochester. SY) a n a  Cronex intensiiyiny screens  {Dupont d e  
Semours .  Orsay. 'rance). 

RESULTS 

Grotuth c ~ c l e - d e p e n d e n t  generat ion of infective L. 
brazi l iensts  promascigoces. Usually. the length of log 
a n d  stationary phases during the in vitro culture of pro- 
rnasti-otes depends on  both the media and  the  growth 
characteristics of Che species studied. For this reason.  
preliminary rsperimenrs  a-ere periormed to obtain a re- 
producible growth of L. b r a z i l ~ e n s i s  promastigotes in  
culture. \Yich a n  inoculurn of 5 x 10' parasites/mi '- 5 0  
mi culture medium useci. t h e  parasites remained in c ,via-  
ing stage (log) up to the fifth da!! of culture and in s tat ion-  
a ry  scage ac days 6 a n d  4 (Fig. 1 .  l ine).  The ljrsis phase  
began afrer the 7th day. 

The  interactions bectveen L. Sraziiiensis cultured pro- 
rnastigotes taken frorn various points in their growth 
curve and  normal resident mouse peritoneal rnacro- 
phages in vitro urere investigated a t  different incubation 
periods As shoivn in Figure 1 (bars ) .  the binding of 
sraticnary-ohase prornastigotes. analjrzed after 30 min  
contact.  mas signiiicantly higher t h a n  chat observed with 
log-phase parasites. In fact .  the number of prornastigotes 
atrached per macrophage increased continuously dur ing  
their development in culture. reached a maximal level 
1 ~ 1 t h  7-day parasites. a n d  decreased a h e n  the Iysis phase  
srarted jrighth-oa! prornasrigotes) Moreover. t h e  per- 
centage of rnacropi~a-es wich atcached parasites from 
differenc da!s in culture varied berneen 35% (log phase]  
a n d  705 (stationar:,. phase!. Sirnilar results 1'i.ere ob- 
cained. a f t r r  a 4-hr  incubation. for rhe uptake of prornas- 
Ligotes by the m a c r o p h a ~ e s  [Fig. 2 .  o p e n  bars ) .  

The surviral and rnultipiication of leishrnania in t h e  
macrophages. inf'ecced previously with prornastigote pop- 
ulations obtained frorn aifferent days in culture. w a s  
investigated aiter 24-hr  a n d  48-hr  incubation. T h e  infec- 
tion of rnacrophages n i t h  ear ly-sage promastigotes (1 to 

Oays in cullure 

f iqiire 1 .  HiiidiriC oi cuilured LA. brnnilicnsis prorn;tstieotes. reco~~ercd 
<r0ni various DOIIIIS on their ~ro\i.rli curvc. to riornial rcsidenr rnouse 
periroiical rnacrooli;i~cs altcr 30-inin iriclib.iiioii I I I  virro. For eacn espcr- 
inicrit. »r.er 330 ceils xcre courilcd in ( I U J I ~ I ~ : I I C  (O dcierminc the nuinber 
of  p.iriisiies altachcd per 100 rn;icrovtia<es lbnrcl 



Days in culture 

Figure 2. Uprake (4 hr )  and sunzival  (24 and 48 hr)  of cultured L. 
brnzzliensis promastigotes. taken from various points in their erowth 
curve. in normal resideni mouse peritoneal macrophages. At each rime. 
over 500 cells were counted in duplicate to determine the  riumber o i  
parasites per 100 cells (top) and the  percentaee o i  iniected macropnagrs 
(bottom]. 

1 davs in culturel resulted in a n  important reduction in 
the  number of iniracelluiar becween 4 and  48 
h r  (Fig. 2. top). At the  end of 48 hr .  most of t h e  log-phase 
parasites were killed by the macrophages. An interme- 
diace result w a s  obsenred with promascigotes derived 
from 5-day cultures, ivhich showed a slight capacity to 
multiply inco the  cells. Optimal sunrivals  were obtained 
with stationary stage parasites (days 6 a n d  7). In this  
case. boch the percentage of infecred macrophages [Fig. 
2. bottorn) a n d  the  number  of amastigores per ce11 (rop) 
increased significantly from 4 to 48 hr. These  findings 
indicated thac during this period. the l e i s h m a n i a  derived 
from 6- to 7-dav cultures were able not only to multiply 
intracellularly but  also to infect ocher macrophages. T h e  
infectivity of promastigotes from 8-day cultures dimin- 
ished slightly. suggesting chac a t  the Iytic stage the par- 
asites cannot  survive in the  cells. 

E x p r e s s i o n  of surface a n t i g e n s  on L. b r a z i l i e n s i s  pro- 
r n a s t i g o t e s .  To evaluate the  surface antigenic expression 
of promastigote populations obtained from the various 
poincs on the  growth curve. IF techniques and  several 
mAb and  polyvalent se ra  have  been used. Results of 
classical IF with differenc dilutions of mAb ascites o r  
poiyclonal rabbit sera  used a r e  indicaced in Table 1. T h e  
IF ticers obtained with the anti-L. b r a z i l i e n s l s  1gM mAb 
(VD3/25) increased progressively a s  the promastigotes 
developed in culture and  were maximal with chose from 
7-day stationary-phase cultures. Anolher IghI mAb pro- 
duced against L. c h a g a s ~ .  iIIB1/76. nrhich cross-reacts 

Uerecfion q i  s u r i a c r  nnripcns on L nruziliensis oromasficjoles~from 
C;iierenr d n u s  in culrurr @il IF 

Kcc~proca i  IF Tiicrs w l r h  Finrd Prornastlgoles irom Dtlfer- 

hnlibodlcs en1 Davs in Culture 

! ? : 1 3 6 : 3  

'.:onoc,onal ani i -  
bodv 
ascites to 
n -~ i ! . : ~ . r s i+  ! 50 160 313 320 fi40 6;:- ! 280 650 
. .- .. - - -. .-.,as! ? J  ,;.) :L a3  1 3 1  . .ù AC 

, L O I L U I L S  -0" 40 4 3  50 40 4 40 50 
2abbit  antiserurn 

L orazilzensis 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 
\ormal rabbir se-  40 40 40 40 40 40 40 40 

N m  

" \ O  positive reaction u a s  observea a i  a 1/40 dilution 

Relative fluorescence intensity (log) 

i i pu r e  3. F!ow microiluorometry anaiysis of the binding of the  anti-  
i. brazi:iensis monocional antibody (VD5/25) to the surface of 3-da! log 
?hase culture ?romasrigotes [top) and 7-dav stationary phase parasites 
j5orroml 

xvith the sur face  of L. b r a z i i i e n s i s  promastigotes. showed 
the  same citer urith the different parasite populations. 
This same resulr w a s  observed with the anti-L. b r a z i l i e n -  

s i s  rabbit i m m u n e  serum. These findings indicate that  
only a few ant igenic decerminants have cheir expression 
specifically increased on the surface of stationary-stage 
promastigotes. a n d  among them. chac recognized by the 
anti-L. b r a z ~ l i e n s l s  mAb. 

To quancify Che binding of VD5/25 on the  sur face  of 
?romascigoces from diiferenr days in culture more com- 
pleteiy. Ge used florv microÏluorometry. Representative 
results in Figure 3 show that  the fluorescence intensity 
\vith 7-day-oid prornastigotes (borrorn) w a s  significantly 
hi2her t h a n  char obsemed with 2-day log-phase parasites 
[ t o p ) .  In facc. t h e  fluorescence intensity increased during 
the development of promascigotes in culture a n d  was 
once again maximal  \\rith stationary-phase parasi tes  (Fig. 
4). Moreover. che percentage of promastigotes showing a 
significant VD5/25 biriding increased conCinuously [rom 
39% (dav 3 )  to 94% (da) 7). Thus.  the epitope recognized 
by the anti-L. b r a z i l i e n s ~ s  mAb was more frequencly 
espressrd on  t h e  surCace of in iec~ive  promasligotes. The 



F i a u r e  4.  Binding o i  the  anti-L. ~ r a z i i i e n s i s  monoclonal anriboa). 
( V D 5 / 2 5 1  ro promastigote populations recovered from various points on  
their  g_ro\crn c u n e .  Hesulrs a re  expressed a s  the value of the  peak of 
maximal i iuorescence intensiry a s  determined by flo\r, microfluorornetry. 
T h e  percenrage of macrophages iniecred airer  46-hr  incubation is a i se  
indicated.  

A B C D E F  
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t'igure 5 . \u torad io~raphic  patterns o i  '"!-!aoeled ceil s u r i a c r  com- 
p o n r n t s  of 3-oay 1.4. C. El a n d  ;-da\ [ S  D. .?! culrured L. Sraz!i iensis  
promastioorés a i re r  seoaration oy ÙDS-3.IC.E. ".Choie ce!! i!sates :.4 a n d  
3): a l t e r  i rn~ .unoorec ip i ra r ion  icirh rhe an::-L oraz i l iens i s  nonoc!onai 
antihod!. 1Vi35:251 (C a n a  D): airer  precipi:ation :~:irii ari uiire!ared m.+!, 
[ h . 4 3 / 4 4 )  jE a n d  F 1. 

increasing expression of this epicope dur in,^ the  prornas- 
tigote maturat ion in cu!rure seems CO be Specific o i  L. 
brazi l iensts .  !n fact. aitnough iïD3/'25 rnlib cross-reacts 
ivith Che sur face  of L. c h a g a s i  promastigoces (Lernesre et  
al.. manuscr!pt in preparation). its einoingdid nor change 
iirith the  aifferenc gro\vth stages of rhis parasice (data  not 
sho\i,n).  

To characcerize the  anrigen recognized by VD5,!35. !y- 
s a t e s  of surface-iodinaced L. b r a z i l i e n s ~ s  prornascigoces 
were irnrnunoprecipitared \vith Che ascites fluid and  a n -  
alyzed by SDS-PACE under reducing conditions. An a n -  
tigen of ,M, 65 .000  \vas the rnost prominent band recog- 
iiized by o u r  rnAb on boch 3-day loq-phase (Fiq. 5C) and  
7-day sLationar!.-phase oarasices (Fi$ 5D)   nicher baiid 
of about  X I ,  50.000.  probably correspondinc to the rion- 
reduced forrn of the  G P 6 5  pre~~ious iy  described (13. 16). 
\vas iveakly precipitaled by VD5/25 in both promastiQote 
populations. Fiiially. the escernally disposed i2"I-labclcd 
pol!~~~epciae profiles i'rorn log-phase and s~at ionar) . -phase 
parasites \vere qualitativeiy siniilar (Fi,<. 3A a n d  BI. 
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I r i  cira-O ar!nc'hmcnr ro rnotise peri:one'ai rnacrophaaes  OJ' L. 
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I l  

lnuol'ernent O/ Che surface ant igen O/ L. brazi l iensis  
prornastigotes defined by t h e  anti-L. brazi l iensis  mAb 
in intracellular survival  of infect~ue prornastigores. T h e  
abore  results dernonscrated thac the surface expression 
of a n  epitope oI t h e  major externally labeied ant igen of 
L. braziliensls prornastigotes. Lb63. increases during 
their difierentiation frorn a noninieccive to a n  infective 
s ~ a g e .  The esperirnents described below were p e r f c s ~ e d  
to determine \vhether the surface expression of th i s  epi- 
tope is involved in prornastigote infecrivity in vitro. For 
this.  ive esamined t!le effect of VD3/25 on the  promas- 
tigore-macrophage interactions. Because a t  high concen- 
trations the antibody agglutinates the promastigotes 
(data  rlot shown).  preliminary esperirnents were per- 
forrned to deterrninr the optimal auaritity of mAb to be 
used :n the inhibition studies. Thus.  the a m o u n t s  of the  
p~irified 1;M mAb indicated in Table I I  neither a g l u t i -  
nated the parasites nor interfered with cheir rnobility. 

For the inhibition experirnents. i -day s ta t ionar~r -phase  
L. brazl l ier~sis  prornastigoces were treated for 1 h r  a[ 4°C 
with the rnXb before incubation \vith the macrophages 
in  vitro. ."i shou;n in  Table I I .  the anti-L. brazi l iensis  
mlib on!? partially inhibited parasite a t tachment  to rnac- 
rophages. Si-nificant innibition Iras seen in t h e  nurnber  
of i n t ~ c e l l u l a r  parasites. In fact.  in incubation periods 
of from 1 hr CO 72 h r .  the survival of anti-L. b r a z ~ l i e n s i s  
n.Ab-cseated promastigores. rneasured either by the  per- 
centage of infecced rnacrophages [Fi<. 6 .  top) o r  by t h e  
nurnber of parasiLes per ce!l (Fi?. 6 .  boctom). decreased 
progressively. At t h e  end of 72 hr  rnost of t h e  parasi tes  
n7ere killed. and  orily 16% of the  rnacrophages exhibited 
rnorphologically intact leishrnania. The effect of VD5/25 
w a s  specific. since both the anti-L. cliccgasi aiid t h e  an t i -  
Or~chocerca colculus m.ib did not affecc the  infectivity 
of L. b raz i l i ens~s  prornasrigotes. in addition. t h e  inter- 
actions becween L. c h a g a s i  infectire prornasriqotes a n d  
macrophages (9) n.ere noc inhibited by the anci-L. brazil- 
i ens t s  mAb (data rioc shoiirn). Firiaiiy. a s  sho\vn in Figure 
7. the inhibitory activicy of this rn.Ab on the L. brazi l ien-  
sis intracellular survival o.as dependerit on the  a m o u n t  
of ancibody added a n d  \vas niasirnal iirith 6 0 0  p g  All 
these findings suggesced that  the epitope recognized by 
VD5/35 on  the sur lace  ol' inïecti\-e L. b r a z ~ i i c n s r s  pro- 
rnastizotes is specifically i n v o l i ~ l  in che intracellular 
survival and mulLiplicatiori of these parasites. 

DISCUSSIOX 

One of thc main f inc i in~s  of this study is tha t  clic 
expression of a $!\.en epitope [rom the major sur face  
ariti<en of L. b r a z t l i c r ~ s ~ s  proinastigotcs increascs pro- 



i E r a z i l i e n s r s  INFECTIVITY !S 

In t h e  presence oi 

F(gu re6 .  Sumival of infective L. brazil iensis promastizotes (7 days) 
treaceà \rith various mAb in normal mouse resident peritoneal macro- 
?ha:es. For each experiment. over 500 cells were counted in duulicate to 
derermine the  percentaqe of macrophages infected (top) and the nurnber 
of parasices per 100 cells Iboitom). Conirols represent infective prornas- 
tigores rreated with either the  anti-L. chagas i  rnAb (A-A) or the  unre- 
!aced .4A3/44 mAb (U). 

Perad of incubation 
aa, 

Fioure 7.  Dose-dependerit inhibitor). nctivit). or the anti-L. brazilien- 
S I S  moriocional antibodv on [tic sumivai o i  infecti\,e prornasti<ores ( a i ) .  

7 )  in norniol mouse rnacropiiaees. Results a r e  esprcssed i i i  botli [lie 
pcrcentagc of rn3cr0~h:igeS iniecred ((or11 and  t h e  ri~iniber o i  parasites 
pcr 100 cclls (bottom). 

gressively a s  the parasites diflerentiate from a noninfec- 
tive to a n  iniective stage d~: r ing  tiieir growtr: cycle in  
culture. This  mechanism seems to be essential for leish- 
mania iniect~vi ty.  since a n  Iqbl mAb aeainst  rhe major 
suriace anticen of i. b;;,;::~ inç::; pr:ml~~lS~!: :~z *.-#- --,;:!. .-., 
inhibits the intracelluiar sumivai  ot :he inf:::.;i:-stqe 
parasi tes. 

i r i  this study. the sequential deveiopment of 1ci:ct:vr 
promastigotes h a s  been demonstrated with L. brazilien- 
sis cuitured in vitro. As snown with other  Leishrnania 
species (6. 9 ) .  the  generation of infective forms was re- 
lated to the growth cycle a n d  w a s  restricted to nondivid- 
ing organisms. An in vitro assay w a s  used to examine 
t h e  ability of the  promastigotes to infect normal resident 
mouse peritoneai macrophages. Several s teps of the pro- 
mastigote-macrophage interactions were studied. Al- 
though significant da ta  u7as obtained for both the at tach-  
ment  a n d  the uptake of infective promastigotes. the best 
results were seen ivhen t h e  sumival and  muitiplicarion 
of the intracellular parasites icere analyzed. Therefore. 
to appreciate correccly the  infectivity of promast.;- 'Potes in 
vitro. both the percentage of infected m a c r ~ p h ; ; ~ e s  and  
t h e  number  of parasites per  ce11 mus t  be determined a t  
different perioas postinfection. In these conditions. only 
t h e  parasites from s t a t i o n a n - p h a s e  cultures rnultipiied 
in  the macrophages. T h e  sequential development toward 
a n  infective promascigote stage of L. braziliensts shouid 
also occur in the  sandfly vector. a s  observed with other 
Leishmania species (8. 10). 

The  progressive appearance of infective L. braziliensis 
promastigotes in culture was  accompanied by the in- 
creasing expression of a t  least one epitope defined by a 
mAb on the  parasite surface.  This  antigenic differentia- 
tion was  not detected with the  rabbit ant isera  produced 
against the  tocal antigenic estract  of L. braziliensis. This  
could be because only a felv epitopes. or perhaps only 
one. have their expression effectively increased on the 
parasite surface. As our  polyclonal rabbit antisera rec- 
ognize several antigeriic components of L. braziliensis 
(Lemesre et al.. manuscript  in preparation). the  differ- 
ence in the  expression of this  particular epitope would be 
hidden or cornpensaced by the other antigenic determi- 
nan ts .  Another possibility is that  this  epitope is not im- 
munogenic to the rabbit.  T h e  increasing espression of 
this  epitope ruas no1 seen with L. chagasi promastigotes. 
Therefore. Our findings cannot  be generalized to al1 
Leishmania species. However. preliminary data  from Our 
laborntory have shown by classical IF tha t  the binding of 
V D 5 i 2 5  on the sur face  of s ta t ionary-phase promastigotes 
from the complex L. me-utcana is also increased a s  corn- 
pared with the log-phase parasites (Kweider et  al.. man-  
uscript in preparaLion). It appears  that .  according to the  
species studied, a t  least two mechanisms of surface a n -  
tigenic change a r e  associated with the development of 
infective-stage promastigotes: the first. s u , s e s t e d  by 
Sacks  et  al.  ( 1  1 )  in L. major and  by u s  (9) in L. chagasi, 
1s the appearance of new antigenic components on the 
parasite surface: the second. described in the present 
paper with L. braziliensis and probably also occurring 
with L. mexicana. is the  increasinq expression of a n  
epitope already present on the sur face  of noninfective 
prornastigotes. 

This hypothesis is also supported by the tmmunochem- 
ical characrerizaiion ol' the  anrigens detected on the sur -  



face of rtiese differenr par;isites. in tne case of L .  rnqjor. \Ve thank  3larc Loyens. Didier Desiee. drid .\larie-Chris- 
a 116 .000  51, antigen \vas iounc ro be speciiic o i  rhe tirie Liebart for rechnical assistarice. and  Ciaudine Col- 
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componenr with a similar 11; was nor detected in a n ?  rion. 
promastigore stage of L. braziliensis.  \Vhat \ve iound \vas 
GP63. previously described in seireral species or' L c r s i t -  i-,.....7 
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m a n i a .  including L e r s h r n a n ~ a  rnqior (1 2- 16). in iact .  our 
1 Pearson. R. D.. D. A W'heeler. L. H. Harr i son .  a n d  H. D. S a y .  1963 

resuits nave demonstrared that  the ep:tope d e r c r e d  by \' The imnunooio!oo\ O: ieirhmaniasis. !?eu. Infect. Dis. 59137. 
D3/25 on the  surface of L.  brr,z:iiens:s ?ro;r.ssc!ootrs :,? 

present in GP65.  
Previous s tudies  ~ v i t h  m.Ab nave sno\vn rhat  during 

t ransformation of L. rnesrcana arnazonensis  from a m a s -  
tigotes to promastigotes. the expression of a major sur-  
face ant igen.  probably cor respondin  to GP65.  is strone_ly 
increased (17). T h e  increasing expression of a siniilar 
prorein w a s  presently found during che differentiation of 
L. brazi l iensis  from noninfective to infective promasti- 
gotes. These  findings s u a e s t  that  the sur face  expression 
of GP65 increases continuousiy in al1 sratjes of leish- 

: I i i n a m a n .  Z . .  arid J .  '->'. C%iiin?. 1 C S 5 .  The  i r : shniuni -  , .-?!r.r 
1,ir macrounaees ! s  a ,icid-concatninp -iycocoii jr~aie.  .i'.'.:Lj - . - 
4.379. 

i Blackaell .  J. hl.. R. A. B. Ezekoi~i tz .  hl. B. Roberts.  J. Y. C h a n n o n .  
R. B. Sirn. a n d  S. Gordon.  1085 h:acropnaqe cornpiement a n d  lectin- 
like receotors o ina  Leisnrncniu in rhe absence  oi serum.  J. Zxp. 
.Ileo. 162:324. 

4. hlosser. D. M.. a n d  P. J. Edelçon. 1985.  The  mouse macrophage 
recepror ior C3bi (CR31 1s a major mechanism in rhe phaqocytosis oi 
ieishmania promastigotes. J .  Irnrnunol. 135:2785. 

j Chang. C. S.. a n d  K.-P. Chang. 1966. Monoclonal an t ibody a f f i n i t ~  
purifica:ion o i  a leishmania membrane  giycoprotein a n d  i t s  inhibi- 
tion of Içisnmania-macrophage biriding. Proc. iL'atl. Acad.  Sci.  USA 
63: 100. 
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three proteins of closely apposed Mr a n d  with different  8 Sacks .  D. L.. a n d  P. V. Perkins. 1984. Identilicarion of a n  infective 
levels of gI!;cosylation represent the precursors of the  
mature form (17. 26). In addition. it h a s  been demon- 
srrated t h a t  GP65 from L. major is a n  amphiphilic inre- 
oral membrane  protein conraining covalently bound myr- 
istic acid. which probably anchors the rnolecule in rhe 
membrane  (27). Therefore. GP63 is a lipoglycoprotein 
that  c a n  also be found in a hydrophilic form (27). The 
involvement of GP63 in incracellular parasitism of mac- 
rophages w a s  s u g e s t e d  by different experiments. It is 

resistanr to degradation by rat liver lysosomal enzymes 
(2s. 29).  a n d  t h e  purified antigen partially inhibits the  
hindi11 of promasrigotes ro macrophages (5). In rne pres- 
en t  in~~escigacion.  a mAb against GP65 significantly in- 
hibits t h e  s u n ~ i v a l  of intracellular leishmania. Further  
physicochemical characterization of the  epitope recog- 
nized by our  mAb will probably be useful i n  elucidating 
the mechanisms  involving GP65 in promastigore-macro- 
phages interactions. 

The reason why log-phase promasrigotes. lvhicn ex- 
press a similar GP63 on their surface. a r e  uninfective to 
the macrophages in  vitro is unkno\vn. Possibly t h e  n u m -  
ber of copies per ceIl of this antigen is important  for their 
infectivity. One c a n  postulate that  a minimal number  of 
copies of GP65 on  the parasite surface is required for its 
intracellular surlrival. Other mechanisms involving a 
lipid-conraining glycoconjugate (2) or cornpiement com- 
ponencs (3. 4) have been suggesred to play a role in 
promastigote a t t achment  to the macrophages. ln this 
scud?. t h e  inhibitor? acrivity of our IgM mAb w a s  mainly 
observed af ter  the  u ~ t a k e  of the Darasites bv the  cells. 
Although it h a s  been shown thar mouse macropha$es 
have 1g.M receprors (30) ,  n o  increased phagocyrosis \vas 
noriced with t h e  IgM-treated promastigotes Theretore. 
the activity of GP65 mus t  be more important  a t  the 
inrracellular level 
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Article 3 

Corrélation entre le dévelorsrsement des formes métacvcliaues de Leishmanig 

et I'auamentation de l'expression de I'antiaène majeur de surface. gp65. 

c2t a r f i ~ ; ~  f i O i S  EvcRf> BiC.*iJU !+ ?:ZV2.i .:' ;:CC: ;S13S-':'i: F .  ?TCZ:!:V~S:S CL .. 

autres espèces de Leishmania responsables de la leishmaniose cutanée ou mucocutanée du 

nouveau monde: L. amazonensis, L. mexicana, L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana. Des 

souris BALBIc ont été utilisées comme modèle d'infection par L.m.amazonensis. 

Ainsi, nous avons démontré que : 

1-) Les promastigotes de L.m.amazonensis de phase stationnaire sont plus infectieux que 

ceux de phase de latence ou exponentielle de culture, que ce soit in vitro vis-à-vis des 

macrophages péritonéaux de souris ou in vivo chez des souris BALBIc infectées à la patte par 

10' promastigotes1souris. 

2-) L'infectivité et notamment la survie intracellulaire des promastigotes de L. amazonensis 

est significativement inhibée par I'anticorps monoclonal (VD5125). 

3-) Une seule protéine de poids moléculaire 65kDa a été révélée par I'immunoprécipitation 

des extraits antigéniques de surface marqués à 1'1251 de toutes les espèces étudiées en 

utilisant I'anticorps monoclonal (VD5125). 

4-) L'immunofluorescence indirecte faisant réagir I'anticorps monoclonal VD5125 avec des 

promastigotes de différentes espèces utilisées dans cette étude démontre une réaction plus 

intense avec les parasites de phase stationnaire qu' avec ceux de phase exponentielle de 

culture. 

5-) La technique de cytométrie de flux nous a permis de confirmer les résultats 

d'immunofluorescence en montrant de façon quantitative la modification de I'expression 

croissante de l'antigène majeur de surface gp65 reconnu par I'anticorps monoclonal VD5125. 



En conclusion. les résultats obtenus dans ce travail démontrent aue le mécanisme de 

l'expression croissante de I'antiaène rnaieur de surface de ~romastiaotes de L. braziliensis, 

gp65. représente un mécanisme applicable à toutes les espèces de Leishmania du noui=3i: 

615 - I ? i c , f ; ~ ~ ~ i n c r ~  . r . . - i d -  ,-ts*~p-ac - d l  ,, ngj s - r j q i p  - +  % . -  - - -  - < - - . n t -  ", \..<, " . >. " . , -, 

'=unr-cr:?7 f i - :  :=nfp S3 d r c ' . C  r?r.i!+ - - W .  n-- t r ; i i t . - i i  - . .,.., $ I ' : 7 f e r - j i , i t ~  ,23 Y - -  -i:'~XrPr++nc L . 7 q X p - 2  - . _ _ . _  _ _  , 
Leishmania. notamment au niveau de la survie et de la multi~lication intracellulaire de ces 

parasites. 

L'article No 4 est présenté page No 85. 
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Summar>, Using immunofluorescence techniques and flow microfluorornetry 
analysis. we have demonstrated that the binaing of a monoclonal antibody (VD5/ 
25) produced against GP65, the ma!or surface antigen of Leishmania braziliensis, 
increased on the surface of stationary-phase prornastigotes from al1 the New 
World Leishmania species causing mucocutaneous or  cutaneous disease as 
compared with the log-phase parasite>. in adciitiori. a scquential development of 
Leishmania amazonensis promastigotes from a non-infective to an infective stage 
was demonstrated. Indeed. promastigotes in the stationary phase (days 6-7) were 
found to be far more infective than those in the logarithmic phase of growth (day 
3) both in rizro for mouse peritoneal macrophages and in cioo for BALBlc mice. 
The intracellular survival and multiplication of L. nma:onensis were significantly 
inhibited when infective promastigotes were treated wirh the VD5/25 monoclonal 
antibody. The increasing expression of GP65 on the promastigote surface may 
thus contribute to Leishmania infectivity. This seems to represent a characteristic 
mechanism applicable to al1 New World Leisiintonia species srudied. 

Keywords: Leishmania promastigotes of New World species, expression of  
Leisiininnia GP65 surface antigen. monoclonal antibody to Leishmania GP65 
surface antigen, Leisiimanin prornastigote infectivity in cirro. Leishmania promas- 
tigote infectivity iri oiuo. immunofluorescence and flow microfluorometry 

Introduction 

Parasites from the genus Leishmania cause a wide range  o f  disease States in man ,  which 
include curaneous. mucocutaneous a n d  visceral leishmaniasis.  T h e  parasite undergoes a 
cycle between a non-motile intraceliular amastigote s tage parasitizing the mammal ian  

* Present address: Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz. Rua Valdemar Falcao. 171 Brotas. 4000 
Salvador Bahia, Brazil. 
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France. 
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phagocytic ceils and a Bageilated motile promastigote stage in the midgut of i:s sanafiy 
vector (Adler 1964). A similar promastigote form develops when parasites are cultured in 
cell-free medium (Bray 1974). 

A number of investigators have shown that infectivity of promastigotes is related to 
their growth phase in culture, promasrigotes from the stationary phase being more 
infective in rico for experimental animals (Giannini 1974, Sacks & Perkins 1984) and in 
uirro for mouse peritoneal macrophages (Sacks & Perkins 1984, Rizvi et al. 1985. Kweider 
et al. 1987). These infective promastigotes taken from stationary-phase cultures are now 
referred to as 'metacyclic' (Molyneux. Killick-Kendrik & Ashford 1975, Mallison & 
Coombs 1986). 

A basic question arises from our recent study on the incidence of the maturation stage 
of L. braziliensis culturcd promasrigotes on infectivity (Kweider et al. 1987). 1s the 
characteristic described for L. braziliensis species applicable to the other h-ew World 
Leishtnanias responsible for cutaneous and mucocutaneous disease? 

In the present study. by using an IgM monocional antibody (MoAb) produced against 
GP65 of L. braziiiensis. we demonstrate tha: the differentiation between a less infective 
and an infective Leishmania promasrigote population of L. arnazonensis, L. mexicana, L. 
guyanensis, L. panamensis and L. peruciana is generally related to the increasing 
expression of the GP65. A critical number of molecuies of this antigen on the metacyclic 
promastigotes may thus contribute to Leishmania in-vitro and in-vivo infectivity. 

Materials and methods 

PARASITES 

The following strains of cutaneous and mucocutaneous Leishmania species were used 
throughout this study: L. braziliensis (MHOM/BRi72/M 1670). L. panamensis (MCHO/ 
PA/OO/M4039), L. guyanensis (MHOM/BR/78/M5378), L. peruciana (MHOM/PE/85/ 
FR6). L.  mexicana (MNYC/BZl67!M379). L. amazonensis (MHOM/VE/76/JAP789). 

Some of these were generously provided by Dr D. Le Ray (Institut de Médicine 
Tropicale, Anvers, Belgium). 

The parasites were cultivated in monophasic GLSH medium (Jadin & Le Ray 1969) 
supplemented with 10% (vjv) fetal calf serum (FCS) (Boehringer, Mannheim, FRG) at 
26°C. At day 0, cultures were inoculated with 5 x IO5 promastigotes per ml in 50 ml 
medium, and parasites were harvested after different periods in culture. The promasti- 
gotes were washed three times by centrifugation in Hanks' balanced salt solution (HBSS) 
supplemented with glucose before use. 

PRODUCTION O F  MONOCLONAL ANTIBODY 

For immunization, BALBic mice were injected once intraperitoneally and thrice 
subcutaneously at I-week intervals with 0.1 % glutaraldehyde-fixed log-phase promasti- 
gotes of L. braziliensis (IO7) and were boosted intravenously with IO6 parasites 3 days 
before they were killed. Fusion between SP2/0 myeloma cells and spleen cells of 
immunized mice was performed in the presence of polyethylene glycolidimethyl 
sulphoxide as described pre\riously (Kohler & Milsten 1975, Galfre el al. 1977). Antibody 
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production u a s  assessed by indirect immunofluorescence and radioimrnuno3ssay 
performed with _oiutaraldehyàe-fixed promastigotes (Lenesre et al. 1985). Posi~ive 
colonies were cloned twice by limiting-dilution. and ascite fluids were produced in 
pristane-primed BALBjc mice. Tu.0 bloAbs reacting with the surface of Leishrrrania 
promastigotes were used in this investigation: one produced against L. braiiiiensis (VD5I 
25) and another against L. c h a ~ a s i  (IIIB1,'26) (Kweider et ai. 1987). Both were 
immunoglobulin M (IgM) isotypes zs determined by double diffusion in agar gels with the 
use of a goat  serurn anti-mouse IgiM (u-chain specific) (Nordic Laboratories. Tilburg. The 
Netherlands). An antifilarial 1gM LloAb (AA3i44) (Aggarwal et al. 1985) was used as 
control. These Mo.4bs were purified from ascite fluids by molecular-sieve chromato- 
graphy in A C A  34 (LKB. Brommz. Swedenl. 

IBDIRECT I M M U N O F L U O R E S C E S C E  A S T I B O D I '  ASSAI 'S  

Classical immunofluorescence was performed as descnbed (Lemesre et al. 1985). Briefly, 
0.1% glutaraldehyde-fixed promastigotes uere  coated on immunofluorescence slides 
(Institut Pasteur, Pans). The siides were air-dried and kept at  -2OCC until use. Diluted 
purified MoAbs were applied to ths slides for 30 min a t  room temperature. After two 
washes in phosphate-bufÏered saline (PBS). p H  7.3. the slides were incubated for 30 min 
with fluoresceine-conjugated goat IgG anti-mouse IgM (Cappel Laboratories, Cochran- 
ville. PA. USA). After being washed. the slides were mounted in 50% buffered glycerol 
ana examined under the fluorescence microscope. 

FLOW' M I C R O F L U O R O W E T R Y  A N A L Y S I S  

Promastigotes fixed in 0.1 Y0 glutaraidehyde (4 x IO6) frorn both log- and stationary-phase 
cultures were incubated with 200 pl of ascite fluids at various dilutions for 30 min at  4'C. 
After two washes in PBS. the parasites were treated with the fluorescein-conjugated goat 
IgG fraction anti-rnouse IgM diluted 1/20 for 30 min at  4-C. washed twice in PBS. and 
rssuspendcd in 1 ml Hanks' Wallace medium. Fluorescence intensity was quantified in an 
orthoc~tofluorograph 50 H (Ortho Diagnostic S>-stems. Wesr~vood, MA. CSA)  uith 2 

focused 488 nm argon laser. Fluorescence signals uere  recorded to produce r histocram 
ofcells counted rs relative fluorescence intensity after logarithmic amplification (Laemmli 
197 1). Results were expressed either as the value of  the peak of fluorescence intensity or as 
the percentage of fluorescent parasites. 

Radiolabeiled promastigote ]!,sates prepared as described previousl>. (K~veider et al. 
1987) were clarified by centrifugation at 5000 g for 20 min at 4 -C .  Forty-microlitre 
samples of the supernatants were incubated with 5 pl of purified MoAbs for 3 h at  room 
temperature with constant agitation. Immune complexes were precipitated with 1 ml of a 
10% (v/v) suspension of protein A-Sepharose 4B previously incubated with a rabbit 
antiserum against mouse IgM as described by Lemesre et al. (1985). Adsorbed antigens 
wcre eluted in 60 pl of electrophoresis sample buffer (7% sodium dodecyl sulphate (SDS),  
IO'%, sucrose. 0.5'/' bromophenol blue. fi-mercaptoethanol, and 50 msi Tris-HCI 
bumer. p H  6.8) and boiled for 3 min. Samples werc stored at - 70'C until use. 



POLY.4CRYLASl IDE G E L  ELECTROPHORESIS  ( P A G E )  

SDS-PAGE was carried out in 1-mm-thick. 13Oh polyacrylamide slab gels as described by 
Laemmli ! 197 1). Labelled proteins were iaentiiîed after autoradiography of  the dried gels 
at  - 70cC. using Kodak X-omat RP fi!m (Eastman Kodak Co.. Rochester. NY. USA! 
and cronex intensifying screens (Dupont de Nemours. Orsay, France). 

A S I M A L S  

BALB.'c mice were reared in our animal facility and used at  6 weeks of age. Leishmania 
amazonensis log-phase and stationary-phase promastigotes were washed tulice in RPMI- 
1640 medium. and 10- parasites were incubated subcutaneousiy into the right hind 
footpads of EXLBic mice. Footpaas were measured weekly with a direct-reading vernier 
caliper. Values are means 1 s.d. for 13 mice per group. 

P A R A S I T E - M A C R O P H A G E  I S T E R A C T I O S S  

The promasrigotes harvested from 3-day-old flogarithmic phase) and 6-7-day-old 
(stationary phase) cultures were added to the wells containing macrophages at  a ratio of 
15 promastigotes~cell and incubated at 37'C in Soli CO?. At various time intervals (30 min, 
4 h. 74 h. 48 h and 72 h) coverslips were fixed with methanol and stained with Giemsa. At 
trie end O: jû min incubai'on   ne numbsr of promastigores attacheci to the macrophages 
was counted in 500 cells in duplicate. After 4 h incubation the remaining wells were 
u,ashed gently to remove the non-adherent promastigotes. The percentage of infected 
macrophages and the number of amastigotes per 100 cells were counted a t  the end of 4-. 
24-. 48- and 72-h incubation penods. In other experiments. the promastigotes were 
incubated with different dilutions of MoAb or  medium for 1 h at  4'C and washed twice in 
RPMI- 1640 medium before contact with the macrophages. 

Results 

E X P R E S S I O N  O F  S U R F A C E  A N T I G E N S  O N  NEW' W O R L D  L E I S H A I A N I A  S P E C I E S  

C A U S I N G  C U T A N E O U S  A N D  M U C O C U T A N E O U S  DISEASE 

In our  controlled cultures the promastigotes of L. /ne-~icana. L .  braziliensis. L .  
ama:onertsis, L .  g-anensis, L .  pananlensis and L.  peru~iana remained in the active 
dividing (10,oarithmic) phase up to :he 5th da? and in the non-dividing (stationary) phase 
for the 6th and 7th day (Lemesre er ai. 1989). Day 3 and day 6 promastigotes were selected 
for the present study. 

To evaluate the surface anii :expression of the promastigote population obtained 
[rom both logarithmic and : nary phases. irnmunofluorescence techniques and 
several bloAbs had been used. i :s of classical immunofluorescence are given in Table 
1. The in-imunofluorescence titre ~ b t a i n e d  ui th  the ant i - lb65 IgM MoAb (VD5135). 
noticeable with the promastigotes from logarithmic-phase cultures. are far hi-her with 
those from stationary-phase cultures. These findings indicate that only a few antigenic 
deterniinrints recognized by the anri- lb65 lcloAb are present on the surface of dividing 



'~eishman; i n f e c r i r i r ~  is related t o  GP65 

Monoclonal antiboay 

Parasite 
Days in 
culture VD5,'25 IIIB1,'76 A.43:5?* 

L. guj.anensis 3(1)+ 
6!7): 

L. panamensis 3(1) 
6(7) 

L. perui,iana 3 i  1'1 
6i2i 

L. bra:iiiensis 3 1 )  
7(2) 

L. mesicat~a 3(1) 
6(2) 

L. ama:otrensis 3f 1 )  
6i2) 

Trj,panosonia cruzi Epimastigotes 
Trypomastigotes 

To.osoplasnia gondii - 

t (1) Mid-log phase. 
: (3) Stationary phase 
* Antifilanal MoAb. 

prornastigote populations. wherezs these sarne antigenic determinants have their 
expression specifically increased on the surface of stationary-stage infective promasti- 
gores. In contrast. the binding ofanother IgM h1oAb agzinst L .  r / :agasi(I I IB1126) .  to the 
GPYO surfac? antigens of Le!s/~tnania specizs. changed less signi5czntl>. \i.ith the difierent 
growth stag?s of th; difierent Leishn~ania species studied (Tabit  1) .  

T o  quantif? the binding of VD5! '25  on the surface of prornastigotes frorn both 
logarithrnic- and stationary-phasecultures. we used a quantitative flow microAuorornetry 
technique. For al1 the species studied, representative results (Table 2) showed that the 
percentages of fluorescent stationary-phase prornastigotes are significantly higher than 
those observed with log-phase parasites. In  fact. the fluorescence intensities always 
increased durin? :he de\relopment of promasrigotes in culture. The observec increzse in 
the expression of the major surface glycopiotein ( G P 6 5 )  on prornastigotes of L .  p e r u ~ i a n o  
in the infective stationary phase (Figure 1A) cornpared to the iess infective iogarithmic 
phase (Figure iB) of its growth cycle is a characteristic shared b!, al1 Neuf World 
L c i d r t ~ ~ u r ~ i u  species studied (data not sho\ifn). 

T o  characterize the antigen recognized by VDSi25. lysates of surface-iodinated 
stationary-phase prornastigotes from L. rne .~ ico t~a ,  L .  anla:oriensis. L. g i ~ ~ u n e n s i s .  L.  
pununiensrs and L. pcrir~.iar~a ufere irnmunoprecipitated ~r ' i th the purified h loAb and 
analysed by SDS-PAGE under reducinr conditions. An antigen of M, 65000  \vas the only 
band recogriized by VD5,'35 MoAb on ail parasites studied (Fig~ire  2 ) .  



Table 2. Binding of the anti-GP65 MoAb (VD5 2 5 )  10 

promasrigores of vanous Lo1st:rnania mecies. reco3.,e:eC 
from ioganthmic-pnase or srationary-pnase cuitures 

Log-phase Stationary-pnase 
Parasite ( O h  J ( ? O )  

Results are expressed as the percentage offluorescent 
pzrasires in eacn population. 

For control. a non-reiated antifilanal 1g.M Mo.4b 
(A.4344) was used. Its binding to the promastigotes 
from al1 species varied from 3 to 5%.  

O 1 O0 200  300 460 500 

Relu t i r e  f luorescence ~ n l e n s i l y  

Figure 1. Flou microfiuoromerry znalysis of rhe binciing of the anri-GP65 ?vloAB i V D 5 . 1 5 ~  ro tne 
surfacc o f  the log-phase culturc promastigotes ( B )  and starionzry-phase parzsires (.A) of L. 
peruciana. 

P R O > ï A S T I G O T E - M A C R O P H A G E  I N T E R A C T I O S S  

T h e  in-vitro interrictions berween L. a ~ ? l a : o ~ l ~ ~ i s i s  cultured promasrigotes  taken from log 
a n d  st:itionary phases of their _rrou,th crir\,e a n d  normal  resident nlouse perironeal 
macrophages  wcre in\,sstigriicd :ir d i f i re l i t  incubation pcrioci j (Figure 3) .  T h e  atrachmcni  
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Figure 2. Autoradiographic patterns of '2sI-labelled ceIl surface components of stationary-phase 
promastigotes of L. amazonensis (a), L. mexicana (c), L. guyanensis (e), L. panamensis (g), after 
immunoprecipitation with the anti-L. braziliensis purified MoAb (VD5/25) and separation on SDS- 
PAGE. In  b, d, f and h the same antigens as in a, C, e and g respectively were immunoprecipitated 
with an unrclated MoAb (AA3/44). 
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Figure 3. Artachment (30 mn). uptake (4 h) and survival(74.45 and 7 2  h) of cultured L. amazonensis 
promastigotes taken from Doth logarithmic. - (n) and stationarp-phases (0 )  culture in normal 
resiceni rnouse periioneai macrophaees. .Ai each lime poin;. over 500 cells were countea in 
àupiicate ro determine the number of parasites Der infeciea ce11 ( a )  and the percentzge ofinîectea 
macrophages (b ) .  

to  macrophages of  stationary-phase promastigotes af ter  30 min contac t  was  slightly 
higher t h a n  that  observed with log-phase parasites. 

Similar resülts were obtained after a 4-h incubat ion for  the uptake of  promast igotes  by 
the macropha_rcs. T h e  süri.iva1 and mulriplication of  Leisizt?zat~ia in tne macrophages  was 
investigated for both populations afre: 74 h. 48 h a n d  ?1 h incubat ion.  T h e  infection of  
macrophages with log-stage p r o n i a s t i ~ o t e s  (3 days in cul ture)  resulted in a n  impor tan t  
reduction in the nurnber of macrophages infected between 4 a n d  7 1  h (Figure 3b) .  A t  the 
end o f  72  h. rnost of  the log-phase parasites had been killed by the macrophages  (Figure 
3a) .  Optimal  survival and multiplication were obtained with s tat ionary-stage parasites 
(6-7 days). In this case. boih the percentage o f  infected macrophages (Figure 3 )  a n d  the 
nuniber  o f  amastigotes per 100 cells (F igure  3a) increased significantly [rom 4 to 7 1  h. 
Tlicse clenr-cut findings indica:ed thiit dur ing  this period the Lci.sht?zut~ia derived froni 



Leishmania i n f é c r i r i ~  is reiared to GP6S 

Figure 4. Infectivity of loparithmic- ( 0 )  and stationary-phase ( m )  promasti_ootes from L. 
anza:onensis for BALB,c mice. A total of I O 7  parasites from Ioparithmic or stationary phase were 
inocuiâred subcutaneously into tne ripnt nind Ïootpac. Footpads were measured ueekiy with a 
direct-readinp vernier caliper. Values are means I s.d. for 12 mice per group. m. Non-infected mice. 

stationary-phase cultures were able to  multiply intracelluiarly a n d  to infect o ther  
macraphages.  

T h e  infectivity of  logarithmic- and  s tat ionary-phase promastigotes in rirro \i,as 
predictive of  their virulence in mice. Infection of the foo tpads  o f  BALBic mice with 1 O' L. 
ama:onensis stationary-phase promastigotes resulted in footpad lesions utithin 4 weeks 
(Figure 4). T h e  footpads became greatly enlarged. ulcerated a n d  necrotic from the 8 th  
week onurards. In contrasr.  after 8 weeks of  infection with 10' promastigotes f rom the 
mid-logarithmic phase (day  3). footpad lesions only began t o  a p p r a r  in  five o u t  of  12 mice: 
thesr irsions wert  smaller. and  did not  enlarge aî ter  the 10th x e e k .  

INVOL\ 'EME'iT OF THE S U R F A C E  A S T I G E S  O F  L .  A.MAZONE.VSIS PROXlASTIGOTES 

R E C O G S I Z E D  BY THE A S T I - ~ ~ 6 5  . \ IONOCLOSAL . 4 S T I B O D Y  IS I N T R A C E L L U L A R  

S U R V I V A L  O F  I S F E C T I V E  PROMASTIGOTES 

T h e  a b o v e  results have demonstrated that  the surface expression of  a n  epi tope of  the 
major  externally labelled antigen of L. anzarotiensis promast igotes ,  GP6j.  increases 
during :heir dicerentiation from a Iess infective ro a n  infective stage. T h e  esperiments  
describeci belou were psr lormed to determine \iJhether the surface expression o f  this 
epi tope is involved in promast igote  in vitro infectivity. W e  examined the effect of  VD5i25 
M o A b  o n  the promastigote-macrophage interactions. T h e  a m o u n t s  of  the purified I g M  
M o A b  indicated in Table  3 neither agglutinated the parasites n o r  interfered with their 
rnobiiity. Stationary-phase L. an1a:orietisis promastigotes were treated for  1 h a t  4'C with 
the M o A b  before incubation witli the macrophages in rirro. A s  shown in Table  3. only thc 
anti-L. hraiilioisis M o A b  partially inhibitcd the parasite a t t achment  t o  macrophages.  
This  inhibition \sas dose dependent .  I r i  incubation periods from 3 h to 7 1  h. the survival o f  
ant i -Lb65 MoAb- t rea t td  p romas~igo tes .  nieasiirrd either by the perccntaye of  infccted 
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TaDle 3. Altachment to mouse peritoneai macrophages i n  r r r ro  of L 
amazonensls stetionary-pnase promasrigotes treated uith MoAbs 

Prr cent 
Amount Numoer of parasites macrophage 

MoAb to (pg.'500 p l )  per 100 macrophages* attached* 

L. bra:ilie>zsisi 600 226 5 8 
300 21 1 6 5 
150 300 69 
75 420 70.2 

600 370 
- -  - 

1. cncgasi; ,>.> 
Oric/iocerca roir.ulus- 600 49 l 60.5 
Control ' :  O 483 69.2 

* Afte: 30 min incubation at 37'C 
t Anti-Lb65 (VD525j .  

IIIBl,'26. 
$ AA3;44. 

No antiboay. 

macrol;:.ages (Figure j a )  or Dy the number of parasites per ce11 (Figure 5b) progressively 
decreased. After 77 h. o n b  20?:, of the macrophages exhibited rnorphologically intact 
Leishmatiia and most of the parasites had been kilied. This efïect of VD5!25 was specific, 
since neither the anti-L. cilagasi IIIB 1/26 MoAb nor the anri-Onchocerca colculus MoAb 
affected the infectivity of L. an1aronensis promastigotes. In addition. as shown in Figure 6. 
the inhibitory activity of this MoAb on the L. atna:onensis intracellular survival was 
dependent on the amount of antibody added and was maximal with 600 pg. 

Discussion 

In the present study. a clear differentiation from a poorly infective to an infective 
population was observed in promastigote cultures of  L. arnazonensis. The generation of 
infective forms was related to the growth cycle and was restricted to the non-dividing 
organisms from the stationary phase of culture. Several steps of the promastigote- 
macrophage interactions were studied in cirro. Both the percentage of  infected 
macrophages and the number of parasites per ceil have becn aetermined ar d i f fere~t  
periods post-infection. Ir? these conditions. on!>, the parasites frorn stationary-phase 
cultui-es multiplied in the macrophages. The development of an  infective promastigote 
stage of L. ut?~a:niiens~.~ \vas a1s0 observed in ciro: indeed. the lesions induced by the non- 
dividing promastigotes appeared earlier and were sipnificantiy larger [han those induced 
by the dividing parasites. These results support those obtained with other Leislit?~arria 
species (Sacks Sr Perkins 1964. Rizvi et al. 1985. Kweider et al. 1987). Thus. the in-vitro 
differentiation of prornastigotes from a less infective to an infectitee stage (metacyclic) 
ssems to be a characteristic feature throughout the Leisi~niotlia genus. 

Several studies halte shou.n that the appearance of  the infectivity of promastigotes is 
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Figure 5. Survival of infective L. amazotiensisprornasti~otes (6-7 days) treated with various iMoAbs 
in normal rnouse resident peritoneal macrophages. For each experirnent. over 500 cells uere 
countea in dupiicate to determine the percentage of macrophages infected (a)  and the nurnber of 
parasites per infected cell (b). 9. I n  the presence of anti-Lb65 MoAb. Controls represent infective 
prorcastigotes treated uith either the znti-L. ciiayasi MoAb ( 0  j or the unrelated AA3 44 MoAb (i) 
or \+,ithout M0.4b (O) .  

accompanied by surface antigenic modifications. It appears that. according to the species 
studied. a t  least two mechanisms are associated with the development of metacyclic 
promastigotes: the first, suggested by Sacks & Perkins (1984) in L. niajor, and by Our 
laboratory in L. cliagasi (Rizvi er al. 1985). is the appearance of new antigenic 
determinants on the surface of stationary-phase parasites: the second. described by us in 
L. bra:ilier:s;s [Ku-eider er al. 19871. i j  the increasing expression of an epitope already 
present on the surface of the non- inkc t i~ r  promastigotes :aken from logarithmic-phase 
cultures. This epitope, recognized b'. an IgM MoAb raised rigainst L. brai-iiiensis (VD 5,' 
35). is present in GP65, the major surface antigen. Our  present data show that this MoAb 
also recognizes a GP65 antigen in al1 Leishr~~ania species causing mucocutaneous and 
cutaneous diseases. In this paper. usin: this MoAb (VD5,'?5). we have investigated which 
of the two mechanisms of antigenic modification described above is involved in the in- 
vitro differentiation of promastigotes [rom L. t ~ l c x i c ~ t ~ a .  L. at?iasoriensis, L. panun7cnsi.r. 
L. gu!*anensis and L. pcrrir.rat1a. The results obtained both by immunofluorescence 
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Figure 6. Dose-dependent inhibitory activity of the anti-L. bra:iliensis .LloAb on the survival of 
infective promastigotes of L. un~u:onetisis (6-7 days) in normal mouse macrophages. Results are 
expresse0 in both the percentage of macrophages iniected (a) and the number of parasites per 100 
infected cells (b). o. 4 h: O. II h; o, 35 h: n. 72  h. 

techniques a n d  flow rn ic rof iuoromet r~  anal>,sis s h o ~ r  a n  increasing expression o f  the 
G P 6 j  ant igen u,hen the prornastigotes shift into the metacyciic Forms. Thus.  G P 6 5  seems 
to be a m a j o r  antigen in al1 the species listed above: the  increase in its expression is 
correlated with the enhancemen t of the infectivity o f  metacyclic promastigotes. In  
addition. the  use of V D j 2 5  also allowed us t o  demons t ra te  fo r  L. utnaionensis in which 
step o f  t h e  parasite-macrophage interaction the G P 6 5  w a s  involved. Indeed, the  
inhibitory activity of  this M o A b  was dose dependent  a n d  maini?  observed af ter  the  
uptake o f  t h e  parasites by the celis. Although it has  been s h o w n  that  mouse macrophages 
have IgSI receptors (La). 6r Nussenz~veig 1969). n o  increased phagocytosis L a s  noticed 
with the non-reiated IgM-treated promasrigotes. Therefore.  the  activity of  G P 6 5  seems to 
be more  impor tan t  a t  the intracelluiar level. by allowing the parasites t o  sur\.ive a n d  
multiply inside the phagolysosomes. aithougn the n a y  in which G P 6 5  acts is still unclear. 
Thus. this mechanism appears  to  be different f rom tha t  reported by Russel (1987) w h o  
showed t h e  implication o f G P 6 3  in at tachment  a n d  up take  o f  L. n~e.ricuna promastigotes 
by macrophages.  T h e  prescnt ~ v o r k  clearly demonstrates  tha t  the  increasing expression o f  
this ant igen may thus contr ibute  to  the protection o f  the  parasites against the hostile 
activities o f  the host cells. 
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W e  a r e  gra:eful t o  D r s  F. D a r c y  z n a  D .  AÎcha in  f o r  i nva iuab l r  he!p i n  co r rec t ion  o f  this 
m a n u s c r i p t .  W e  a lso  t h a n k  M a r c  Loyens  a n d  Did ie r  Deslée f o r  technical  assistance.  a n d  
C l a u d i n e  C o l s o n  a n d  h la r i e -F rance  M a s s a r d  f o r  m a n u s c r i p t  p repa ra r ion .  
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Article 4 

Analvse de la r é ~ o n s e  immunitaire suscitée chez la souris vis-à-vis de 

I'antiaène majeur de surface ap65 de promastiaote de 1 amazonensis. 

L'implication de la gp65 dans l'infection et l'intérêt présenté par cet antigène nous ont 

permis d'envisager une étude de la rèponse immunitaire suscitée chez la souris vis-à-vis de 

cette molécule. Le travail présenté dans cet article a consisté à préparer une lignée de 

lymphocytes T anti-Gp65 de promastigotes de L. amazonensis; et à étudier la réponse 

immunitaire vis-à-vis de cet antigène par le transfert passif de ces cellules T anti-Gp65 et 

par le transfert de sérums monospécifiques anti-Gp65 à des souris syngéniques infectées 

par L. amazonensis . 

Ainsi, nous avons démontré que: 

1-) le transfert passif de sérum monospécifique anti-Gp65, à des souris syngéniques 

BALBIc, no a pas d'incidence sur le développement des lésions induites par L. amazonensis. 

2-) le transfert de lymphocytes T anti-Gp65, juste après leur recupération, à des souris 

syngéniques infectées 24hr plus tard, induit une protection de l'ordre de 50-60% estimée 

par la taille des Iésions ou par le nombre de parasitesllésion, déterminé par une technique de 

dilution limite. 

3-) le transfert passif de lymphocytes T anti-Gp65 après trois semaines en culture, à des 

souris syngéniques infectées 24hr plus tard par L. amazonensis, entraîne une exacerbation 

de Iésions. 

4-) les tests de prolifération lymphoblastique ont mis en évidence qu' in vitro, les 

promastigotes fixés de L. amazonensis induisent une stimulation et une prolifération 

significative de ces cellules T anti-Gp65. 

5-) la pré-incubation des macrophages avec les surnageants de culture de ces lymphocytes T 

a pour conséquence une réduction significative du nombre de parasites intracellulaires, mais 

n' a que peu d'incidence sur le pourcentage de macrophages infectés. 



En conclusion. les Ivm~hocvtes T anti-Gp65 iouent un rôle important dans la réDonse 

immunitaire dans la leishmaniose: ces cellules peuvent être protectrices mais de manière 

variable selon leur Dhénotv~e. Ces résultats méritent d'être mro fond is .  
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SUMMARY 

T-cell lines specific for the gp65 antigen of L. amazonensis prornastigote were obtained, and 

the effect of these T cell populations on the developrnent of cutaneous lesions in normal 

syngeneic BALBIc mice infected by L. amazonensis was exarnined after i.v transfer. Passive 

transfer of anti-gp65 T ceils just after their recovering from çp63 irnrnunizîd mice 

increased the IgG rssponsa i o  gp63 during infection and inducea a signiiicant protection 

against a cnallenge infection by L. amazonensis . In contrast, anti-gp65 T cell lines 

rnaintained for three weeks in culture in vitro, passively transferred an exacerbation of the 

lesions while the transfer of anti-gp65 sera had not effect on the infection. Anti-gp65 

supernatants obtained after stimulation with glutaraldehyd fixed L. amazonensis 

prornastigotes induced a significant intracellular killing of parasites in in vitro infected 

macrophages. These results confirm the importance of T cell-rnediated reactions in the 

protective immunity against leishrnaniasis. 



8 9  

INTRODUCTION 

A central role for cell-mediated immunity in the control of leishmanial infection has been 

inferred from experimental approaches.Widespread cutaneous dissemination developed in 

L.enr/eftii infecrea guinea pigs when they were iinmunosuppressea :virh anriiympCocs ., 

serum (1). T celi ciepr;vation kvas found ?O retard healing and aiminisn DiY witn L. : rc , r ,~,  

infections in thymectomized,irradiated,bone marrow reconstituted CBA mice (2). The 

importance of host responses in experimental leishmaniasis has been further illustrated in 

studies in which relatively resistant C57BL mice infected with L. tropica were made more 

susceptible by prior removal of a draining lymph node (3), and in which disease resistance 

to L. tropica in highly susceptible BALB/c mice was increased by low-dose X-irradiation 

(4). Recently, homogenous populations and clones of T cells responding to L. major antigens 

were found capable of transferring parasite-specific delayed-type hypersensitivity 

responses to normal syngeneic mice (5). In the same vein, T cell clones specific for L. 

donovani transfering specific DTH responses in vivo and producing lymphokines in vitro, 

have been described (6). Titus et al showed that the i.v adoptive transfer of L. major 

specific L3T4 positive T cell populations into normal syngeneic BALBIc mice exacerbated 

cutaneous lesions induced by infection with L. major (7). It was demonstrated that murine Th 

cell clones of the L3T4 phenotype can be divided into two subsets, designated Th1 which 

secrete IL-2 and IFN- , and Th2 secreting IL-4 and IL-5 (8). Scott et al reported that two 

fractions of soluble extract antigens of L. major stirnulated T lymphocytes and only one 

fraction was capable of inducing protection against challenge infection (9). Indeed, the cell 

lines responding to a non protective soluble fraction exacerbated the infection by L. major in 

BALBIc mice, while T cell lines recognizing a protective fraction transfered protective 

immunity . These protective and exacerbative T cell lines differ in the types of lymphokines 

produced; protective cell lines secrete IL-2 and IFN- while the exacerbative cell lines 

secrete IL-4 and IL-5. Thus, the protective cell line displayed the Th1 property and the 

exacerbative cell line had the characteristic of Th2 (10). An important role for gp65, the 

major surface antigen of Leishmania, in the establishment of parasitism by Leishmania has 
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been dernonstrated since the pretreatrnent of macrophages with anti-gp63 antibody inhibits 

binding of prornastigotes to macrophages (1 1) . In addition, we showed that the infectivity of 

Leishmania increased with the expression of gp65 on the promastigote surface (12). 

Recently, Russell et al reported that the inoculation of liposome incorporated gp63 in 

BALEIc and C8AICa mice induced a srrûng prcrectiDn against chaiiunge infection vb. ,n 

Leishmania. mexicana. mexicana . Interesringly, the protection couid be transferred with T 

cells to naive mice (13). In the present study, T-cell lines specific for the gp65 of L.  

amazonensis were obtained, and the effect of these gp65-specific T-cell populations on the 

course of cutaneous lesions in normal syngeneic BALBIc rnice induced by L. amazonensis was 

examined after i.v transfer. 



Animals, BALBIc mice were bred in the animal unit of the Institut Pasteur of Lille and used at 

8 weeks of age. 

Parasites. 

Fromas?iço?os of Luishrnanja amûionensis (MHOIv4/VEi70/JAF78j were cutiüred a? 2Scl: .:j 

serial passage of 5x1051ml mid log-phase parasites in monophasic GLSH medium (14) 

supplemented with 10% (vollvol) heat-inactivated fetal calf serurn (IFCS) 

(Boehringer,Mannheim, FRG). The promastigotes were washed three times by centrifugation 

in Hanks' balanced salt solution (HBSS) supplemented with glucose before use. 

Antiaen ~reparation. 

Promastigotes frorn stationary growth phase were washed three tirnes in HBSS containing 

100U/ml aprotinin (Sigma Chernical Co, St Louis, MO) by centrifugation at 6000 x g for 10 

min at 4°C. Prornastigotes were lysed in a buffer containing 10 mM Tris, 0.5O/0 Nonidet P40 

(Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, MD) and 100U/ml aprotinin, and left 

overnight on agitation at 4°C. Then, promastigote lysates were clarified by centrifugation at 

5,000 x g for 20 min at 4°C. Supernatants were concentrated and passed on to a concanavalin 

A-sepharose (Pharrnacia AB, Uppsala, Sweden) column. Elution was done using 20 mM 

Tris-HCI pH 7.4 containing 0.1% n-octyl B-D-glucopyranoside (Sigma, St-Louis, USA), 

5 k M  (TLCK), L-1 -chlor-3-(4-tosylamido)-7-amino-2-heptanon- hydrochloride 

(Boehringer, Mannheim, GmbH, W. Germany), 1.5pM leupeptin (Sigma, St-Louis, USA) and 

0.5M &-methyl-D-rnannoside (Sigma, St-Louis, USA). The eluted rnaterial was 

concentrated and separated by electrophoresis on 13% polyacrylamide slab gels (SDS-PAGE) 

(15). After electrophoresis, gels were stained with coomassie blue. The stained band 

corresponding precisely to the gp65 was cut out with a scalpel and transferred to an elution 

gel. Elution was performed at 40 to 60 V for 6 to 12 h. The migration of the sarnples was 

stopped at the 2M NaCI-glycerol layer interface as previously described (16). When the 

gp65 was eluted into the glycerol layer, samples were removed with a pasteur pipette and 

dialyzed against water to remove sodium dodecyl sulfate (SDS) and salts. The purity of gp65 



fraction was controled on a 13% polyacrylarnide slab gel. 

Lvrnphocvte culture medium, 

For al1 cultures, RPMI-1640 (GIBCO, Courbevoie, France) was supplemented with 

5 x 1 0 - ~ ~  2-mercaptoethanol (MERCK, Darmstadt, FRG), 2mM L-Glutamine (MERCK), 

1rnM sodium pyruvaie (GIBCO), antibiotics (100 IUIrnl penicillin,IOO k g l m l  

streptornycin) (Specia, Paris, France), 20mM HEPES (N-2 hydroxyethyl-piperazine-N'-2 

ethane sulfonic acid) (Sigma, St-Louis, USA) and 10% heat inactivated fetal calf serurn 

(FCS) (GIBCO). 

Solid Phase RadiolmmunoAssav Procedure (S.R.I.A\. For the detection of anti-gp65 IgG 

antibodies Microtiter plate wells (microtest flexible assay plate, Falcon, Oxnard, USA) were 

coated during 48-50 hr at room ternperature with p.gI100kl of gp65 in 0.015M 

Na2C03/0.035M NaHC03 buffer pH 9.6. A two hour saturation at room temperature was then 

carried out by addition of 0.1 ml PBS (0.1 M) containing 3% casein. Plates were washed twice 

in PBS containing 0.3% casein, then incubated at roorn temperature for 26 hr with O.Irnl 

appropriate dilutions of sera; and washed twice in PBS-0.3xcasein. A final 12-18 hr 

incubation with 105 cpm 251-labelled anti-rnouse IgG (chloramine T method (17), 

specific activity : 222KBqlpg) was performed. After last washes, wells were cut out and 

counted in a gamma counter (LKB, Broma, Sweden) with a counting efficiency of 60%. 

lrnrnunization ~rocedures. 

4opg of purified gp65 was mixed 1:l with cornplete freund adjuvant (CFA) and injected into 

the base of the tail of mice on day 0. On day 15, the rnice were reinjected with 30pg of 

purified gp65 without adjuvant. Animals were bled and draining lyrnph nodes were rernoved 

on day 20. Control mice were injected with bovine serurn alburnin (BSA) using the same 

protocol. 

Preparation of soecific T Ivrnphocvteg. 

15 days after the second injection of the purified gp65 kDa antigen, sera were analyzed by 

irnmunoblotting to control their rnonospecifity against the same antigen. Draining lyrnph 

nodes were harvested aseptically and lyrnph node cell suspensions were prepared. T 

lymphocytes were then separated by passage through a nylon wool colurnn (14) and 



maintained at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in lymphocyte culture medium with various 

fixed-promastigote concentrations of L. amazonensis, interleukine-2 (IL-2), and irradiated 

(20 Grey) splenic antigen-presenting cells (APC) (Philips RT; filter 1.7 Al, 100KV, 8mA), 

in 24-well plates (Becton Dickinson, Paramus, N.J.). T lymphocytes were prepared 5 davs 

after tha iast antigenic stimulation anci puriiied on a ficoil gradient. After extensive 

~vasninçs, cells were injecrsd in!o syngeneic mice. 

Western blottina analvsis . 

Western blotting was carried out on lysates of L.amazonensis promastigote antigens 

separated on 13% SDS-PAGE, then transferred to a nitrocellulose sheet (19). Briefly, 

antigen blotted papers were incubated with 20plIml of sera recovered from mice immunized 

with gp65, and fixed antibodies were revealed with anti-mouse prroxidase hbeled SG~L- -  

(Miles laboratories ) as previously described (20). 

Procedure of infection. 

Mice were infected by subcutaneous injection into the footpad of I o 7  L. amazonensis 

promastigotes. At various times after infection, the increase in footpad thickness was 

measured with a caliper. In some experiments, the limiting dilution assay was used for the 

quantification of L. amazonensis in footpads of infected BALBIc mice as described previously 

( 2 1 ) -  

Production of Ivmphokine-containina SupernatantS. 

Lymphokines were prepared by in vifro stimulation of I o 6  T lymphocytes from gp65 

immunized mice, with 2x105 L. amazonensis fixed-promastigote per well in the presence of 

5x1 o6  syngeneic irradiated (30 Grey, Philips RT, filter 1,7 A l ,  100 KV, 8mA) splenic 

antigen-presenting cells (APC) in lymphocyte culture medium. Supernatants were harvested 

72 hr after antigenic stimulation, aliquoted and frozen. T lymphocytes cultured with 

fixed-promastigotes, T lymphocytes cultured APC and unrelated antigen such as S.mansoni, 

or cultured alone were used as controls. 

Parasite-macro~haae interactions. 

In vitro infection of mouse peritoneal macrophages with promastigotes was performed as 

described before (22). Briefly, 2 . 5 ~ 1 0 ~  normal resident peritoneal cells from BALBIc rnice 
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in RPMl 1640 medium (GIBCO, Auckland, New Zealand) containing 10% (VIV) 

heat-inactivated FCS, 5U heparinlml, 20mM HEPES, 200Ulml penicillin and 200pglml 

streptomycin were allowed to adhere to tissue culture chamber/slides (Miles scientific, 

Napervill,ll) at 37°C in 5% C02. After 4 hr the nonadherent cells were removed by washing, 

and the rernaininç rnacrcpnages were treated wirh 0.5 mi of anti-gpS5 T lymphocyte 

sgpernaiants, ior 1 hr beiore infacrion ~vith L. ârnazonensis prornas:isores 2i zitn ciFproci:r,,d 

5:1 parasite to cell ratio. After 24 hr or 48 hr incubation periods at 37OC in 5% C02, 

chamberlslides were fixed with methanol and stained with Giemsa. For each experiment, over 

500 cells were counted to determine the number of parasites per 100 cells and the 

percentage of infected macrophages. In other experiments, the macrophages were incubated 

with anti-gp65 T lymphocyte supernatants stimulated with unrelated antigen such as 

S.mansoni antigen for 1 hr before contact with the promastigotes. 

Lvmphocvte proliferation a s s u .  

5x1 05 T cells and 106 APC were cultured with antigens in a total volume of 0.2 ml in 

flat-bottomed 96 well plates (Falcon). On day 5,  18.5 KBq of tritiated thymidine ( 3 ~  TdR, 

specific activity 37 GBqImM, CEA,France) were added to each well. 18 hr later, the cells 

were harvested by filtration on fiberglass discs using a multiharvester (Skatron, Norway) 

and the amount of incorporated ( 3 ~ )  TdR was measured in a liquid scintillation counter 

(LKB) .  

Analvsis bv flow cvtofluorornetry. 

Before passive transfer experiments, the surface phenotype of the cells was controled by 

flow cytometry using monoclonal antibodies against T cell subsets: anti-L3T4 and anti-Lyt2 

(Seralab, Ltd, Crawley Down, UK). The cells after incubation with the monoclonal antibodies 

were labelled with fluorescein-conjugated antibodies (Cappel, Wilson Drive, W.Chster, PA). 

The population of fluorescein-labelled cells was quantified by an automated biological cell 

analysis 50-H cytofluorograph (Ortho-Instrument, West Wood, M.A.). 

Adoptive transfer experiments. In vivo transfer of ~~65-spec i f i c  T ~ V ~ D ~ O C V ~ ~ S  . 

T cells (15x10~)  of gp65 immunized mice were injected i.v (intravenously) in 0.2 ml PBS 

(PH 7.4) 24 hr before the infection with l o 7  L.amazonensis promastigotes. Control mice 
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were injected i.v with 1 5 x 1 0 ~  anti-BSA specific T lymphocytes. 

In vivo transfer of anti-ap65 sera, Sera (0.2ml) were injected i.v 24 hr before the 

infection. Anti-BSA sera were used as controls in these experiments. 
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RESULTS 

Purification of a ~ 6 5 .  the rnaior surface antiaen of L.amaz0nensi.s ~rornastiaotes, 

Promastigote lysates eluted after passage on to a concanavalin A-sepharose column, were 

separated on 13% polyacrylamide gels. After electrophoresis, gels were stained :,irh 

coomassie blue. The band corresponaing ;:, ;ne ~$65 Lvas cut out and cl.:tîo fc3e -:+yi--'3 , 

methods), its purity was controled by an analysis on a 13% polyacrylamide slab gel (Fig 1). 

This purified gp65 molecule was used to immunize BALBIc mice. 15 days after the second 

injection of gp65 kDa antigen, sera were analyzed by western blot to control their 

monospecificity against the same antigen (see materials and methods) (Fig 2). As shown 

under denaturing conditions and in the presence of 2-mercaptoethanol, a band corresponding 

exactly to gp65 antigen of L. amazonensis promastigotes was revealed in anti-gp65 antisera 

(lane A). A normal rnouse serum gave a negative response (lane 2). 

Stimulation of ap65-specific T Ivmphocvtes bv promastiaote antiaens, 

Lymph node T lymphocytes of BALBIc mice immunized with the gp65 antigen, were assayed 

in in vitro proliferation assays toward fixed promastigote specific antigens. A significant 

proliferative response was obtained. As a control, an unrelated antigen such as S.mansoni 

antigen did not induce a significant stimulation of anti-gp65 specific T cells (Fig 3). 

Passive transfer of anti-ap65 specific T cells to Leishmania infected mice. 

The effect of these T-cells on the development of lesions induced by L.amaz0nensi.s was 

estimated after their injection into syngeneic BALB/c rnice 24 hr before the infection with 

1 o7 L.amazonensis promastigotes in footpads. 

When 1 5 x 1 0 ~  anti-gp65 specific T cells were transfered just after recovering from the 

animals (the cytofluorometric analysis of this population indicated that 45% of the nylon 

wool non adherent cells were L3T4+ and 29% were Lyt2+), the footpad lesions appeared 

within 8 weeks of infection while the footpad lesions appeared within 4 weeks of infection in 

animals receiving 15x106 BSA-specific T cells, used as a control. The increase in footpad 

swelling was also less marked in animals transfered with anti-gp65 T cells compared to 

controls (Fig 4). 

Using the lirniting dilution assay, we confirmed that the adoptive transfer of anti-gp65 



specific T cells led to a significant decrease in the number of parasites in the footpads as 

compared with those obtained in the footpads of the control mice (Table 1). 

In contrast, when anti-gp65 specific T cells were maintained in culture for three weeks 

(exogenous IL-2 was added one week after recovering frorn the anirnals), the passive 

iranster o i  this population enriched in L3T4+ led to an exacerbation of ihe lesions. Cdi 

results, using the limiting ciilution assay, dernonstrate a substantial increase in the nuccdr 

of parasites in the lesions of the adoptively transferred mice as compared with mice receving 

T cell lines specific for an unrelated antigen (BSA) (Table 2). 

in vitro Induction of a intracellular killina of parasites bv anti-ap65 T Ivmphocvte 

supernatants. 

The interactions between L. amazonensis promastigotes, taken from stationnary phase 

culture, and normal resident mouse peritoneal macrophages in vitro were investigated at 

different periods of infection in the presence of the anti-gp65 T lymphocyte supernatants 

harvested 72 hr after antigenic stimulation of anti-gp65 T cells (see materials and methods) 

. In fact, macrophages were treated with the supernatant 1  hr before incubation with the 

prornastigotes. As shown in (Table 3) a significant decrease was seen, at 24 hr and 48 hr of 

infection, in the number of intracellular parasites per cell as compared to control. The 

percentage of infected macrophages decreased less significantly during the infection . 

Passive transfer ex~eriments with anti-ap65 sera. 

In order to analyze the rote of anti-gp65 antibodies, passive transfer experiments were 

carried out by injection into BALBIc mice of 0.2mllmice of anti-gp65 or anti-BSA sera one 

day before infection with I o 7  L. amazonensjs promastigotes in footpad. No effect of the 

anti-gp65 sera was o b s e ~ e d  as compared with the control group receving anti-BSA sera 

(Fig 5). 

H e l ~ e r  activitv of T cells frorn donor mice immunized with the a ~ 6 5  antiaen, 

The helper activity of the gp65-specific T cells, just after their recovering of animals, was 

tested after their transfer one day before infection with L. amazonensis promastigotes. The 

animals were bled every 7  days during the experimental infection and the levels of 

circulating gp65-specific antibodies were identified by S.R.1.A (see materials and methods). 
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The specific antibody response was significantly enhanced when the mice received 15x106 T 

cells frorn gp65 antigen-irnrnunized syngeneic donor rnice, cornpared with rnice receiving 

15x1 o6 T cells frorn syngeneic donor mice irnrnunized with BSA (Fig 6). 



It was demonstrated that the major surface antigen of Leishmania, Gp65, is able to induce 

appreciable levels of protection in BALBIc and CBA/ca mice (13). In the present study, the 

components of the humoral and cellular immune response induced in mice against the Gp65 of 

L. amazonensis promastigotes was anaiyzed by passive transfer experiments: 

a) passive transfer of anti-Gp65 sera failed to protect mice against an experimental 

infection with L. amazonensis. 

b) a reduction in the number of parasites per lesion of 50 to 60% was obtained when 

infected mice received the anti-Gp65 T cells just after recovering from gp65 immunized 

animals. 

c) in contrast, when infected mice were passively transferred with anti-Gp65 T cell lines, 

maintained in culture In vitro for three weeks, an exacerbation of footpad lesions was 

observed. 

Taken together, these results showed that, in the mouse model, the anti-Gp65 antibodies were 

not efficiently involved in the protective mechanisms. 

In an attempt to understand the protective effect of anti-Gp65 T cells observed in vivo, we 

have examined if these cells, upon an in vitro stimulation with fixed promastigotes of L. 

amazonensis, were able to produce lymphokines inducing the activation of infected 

macrophages. Our results showed that anti-Gp65 T cells produced lymphokines in response to 

stimulation with parasite antigens, and thus were able to activate the parasitized 

macrophages in vitro resulting in the killing of the parasite intracellular. 

These data demonstrate that the Gp65kDa possesses accessible epitopes capable of activating T 

cells; these T cells conferred an appreciable protective immunity against a challenge 

infection by L. amazonensis . 

A significant observation was the capacity of the transferred anti-Gp65 T cells to enhanced 

the production of the antibodies directed against the Gp65 during the L. amazonensis infection 

of BALBIc mice. The transfer of unrelated T lymphocytes population did not modify antibody 

production, confirming in vivo the requirement for the specificity of the T cells for the 

expression of helper activity. 



The reason why the anti-Gp65 T cells, rnentained three weeks in culture, induce an 

exacerbation of footpad lesions is unknown. 

Titus et al, have been dernonstrated that a L. major specific T cell line induced an 

exacerbation of lesions in infected rnice with L. major (7). 

Severai rvceni studies have dernonslrarej !ha; heizer T cc!l sfenes of +Y? i Z T 1  ?E?nor;ln? c :- 

be divided into two groups, designated Th1 and Th2, based on the lymphokine produced 

(8 ,22 ,23 ) .  

Scott et al, have been shown that a T cell line established against a protective antigenic 

fraction of L. major transfers protection equivalent to that obtained by active irnrnunization; 

while T cell line responsive to a non protective antigenic fraction of L. major not only failed 

to protect BALBtc mice against L. major infection but exacerbated the infection (10). 

It was proposed that the protective cell line displayed the Th1 property of secreting IL-2 and 

IFN-y. While the exacerbating line secreted IL-4 and IL-5, a characteristic of Th2 cells 

(10). Thus, on the basis of our observations, we suggest that the imrnunization of BALB/c 

rnice with the Gp65kDa antigen rnay preferentially lead to the developrnent of Th1 type cells. 

On the other hand, the stimulation in vitro of anti-Gp65 T cells with fixed prornastigotes of 

L. amazonensis rnay probably selecte the Th2 type cells. These two hypothesis must be 

verified by the analyze and the identification of the secreted lymphokines in vitro in the 

supernatant of these T cells. 

Because the T cells used in the experiments detailed in this report were populations, it will 

important to study the effect of cloned anti-Gp65 T cell lines on the developernent of lesions 

induced by L. amazonensis in BALBtc rnice. It will of importance to develope the two 

subsets,Thl and Th2, of anti-Gp65 T cells which can permit a dissection of the rnechanisrns 

involved in the T cell-rnediated protection or exacerbation of footpad lesions induced by L. 

amazonensis in BALB/c rnice. 
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Table 1 

Effect of the transfer of anti-Gp65 T lymphocytes, just after recovering from t h 2  

animals, on the course of footpad lesions in mice infected Dy L. amazonensis. 

Transfer of Parasite numberliesion 

BALBIc rnice (5/group) were infected by s.c injection of l o 7  stationary phase 

prornastigotes of L. amazonensis into the right footpad, 24h after the transfer of 15x106 

anti-gp65 T cells. Control rnice received the sarne nurnber of anti-BSA T cells. The 

number of parasites in infected rnouse footpads was estirnated according to the methode of 

Titus et al. (21). The nurnber of parasites in lesions was calculated frorn the frequency of 

parasites and the weight of infected footpads. 



Table 2 

Effect of the transfer of anti-Gp65 T cell lines, after three weeks of culture, on the 

lesions induced in BALE/c rnice by L. arnazone~sis prornastigotes. 

.................................................... 

Trensfes of = ~ - T ~ V , : ~ ~  p ~ m ~ ç y j ~ û ~ i 3 p  

Anti-Gp65 T cells 9x1 0 6 ~ x 1  o6 

Anti-BSA T cells 2x1 06& 6x1 o5 

Developrnent of L. amazonensis lesions in BALB/c mice (5/group) following transfer of 

anti-gp65 T cell lines (107 cells) and infection with 107 stationary phase prornastigotes 

of homologous parasites. Control mice received I o 7  cells of anti-BSA T cell lines. The 

number of parasites in infected mouse footpads was estimated by the method of Titus et al. 

( 2 1 ) .  



Table 3: 

Effect of the anti-gp65 T cell supernatants on the survival of L. amazonensis 

promastigotes in normal mouse resident peritoneal macrophages. 

macrophages % of infected parasite Nb11 00 

preincubated macrophagesa cellsa 

with 24 h 48 h 24h 48h 

supernatantC 42% 72% 110 230 

Control 

- 

a): Normal mouse resident peritoneal macrophages were infected In vitro with L .  

amazonensis promastigotes (5 parasitelceIl ratio). After 24 or 48 hr of incubation over 

500 cells were counted to determine the percentage of infected macrophages and the 

number of parasites per 100 cells. 

b): macrophages were treated with anti-gp65 T cell supernatants 1 hr before infection. 

Supernatants were obtained from anti-gp65 T lymphocytes cultured 5 days In vitro in the 

presence of glutaraldehyde fixed promastigotes. 

C): macrophages infected in the presence of anti-gp65 T lymphocyte supernatants 

stimulated with unrelated antigen such as S. mansoni antigen. 



LEGEND OF FIGURES 

Figure 1: 

SDS-PAGE Analysis of the gp65 antigen purified frorn a crude homogenate of L. amazonensis 

promastigotes. 

Figure 2: 

Western blot analysis of SDS-soluble L. amazonensis promastigote proteins probed either 

with gp65 antisera (lane A) or with normal mouse sera (lane B). 

Figure 3: 

In vitro proliferative response of T lymphocytes from mice immunized with the gp65 

purified antigen, after stimulation with various concentrations of fixed promastigotes L. 

amazonensis . 

Figure 4: 

Development of L. amazonensis induced lesions in BALBIc rnice following the transfer of 

15x106 T cells from previously gp65 imrnunized mice ( $ ). Control mice received the same 

number of anti-BSA T cells ( ). A total of l o 7  stationary phase promastigotes of L .  

amazonensis were inoculated subcutaneously into the right footpad. Footpads were measured 

weekly with a direct-reading vernier caliper. Values are means~s.d for 5 mice per group. 

Figure 5: 

Development of L. amazonensis lesions in BALB/c rnice after transfer of anti-gp65 mouse 

sera ( + ) or anti-BSA rnouse sera used as controls ( tj ) and infection with 107 

parasites of L. amazonensis. Values are means~s.d for 5 mice per group. 

Figure 6: 

Helper effect of anti-gp65 T cells on anti-gp65 antibody production in infected mice. SRlA 

using gp65 antigen and mouse sera obtained at various times postinfection, after passive 

transfer of 15x1 o6 anti-gp65 T cells, just after recovering from the animals ( ) or 

15x1 06 of anti-BSA T cells used as controls ( f ). 
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DISCUSSION 

Nous avons souligné au cours de l'introduction de ce mémoire, le paradoxe que 

représentent la survie et la multiplication des leishmanies à l'intérieur des macrophaaes, 

celiules cont l'une ues fonctions est justement ae phagocy'ter les particules errangkru; a 

l'organisme. i'znaiyçs cc  ia reiaiicn nc?e ?i;r:sk;e-pztrcsi~u passa ssnc ;ar Urie &icd? -.;4 

mécanismes qui gouvernent d'une part l'étape d'adhésion et de pénétration du parasite dans le 

macrophage et d'autre part sa survie intracellulaire. 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à un antigène majeur de surface des 

promastigotes de plusieurs espèces de Leishmania, la gp65, décrit par différents auteurs 

(Fong D. et al., 1982) (Lepay D.A. et al.. 1983) (Gardiner P.R.  et al.. 1984) (Etges R ? f  

al., 1985). 

L'expression de cet antiaène au cours de la différenciation du parasite ainsi que son 

rôle dans l'adhésion et la survie intracellulaire ont fait I'obiet de la première partie de notre 

Iravail. L'intérêt  rése enté par cette molécule nous a conduit dans un deuxième t e m ~ s  a 

étudier la réponse immunitaire cellulaire et humorale susc 
. , 
itee chez la souris contre cet 

antiaène. 

1. Rôle de la a ~ 6 5  au cours de l' infection. 

Au cours de ce travail, nous avons démontré qu' il est possible en utilisant un milieu 

et des conditions de culture définis d'obtenir une croissance des leishmanies parfaitement 

reproductible avec des stades de culture bien individualisés. 

L'analyse de l'interaction in vitro entre les promastigotes de L. braziliensis et L. 

amazonensis et les macrophages péritonéaux de souris, démontre un développement 

séquentiel de I'infectivité des promastigotes au cours de leur maturation en culture. La 

génération de formes infectieuses est restreinte aux organismes de phase stationnaire de 

culture. Ces résultats sont supportés par ceux observés chez d'autres especes de Leishmania 
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(Sacks D.L.et al., 1984) (Rizvi F.S. et al., 1985). Le développement séquentiel de 

promastigotes de L. braziliens~s et L. amazonensis, d' un stade non infectant à un stade 

infectant, devrait se produire in vivo chez 1' insecte vecteur, comme cela a été observé avec 

d'autres espèces de Leishmania (Sacks D.L. et al., 1984) (Sacks D.L. et al., 1985). 

L'apparition progressive de parasites infectieux en cülture est s z c s r r x g v r  zar _ . 

in?.izc?py,: 2,:tl3~r1>:~3 ' s t r ;  31* t . - 7  ~x~T?~,sIo; !  :r,:zisssnIe a a3 r-i-312s gr! 2;;i:ope i?Ccni.~J 

à la surface du parasite par un anticorps monoclonal (IgM) VD5125 anti-Gp65, produit 

contre un extrait antigénique de L. braziliensis . L'utilisation de cet anticorps monoclonal 

anti-Gp65, nous a permis de démontrer que le phénomène d'exnression croissante de la ap65 

de surface des p romastiaotes de L. braziliensis se retrouve chez toutes les espèces d e  

L e s  i hm a ni a du nouveau monde. responsables des leishmanioses cutanées et mucocutanées. 

II semble qu' il existe, selon les espèces étudiées, deux mécanismes de modification 

antigénique de surface associés au développement du promastigote vers la forme infectieuse: 

- Le premier mécanisme consiste en l'apparition de nouveaux composants antigéniques à la 

surface du promastigote infectieux de phase stationnaire de culture. Ainsi, il a été démontré 

que, dans le cas de L. major un antigène de 11 6 kDa, et de 63 kDa dans le cas de L. chagasi 

etaient présents uniquement à la surface du promastigote infectieux de la phase stationnaire 

de culture et non pas de celui de la phase exponentielle (Sacks D.L. et al., 1985) (Rizvi F.S. 

et al., 1985). 

- Le deuxième mécanisme est illustré par une expression croissante d'un é ~ i t o ~ e  deia ,.. 

présent à la surface de ~romastiaotes moins infectieux de ohase exponentielle de culture. Ce 

mécanisme est décrit dans notre travail chez les parasites de L. braziliensis. L. mexicana. L. 

amazonensis. L. oanamensis. L. auvanensis. L. oeruviana, 

D'autres études ont également démontré, en utilisant un anticorps monoclonal, qu' au 

cours de la transformation d'amastigotes de L. amazonensis en promastigotes, l'expression 

d'un antigène majeur de surface augmentait fortement; cet antigène correspond probablement 

à l'antigène majeur de surface, gp65 (Fong D. et al., 1982). 



Ainsi. l'expression de cet antiaène de surface. la ap65. semble auamenter de facon 

les stades de d çontinue dans tous évelopoement de Leishmania de la forme amastiaote iu- 

gromastiaote infectieux chez aui I'exoression de ao65 est maximale, 

Un rôle central de la gp65, dans l'établissement du parasitisme intracellulaire a été 

décrit dans piusieurs érsacs. Lz pluaarr 23 ces travaux cnt mis en eviaence i'~rnplicat!or 

cer ûnr;qepe ccn3 !i p:2:s (22 :u'n~fr3!!3:: e: i.o:ârnn,vnt d a n s  l'eî;-.cr~sri ;ss rzras~tss ' : 

surface des macrophages. La gp65 joue un rôle clé dans ces interactions, comme nous I'avûns 

développé dans l'introduction, par le biais des récepteurs pour le troisième composant du 

complément (C3) (Mosser D.M. et al., 1985) et le récepteur fucose-mannose (Blackwell 

J.M., 1985) présents à la surface des macrophages. Par ailleurs, l'attachement de 

Leishmania au macrophage peut être inhibé par des anticorps anti-fibronectine (Fn) ce qui 

démontre l'implication de cette molécule de surface des macrophages dans I'adhésion du 

parasite (Wyler D.J. et al., 1985). 

Dans le même contexte, il a été démontré que des anticorps polyclonaux ou 

monoclonaux anti-Fn reconnaissent la gp63 de L. chagasi et un anticorps monoclonal 

anti-fragment 15kDa de Fn, contenant la séquence peptidiqueWArg-Gly-Asp-Ser" RGDS, 

reconnait aussi la gp63 de L. chagasi ; ceci a été confirmé par l'utilisation d'un anticorps 

monoclonal produit contre la séquence synthétique RGDS (RIZVI F.S. et al., 1988). Les mêmes 

auteurs ont démontré que l'attachement de L. chagasi est partiellement inhibé in vitro par 

les mêmes anticorps anti-Fn ou anti-RGDS ou en saturant les récepteurs Fn du macrophage 

avec différentes séquences peptidiques contenant RGDS. 

L'ensemble de ces données démontre I'impliçation de la ap65 dans I'adhésion du parasite au 

macrophaae. 

Alors que l'implication de la gp65 dans I'adhésion du parasite au macrophage apparait 

bien documentée, sa contribution à la survie intracellulaire du parasite dans le macrophage 

reste plus obscure. 

Nous avons démontré aue le traitement de ~romastiaotes de L. braziliensis ou L. 

amazonensis Dar I'anticorss monoclonal VD5125 ant i-G~65. inhibe fortement la survie 



intracellulaire des promastiaotes infectieux in vitro , 

Plusieurs études ont démontré que les promastigotes de différentes espèces de 

Leishmania activent le complément de sérum humain normal et fixent à leur surface le C3; 

cette activation peut induire la lyse de parasites à des concentrations élevées (40%) de 

sérun tandis q u '  5 d s  faibles cDnc2nrra!rons (IO/i), 12 f~xation de LV xnaui :  à augxc .CF 

l'attachement e l  la penétration au pz:asitr au maero3hage (Pearson R.E. tr ai., : f ' :: 

(Mosser D.M. et al., 1984) {klosser D.M. et a/., 1986). 

Une autre étude a démontré une corrélation entre la fixation du (C3), le troisième 

composant du complément, et la survie intracellulaire de parasites de L. major dans les 

macrophages infectés suggérant ainsi l'implication du C3 dans la survie des parasites à 

l'intérieur des macrophages. Ce phénomène est attribué en partie à une diminution de 

l'amplitude de l'activité respiratoire des macrophages declenchée par la présence de parasites 

enrobés par le C3 (Mosser D.M. et al., 1987). Or une homologie structurale entre le C3 et la 

gp63 de L. mexicana a été mise en évidence; en effet, la gp63 contient le triplet RGD acides 

aminés présents aussi dans le C3 (Button L.L. et al., 1988) (Wright S.D. et al., 1987) 

(Russell D.G., 1987). Cette région de la gp63 ou du C3 est reconnue par le récepteur CR3 du 

macrophage (Russell D.G. et al., 1988). L 'ép i to~e de la ap65 reconnu Dar I ' a n t i c o r ~ ~  

monoclonal VD5125 pourrait se trouver dans la réaion commune de la a ~ 6 5  avec le C3 et 

représenter un élément essentiel pour la survie intracellulaire du parasite. 

Le mécanisme par lequel la gp65 peut contribuer à la protection des parasites contre 

les activités hostiles de cellules hôtes n'est pas encore connu. Néanmoins, l'activité 

enzymatique de la gp65, pourrait être un facteur de protection des parasites au sein des 

phagolysosomes de macrophages infectés (Etges R. et al., 1986). En effet, la protéase qui est 

résistante à la protéolyse et active à la surface du promastigote peut rapidement dégrader les 

enzymes de l'hôte présentes dans la vacuole des phagolysosomes et par conséquent inactiver la 

capacité microbicide du macrophage. 

En conclusion. il est clair que la ap65 dont l'expression s'accroit avec la maturation 

du pa rasite et I'acau isition du pouvoir infectieux ioue un rôle central dans l'infection. d'une 
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ns l'adhésion du parasite au macrophaae en particulier arâce a sa st part da ructure 

"Fibronectine-Like". d'autre Dart dans la survie intracellulaire du parasite par le biais de 

l'homoloaie structurale avec le C3 du complément ou encore via son activité protéasiaue. 

L'antigène majeur de surface de différentes espèces de Leishmania, ia gp65, est t;sç 

immunogène chez l'homme et d'autres animaux. La présence d'anticorps spécifiques de la 

gp65 dans les sérums de malades atteints de différentes formes de leishmanioses a été bien 

établie. Ces anticorps ne sont pas protecteurs contre le parasite (Lepay D.A. et al., 1983) 

(Misle J.A. et al., 1985) (Colomer-Gould V .  et al., 1985). Mais on sait peu de choses de la 

réponse anti-gp65 à médiation cellulaire et de son rôle dans l'immunité protectrice. 

L'abondance de la gp65 à la surface de Leishmania, sa conservation entre les différentes 

espèces de Leishmania, son immunogénicité ainsi que son rôle biologique très important dans 

l'infection, ont fait, pour nous, de cette molécule un antigène de choix pour étudier la réponse 

immunitaire chez la souris. 

Récemment, Russell et al. ont démontré qu' une protection appréciable peut être 

obtenue, chez des souris BALB/c et CBA/ca, par immunisation directe avec la gp63; cette 

protection semble être due à l'établissement d'une immunité à médiation cellulaire (Russell 

D.G. et al., 1988). Au cours de notre travail, nous avons démontré que le transfert passif de 

sérums monospécifiques anti-Gp65 est incapable de conférer une protection à des souris 

BALB/c infectées par L. amazonensis. Par contre, le transfert passif de cellules T anti-Gp65 

de L. amazonensis juste après leur recueil, à des souris syngéniques infectées 24 hr plus 

tard, entraîne une diminution de la taille des lésions de l'ordre de 50%; le nombre de 

parasites par lésion, déterminé par la technique de dilution limite, est diminué aussi de 60 à 

65% en comparison avec des souris témoins ayant reçu des lymphocytes T sensibilisés contre 

la sérum albumine bovine. 
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En revanche, le transfert passif de lymphocytes T anti-Gp65, maintenus en culture in 

vitro pendant trois semaines, à des souris syngéniques infectées 24hr plus tard entraîne une 

exacerbation des Iésions induites par L. amazonensis . 

Ces résultats s'inscrivent dans la ligne des recherches actuelles montrant I'existence 

de  sous-populations de Iyrnpriocijias T de pnSnotypz L3T4+ à astivii6s an?acjijnzsii?ç. Cc- 

é t ~ d e s  rjcentes cnt rlkrx~ntr6 que les I::rnphccjres 7" "help2r" de pnenGr:-,a iST4- cn2z id 

souris peuvent être divisés en deux sous-populations en fonction des lymphokines qu' ells 

secrètent; les cellules qui produisent de l'IL-2 et I'IFN-y sont appelées Th1 tandis que celles 

qui secrètent l'IL-4 et l'IL-5 sont désignées comme Th2 (Mosmann T.R. et al., 1986). 

Dans le cas de la leishmaniose, il semble que les cellules de type Th1 soient des 

cellules protectrices Tp, (Thl=Tp), et que les cellules de type Th2 soient "exacerbatrices" 

Te (Th2=Te) dans le sens où elles sont responsables d'une aggravation de la maladie (Locksley 

M.R. et al., 1987). 

Dans ces conditions, on peut supposer que d'une Dart. les Ivmphocvtes T protecteurs 

anti-Gp65. transférés iuste aorès leur recueil. sont maioritairement des cellules de t v ~ e  

Th1 et que d'autre  art la culture in vitro a sélectionné des cellules T exacerbatrices 

"su~pressives" de tvDe Th2. Ces hvpothèses méritent d'être vérifiées Dar l'identification des 

Ivmphokines produites par ces Ivrnphocvtes T anti-Gp65. 

Les conditions qui gouvernent l'induction de ces deux types de lymphocytes T de 

phénotype L3T4+, en I'occurence Thl=Tp et Th2=Tp, sont inconnues. La question de 

I'existence ou non de répertoires antigéniques distincts pour ces deux sous-populations reste 

entière. 

Scott et al. ont sélectionné parmi un extrait total de L. major, deux fractions l'une 

induisant une protection, l'autre non après immunisation active. Le transfert passif des 

cellules T spécifiques de ces deux fractions induit respectivement les mêmes effets que 

l'immunisation active, la protection étant liée à des cellules Thl ,  l'aggravation des lésions à 

des cellules Th2. Ceci semblerait indiquer que l'antigène lui-même influence la sélection de 

cellules Th1 ou Th2 (Scott P. et al., 1987). 
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Cependant, le rôle crucial de la présentation de l'antigène est évident puisque le même 

antigène injecté par voie intraveineuse i.v ou sous-cutanée s.c induit une réponse cellulaire 

médiée, respectivement, par des cellules T protectrices de type Th1 ou par des cellules 

exacerbatrices de type Th2 (Liew F.Y. et al., 1985b). 

pans ce contoxra. les r4s~it;ats ok !~nus csî,ceinant 13 reFonse i ûnIi-;!s5S I-7 _: 

arnenent a envisager les perspectives de travaii suivantes: 

1-) Etudier in vivo après immunisation par de la gp65 suivant différentes voies ou in vitro 

après différents modes de restimulation la réponse T anti-gp65 et ses conséquences sur le 

déroulement de I'infection. Les lymphokines produites après activation de ces lymphocytes T 

seront analysées. 

2-) Si comme certaines expériences le suggèrent, les deux types de cellules T L3T4+ (Thl,  

Th2), peuvent reconnaître des épitopes différents, il serait très important de réaliser une 

analyse des épitopes de I'antigène gp65, de façon à sélectionner le ou les épitopes qui peuvent 

induire une immunité protectrice médiée par des lymphocytes T de type Th l .  L'analyse 

épitopique de la gp65 peut être effectuée en utilisant des peptides synthétiques de cette 

molécule. 

Une attention particulière sera apportée à l'analyse de la réponse immunitaire 

vis-à-vis de la séquence peptidique "RGDS" qui est commune entre la fibronectine et la gp65 

et impliquée dans l'adhésion de Leishmania au macrophage. 

En conclusion. ce travail a Dermis d'une part. de mettre en évidence une corrélation 

entre le dévelop~ement séauentiel in vitro et in vivo de   ara sites infectieux de L .  

braziliensis ou L. amazonensis. et l'expression croissante de I'antiaène maieur de surface de  

Leishmania . la ap65. Le rôle de cet antiaène dans l'infection semble s'exercer au niveau de la 

Survie intracellulaire du parasite, 

D'autre part. l'analyse de la réponse immunitaire susc . , [tee chez la souris contre la 

gg65 démontre au' une protection peut être obtenue dans certaines conditions Dar le transfert 

de cellules T anti-Gp65. alors que la réponse immunitaire humorale ne semble DaS 

im~ l i aué& 



r ' l  i n i  n ' n  r q-a i 

imsortant sour la vaccination vis-à-vis de la leishmaniose et aue d'autre Dart cet antiaène 

constitue un excellent modèle ~ o u r  étudier les conditions d'induction des sous-~osulation T 

helper. 
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