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Introduction

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou Maladie du Sommeil, parasitose à 

transmission vectorielle, demeure un problème majeur de santé publique dans les régions de 

l’Afrique sub-saharienne (Simarro et al., 2012). Elle a décimé les populations durant le siècle 

dernier en Afrique noire. La première approche descriptive de la trypanosomose dans le contexte 

de la maladie du sommeil fut réalisée vers le XIVème siècle mais le diagnostic formel est fait 

dans les années 1840 par  Clarke. La THA a été à l’origine de 3 épisodes d’épidémie avec des 

grandes vagues épidémiques dont la plus redoutable reste celle des années 1920. Après les 

remarquables travaux de Jamot, la maladie semblait être neutralisée, ainsi, la trypanosomose était 

devenue au fil des années une maladie négligée et oubliée. 

Cependant, les instabilités, les abandons des programmes de lutte contre les grandes 

endémies, les troubles militaro-politiques et autres mouvements de population ont 

particulièrement désorganisé le système sanitaire, engendrant une réémergence de cette maladie. 

Elle présente un taux de prévalence non négligeable avec 70 millions de personnes exposées, 

affectant annuellement à la fin du XXème siècle 350 000 à 500 000 malades avec 150 000 morts 

(Brun et al., 2010 ; Kennedy et al., 2013). Les efforts entrepris depuis, ont entrainé une 

diminution du nombre de malades, estimé à 10-20 000 cas rapportés par an (Simarro et al., 

2011). Ces chiffres ne représentent que la partie émergée de l’iceberg car seules environ 10% des 

personnes exposées bénéficient d’une surveillance active dans les foyers, par manque de moyens 

des services sanitaires des pays concernés (Malvy et Chappuis, 2011).  En outre, la THA pose de 

nombreux problèmes au niveau du diagnostic et du traitement car le diagnostic présente encore 

des difficultés et les molécules disponibles (dont un dérivé de l’arsenic) sont toxiques, anciennes 

et parfois inefficaces. Les parasites du genre Trypanosoma affectent initialement le bétail et 

d’autres espèces animales ; l’espèce humaine et certains primates présentent une résistance 

naturelle aux trypanosomes. Cette résistance est due à la présence d’un facteur lytique (Hager et 

al., 1994), le TLF (Trypanosome Lytic Factor)-1, retrouvé dans le sérum et contenant

l’apolipoprotéine A-1 (APoL-1), et l’haptoglobin-related protéine (HPR). L’ApoL-1, une fois 

absorbée à l’intérieur du parasite, forme des pores dans la membrane des organites (vacuoles, 

lysosomes) parasitaires, provoquant ainsi la lyse du trypanosome chez l’homme (Vanhamme et 

al., 2003 ; Uzureau et al.,  2013). Deux parasites du complexe brucei à savoir Trypanosoma 

brucei gambiense (T. b. gambiense) et Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense) ont 
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réussi à élaborer un mécanisme d’échappement pour contourner l’ApoL-1 afin de franchir la 

barrière d’espèce et infester l’homme. 

L’infection de l’hôte par des trypanosomes, protozoaires extracellulaires, déclenche une 

réponse immunitaire importante de l’hôte. Le parasite se développe dans un premier temps au 

niveau du chancre d’inoculation puis dans la lymphe, le sang, et divers tissus tels que le 

myocarde avant de gagner le système nerveux central aboutissant à la cachexie sommeilleuse 

(d’où le nom de  maladie du sommeil) et à la mort. Le système immunitaire est donc largement 

sollicité depuis la formation du chancre jusqu’à la cachexie sommeilleuse.

La co-évolution des parasites T. b. gambiense et T. b. rhodesiense avec leur hôte a permis 

aux parasites d’élaborer une série d’autres mécanismes d’échappement au système immunitaire. 

Le phénomène de la variation antigénique, par renouvellement de la glycoprotéine de surface 

parasitaire, constitue le mécanisme d’échappement majeur du parasite à la réponse immunitaire 

de l’hôte, lui permettant de contourner une réponse efficace des anticorps. Cette glycoprotéine 

variable de surface est également à l’origine de l’inhibition de  la lyse induite par le complément. 

En plus, les trypanosomes ont développé un autre mécanisme par la sécrétion d’un facteur TLTF 

(Trypanosome-derived Lymphocyte-Triggering Factor),  qui active la production d’interféron- !

(IFN-  "! #$%! &'(! )*+#,-.*/'(! 0123 ; l’IFN-  4! 5! (-6! /-7%4! (/8+7&'! &$! .%-8(($6.'! 97! #$%$(8/'!

(Hamadien et al., 1990). La fixation des régions Fc des anticorps, mise en évidence dans la 

trypanosomose à Trypanosoma musculi (Vincendeau et Daëron, 1989), complète la liste des 

multiples mécanismes d’échappement mis en jeu par les trypanosomes. Enfin, l’induction de la 

voie de l’arginase macrophagique, enzyme catalysant la biosynthèse des molécules nécessaires à 

la croissance des trypanosomes (Gobert et al., 2000), constitue à la fois un mécanisme  

indispensable à la multiplication du parasite et un mécanisme inhibant la production de 

molécules microbicides. En effet, l’arginase partage avec la iNOS le même substrat, l’arginine. 

La iNOS catalyse l’arginine en citrulline et NO, un radical libre cytotoxique très efficace sur de 

nombreux agents pathogènes dont les trypanosomes (Vincendeau et Daulouède, 1991 ;

Vincendeau et al., 1992). Ainsi, l’induction de l’arginase par le parasite inhibe ou diminue la 

production de NO, ce qui permet aux parasites d’échapper à l’effet de NO et de bénéficier de 

l’ornithine, produit du catabolisme de l’arginine via la voie de l’arginase. Des travaux 

préliminaires sur l’implication de la voie arginase dans l’échappement du parasite ont été réalisés 

avec le modèle murin et les  espèces T. b. gambiense et T. b. brucei (responsable de 

trypanosomoses animales). Gobert et al. en 2000 ont montré in vivo que les macrophages 

péritonéaux des souris infectées avec T. b. brucei présentent une activité arginase élevée. Ils ont 

aussi observé une prolifération de ce parasite dans le péritoine,  très réduite par l’injection d’un 
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inhibiteur de l’arginase et d’arginine. Cependant, le modèle expérimental murin et la majorité 

des parasites du complexe brucei sont à l’origine d’une infection aiguë chez la souris, ce qui ne 

permet pas d’évaluer dans le temps les différentes étapes de la voie de l’arginase. En outre, la 

présence de la Glycoprotéine Variable de Surface (VSG) à l’origine du mécanisme 

d’échappement majeur interfère ou masque l’effet de la voie de l’arginase, d’où l’intérêt de nos 

travaux orientés sur la caractérisation, dans un modèle parasitaire évoluant chez son hôte naturel, 

d’une voie immunomodulatrice impliquant l’arginase dans les trypanosomoses.
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Figure N° 1 : Répartition géographique de la THA et statut épidémiologique des pays (Simarro 

et al., 2011) 
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I. Revue Bibliographique

Nous verrons successivement :

- La THA, sa répartition géographique, son agent pathogène, ses vecteurs et sa 

symptomatologie clinique, son diagnostic et son traitement ;

- L’immunologie de la THA, après un rappel immunologique ;

- L’arginase : localisation,  structure,  fonctions et  exemples de pathologie où elle est 

impliquée. 

1.1 La Trypanosomose Humaine Africaine 

La THA ou maladie du sommeil, provoquée par T .b. gambiense et T. b. rhodesiense,

transmis par la mouche tsé-tsé, est rivée en Afrique subsaharienne par les nécessités climatiques 

de ses vecteurs (Fig. 1). Sa symptômatologie est peu évocatrice au début, plus typique à la fin, 

avec des troubles du sommeil caractéristiques. Son diagnostic et son traitement sont déliquats. 

1.1.1 Répartition géographique

La maladie du sommeil menace des millions de personnes dans 36 pays d’Afrique 

subsaharienne. Elle est  rencontrée uniquement entre les 15ème degrés de latitude Nord et Sud du 

continent africain, de la côte atlantique à l’océan indien, aire de distribution des glossines ou 

mouches tsé-tsé, uniques vecteurs des trypanosomes. 

Environ 70 millions de personnes réparties sur une surface de 1,55 million de km2 sont

estimées « à risque » de contracter la THA (Simarro et al., 2012). 

La République Démocratique du Congo et la République Centrafricaine sont les pays où 

la trypanosomose épidémique présentent une forte prévalence et un niveau de transmission 

élevée, ces pays ont déclaré plus de 1000 nouveaux cas par an et la RDC concentre 83% des cas 

signalés en 2012. Viennent ensuite, le Tchad suivi de l’Angola, le Soudan, l’Ouganda, qui 

notifient entre 100 à 1000 nouveaux cas par an (Simarro et al., 2011 ; Hartl et al., 2013).

Un 3ème groupe de pays présente une prévalence moins élevée mais en augmentation 

constante. Il s’agit du groupe constitué du Cameroun, du Congo, de la Côte d’Ivoire, des deux 

Guinées (Conakry et équatoriale), du Mozambique, de la Tanzanie, du Kenya et de la Zambie, 

présentant moins de 100 nouveaux cas par an. Quelques pays ont un statut épidémiologique 

inconnu à ce jour, ou n’ont pas présenté des nouveaux cas depuis une décennie. Il s’agit : du 

Burundi, du Botswana, de l’Ethiopie, du Liberia, de la Namibie, du Rwanda, du Sénégal, et de la 

Sierra-Leone (Simarro et al., 2011). Par ailleurs, la situation n’a pas beaucoup changé de 2010 à 
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Figure N° 2 : Classification des trypanosomes (Vickermann et al., 1985)
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2013 avec quelques modifications épidémiologiques pour certains pays. Une grande partie des 

personnes touchées vivent dans des régions reculées surtout dans les zones rurales, et n’ont 

qu’un accès limité aux services de santé appropriés. Ceci fait obstacle à la surveillance, et par 

conséquent au diagnostic et au traitement des patients. Par ailleurs, pour la première fois en 

1999, des foyers urbains et périurbains sont identifiés à Kinshasa (RDC) (Bilengue et al., 2001). 

Des cas de THA d’importation ont été découverts sur des expatriés belges, allemands et français 

(Clerin et al., 2012).

En outre, le déplacement des populations, la guerre et la pauvreté sont d’importants 

facteurs favorisant une transmission accrue de la maladie et modifiant sa répartition 

géographique du fait de systèmes de santé affaiblis, ou inexistants. 

Dans cette zone, la maladie est caractérisée par des foyers endémiques avec de temps en 

temps une évolution sur le mode épidémique. Elle est rarement retrouvée de manière endémique 

au niveau de grandes étendues géographiques. Les foyers de la THA ne recouvrent pas 

l’ensemble de la zone sub-saharienne ; ils ont généralement des localisations très précises et 

souvent bien circonscrites, qui correspondent aux lieux de vie des vecteurs, les tsé-tsé, leurs 

limites dépendent de l’existence de conditions (biotiques et abiotiques) favorables au 

développement de ces vecteurs et à l’apparition ou au maintien de la maladie. En 1998, on 

comptait  plus de 250 foyers actifs en Afrique subsaharienne, dans la «ceinture de la mouche tsé-

tsé » (OMS, 1998). 

1.1.2 Agent pathogène

1.1.2.1 Systématique

Très répandus dans la nature, les trypanosomes parasitent de nombreux vertébrés, 

poissons, amphibiens, reptiles, oiseaux, mammifères et même les plantes. Tous ne sont pas 

pathogènes. Il en existe deux grands groupes (Fig. 2) :

Les Stercoraria, transmis par les déjections du vecteur. Le plus connu est 

Trypanosoma cruzi, agent de la trypanosomose américaine, dont le vecteur est une punaise 

appartenant à la famille des Reduviidae. Trypanosoma cruzi, chez l’hôte vertébré, comprend 

des formes extracellulaires et des formes intracellulaires. Un autre parasite, Trypanosoma 

musculi, est un parasite naturel de la souris, à developpement extracellulaire, dépourvu de 

VSG. Son cycle naturel comporte deux hôtes : un hôte intermédiaire, la puce, et un hôte 

définitif, la souris. La transmission s’effectue par ingestion des excréments de la puce ou de 

puce entière (Deane et al., 1969 ; d’Alesandro et al., 1970). Après contamination, la 
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parasitémie apparaît après 4 jours, la phase de prolifération exponentielle se développe entre 

J7 et J9 suivie d’un plateau entre J11 et J16 et enfin d’une phase d’élimination, la 

parasitémie durant environ 3 semaines (Derothe et al., 1999). Le cycle se perpétue quand les 

puces se nourrissent d’un repas sanguin sur la souris parasitée. Le cycle de T. musculi et 

celui de Trypanosoma lewisi parasite naturel du rat sont superposables. Après élimination du 

trypanosome dans le sang, un faible nombre persiste et se multiplie dans les vasa recta des 

reins (Viens et al., 1992) pendant le reste de la vie de la souris. 

Les Salivaria, dont la transmission se fait par piqûre. L’exemple type est le complexe 

brucei qui comprend 3 espèces transmises par la mouche tsé-tsé. 

Les parasites du complexe brucei sont des protozoaires extracellulaires (Fig. 3) chez 

l’hôte vertébré. Il existe trois espèces identiques d’un point de vue morphologique.

- Trypanosoma brucei brucei, parasite du bétail et des carnivores domestiques, responsable 

d’une trypanosomose animale appelée Nagana. 

- Trypanosoma brucei gambiense, agent de la maladie du sommeil dans sa forme chronique 

en Afrique de l’Ouest et en Afrique centrale. Il n’est théoriquement pathogène que pour 

l’homme. Il est responsable de 95% de cas de THA (OMS, 2013).

- Trypanosoma brucei rhodesiense est l’agent d’une anthropozoonose. Présent en Afrique 

de l’Est, il est responsable chez l’homme d’une forme particulière de la THA dont 

l’évolution clinique est aiguë. Il est responsable de 5% de cas de  THA (Hartl et al., 2013). 

L’inquiétude révèle le fait que les zones se recoupent avec un risque d’apparition des formes 

hybrides.
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Figure N° 3 : T. b. gambiense dans le sang (Laboratoire de Parasitologie, Université de 

Bordeaux 2)
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1.1.2.2 Architecture,  particularités biologiques et métaboliques des trypanosomes

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés fusiformes, mis en évidence chez 

l’homme dans le sang, les ganglions, le liquide céphalo-rachidien, très mobiles à l’état frais. La 

coloration permet de visualiser un noyau central et un point postérieur à côté duquel part le 

flagelle (d’où son nom « kinétoplaste », donné à cet organite, qui représente en fait le noyau de 

la mitochondrie). )'7%! /$8&&'! :$%8'! 9'! ;<! 5! =<! >+! 9'! &-6?! '/! ;4@! 5! A4@! >+! 9'! &$%?'B! T. b. 

gambiense, T. b. brucei  et T. b. rhodesiense sont indistinguables morphologiquement. Des 

techniques de PCR permettent de les différencier.

 Architecture cellulaire et cytosquelette  

Les trypanosomes ont un corps en forme de croissant très effilé, renfermant un gros 

noyau central. Au voisinage du kinétoplaste/mitochondrie, part un long filament, le flagelle, qui 

borde latéralement le corps cellulaire en déterminant la formation d'une membrane ondulante, et 

se prolonge en avant du parasite (Fig. 4). 

Les trypanosomes sont soumis à des contraintes environnementales très fortes, car ils 

doivent obligatoirement se développer au sein de deux organismes (la mouche tsé-tsé et l'hôte 

mammifère). Les variations morphologiques sont accompagnées par des adaptations 

spectaculaires du revêtement de surface et du métabolisme. Lors de son cycle cellulaire, le 

parasite doit aussi répliquer ses organites (noyau, mitochondrie, flagelle) et les répartir entre les 

deux cellules filles. Tous les changements morphologiques, ainsi que la réplication et 

redistribution des organites, impliquent l'utilisation de moteurs moléculaires, comme les 

kinésines et les dynéines. Le génome du trypanosome comprend 58 gènes codant pour des 

kinésines.  Il est constitué d’une seule mitochondrie qui s’étend tout au long de la cellule. 

Les organites tels que la mitochondrie, le Golgi, le flagelle, le corps basal et le 

kinétoplaste sont présents en exemplaire unique dans la cellule. Ils sont connectés via les 

microtubules. Il est donc clair que les réplications et ségrégations de tous ces composants seront 

étroitement liées. En outre, le parasite dispose de pools génétiques différents, les matériels 

génétiques du noyau et ceux du kinétoplaste/mitochondrie (Woodward et al., 1990).

 Flagelle 

Le trypanosome est un modèle de choix pour l’étude du flagelle puisque sa structure de 

base est conservée. Le flagelle est un organite plurifonctionnel nécessaire à la survie du  parasite 

au sein des divers environnements qu’il rencontre lors de son  cycle de développement. Outre 

son rôle moteur, il permet à la cellule de s’attacher à l’épithélium des glandes salivaires de 
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Figure N°4 : Morphologie générale d’un trypanosome (Overath et Engstler,  2004) 
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l’insecte. Il est également requis pour le bon positionnement des organites, la morphogenèse et la 

division cellulaire. Le flagelle du trypanosome, organite cylindrique, est composé d’un axonème 

(environ 250 protéines dont 40 identifiées) riche en dynéines, impliqués dans la mobilité de 

flagelle et aussi dans la croissance et la multiplication du parasite (Springer et al., 2011). 

50 gènes codant des protéines flagellaires potentielles ont été identifiés jusqu’à ce jour. Les 

trypanosomes se servent de plusieurs activités du flagelle pour des processus morphogénétiques 

telle que la définition de la polarité cellulaire ou le positionnement des organites.

Les parasites peuvent prendre plusieurs formes selon le stade de maturation et 

l’organisme qui les héberge. Dans le sang des mammifères, on le trouve sous la forme 

trypomastigote qui englobe les formes courtes ou « stumpy » trypomastigote infectantes pour la 

glossine et les formes longues ou « slender » de multiplication (Fig. 5). Dans le tube digestif de 

l’insecte vecteur, ils se recouvrent d’un manteau protecteur constitué de Procycline, protéine qui 

les protégent  contre les enzymes digestives de l’insecte (Acosta-Serrano et al., 2001). Dans 

l’organisme hôte,  les trypanosomes se couvrent au préalable d'un manteau constitué d'une 
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Figure N° 5 : Cycle de vie de T. b. brucei 

(http://www.biology.ed.ac.uk/research/groups/kmatthews/)  (Sept.2013)
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protéine unique appelée VSG (Variant Surface Glycoprotein) pour se protéger de la réponse 

immunitaire de l'hôte. Le trypanosome remplacera ce manteau périodiquement par un mécanisme 

appelé variation antigénique.

 Particularités biologiques et métaboliques des trypanosomes

Les trypanosomes africains présentent des particularités biologiques et métaboliques 

retrouvées chez tous les membres de l’ordre des Kinetoplastida :

! La synthèse d’un analogue de glutathion appelé trypanothione

Le bis (glutathion) spermidine (trypanothione) est produit exclusivement chez des 

parasites de l'ordre Kinetoplastida, à partir de glutathion et de spermidine. Il remplace le système 

glutathion/glutathion réductase. Les trypanosomes sont très sensibles au blocage de la synthèse 

des polyamines, particulièrement à celle de la spermidine (Fairlamb et al., 1985). 

Figure N° 6 : Métabolisme du trypanothione [T(SH2)]  ((a) Synthèse de [T(SH2)] par la 

conjugaison de spermidine avec deux molécules de glutathion, (b) réduction de trypanathione 

disulfure par trypanothione réductase et NADPH +H+ (Müller et al., 2003).
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Figure N° 7 : Glycolyse dans le glycosome et cytosol 

(http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/glycol.htm)
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La trypanothione réductase produit des groupements thiols qui fournissent des 

équivalents réducteurs pour la synthèse des précurseurs d’ADN chez les trypanosomes 

(Dormeyer et al., 2001). La trypanothione est un réducteur  jouant  un rôle dans la défense contre 

le stress oxydatif, le maintien du potentiel redox, la détoxification et la réduction des peroxydes 

(Krauth-Siegel et al., 2003 ; Manta et al., 2013).

! La présence d’un organite appelé glycosome

Chez les Trypanosomatidae, les principales étapes de la glycolyse sont réalisées dans un  

organite apparenté aux péroxysomes : le gycosome. 

En plus des enzymes de la glycolyse, le glycosome contient aussi des enzymes ;

glycosyltransfèrase nécessaire à la synthèse des glycoprotéines (Marino et al., 2010), aldose-1-

C#8+'%$('! D78! $((7%'! &$! .-6:'%(8-6! %C:'%(8E&'! 9'! F-%+'(! G! '/! H! 9'(! (7.%'(! I1-&$($6/'! et al.,

2006), l’arginine  kinase qui réalise la phosphorylation de l’arginine en N(omega)-phospho-L-

arginine (Colasante et al., 2006 ; Vertommen et al., 2008) et d’autres enzymes. 

! Une seule mitochondrie renfermant le kinétoplaste 

L’unique mitochondrie, ramifiée dans tout le cytoplasme, renferme l’ADN extra-

chromosomique à la base du flagelle dans une zone appelée kinétoplaste (noyau de la 

mitochondrie), autrefois considéré comme l’organite à l’origine du mouvement du flagelle du 

parasite. Le kinétoplaste constitue le support génétique des adaptations métaboliques aux 

différents milieux dans lesquels le parasite évolue. Il est constitué de 2 types de molécules 

d’ADN circulaire : les maxi-cercles (au nombre de 10 à 30) et les mini-cercles (5000 à 10 000) 

entrelacés les uns dans les autres, constituant ainsi un réseau complexe et compact (Simpson, 

1987). 

Une autre particularité est liée au faite que la maturation des ARNm mitochondriaux se 

réalise par addition et délétion de résidus uridine, impliquant un mécanisme appelé « édition des 

ARN ». En outre, la maturation de tous les ARNm cytosoliques par addition d’un 

oligonucléotide de 39 résidus à leurs extrémités 5’, ce qui implique un mécanisme de trans 

épissage (Nilsen et al., 1995).
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Figure N°8 : Cycle du trypanosome humain (d’après Centers for Diseases Control, CDC, 
www.cdc.gov/)



20

1.1.2.3 Cycle de développement du parasite 

Les trypanosomes ingérés par l'insecte vecteur au cours d'un repas sanguin sur un hôte 

infecté se transforment dans l'intestin  de la glossine en trypomastigotes procycliques (forme non 

infectante) et se multiplient par scissiparité ; au stade procyclique, les trypanosomes évoluent 

dans le tube digestif de l'insecte, environnement basique et riche en protéases. A ce stade, le 

manteau protecteur du parasite est constitué de Procycline, cette protéine protége le parasite 

contre les enzymes digestives de l’insecte (Acosta-Serrano et al., 2001).  Ils quittent l’intestin, se 

transforment en épimastigotes puis migrent vers les glandes salivaires où ils se transforment en 

trypomastigotes métacycliques infestants entourés d’un manteau protéique antigénique 

correspondant à la forme infectante pour l’homme. Les trypanosomes sont alors susceptibles 

d'être inoculés à un mammifère au niveau du tissu cutané par la piqûre du vecteur (Fig. 8). Le 

temps de maturation chez la glossine est de 21 jours. Au cours d’un nouveau repas sanguin, la 

glossine infectée injecte les trypomastigotes métacycliques dans le tissu cutané du sujet. Un

chancre d’inoculation se forme au niveau de la peau, le trypanosome se couvre au préalable d'un 

manteau constitué d'une protéine unique appelée VSG (Variant Surface Glycoprotein) pour se 

protéger de la réponse immunitaire de l'hôte. Le trypanosome remplacera ce manteau 

périodiquement par un mécanisme appelé variation antigénique. Ils entrent alors dans le système 

lymphatique et passent dans la circulation sanguine où ils se transforment en trypomastigotes 

circulants dans le sang ; ils diffusent dans l’ensemble de l’organisme et atteignent d'autres fluides 

biologiques (par exemple, lymphe, liquide céphalo-rachidien), et continuent de se répliquer. 

Dans le sang des mammifères, le parasite est confronté au système immunitaire de son hôte. 

1.1.3 Agent vecteur

Les glossines sont exclusivement des insectes africains. Le mode de répartition des 

espèces de glossine résulte principalement de l'existence de barrières climatiques (déficit en 

hygrométrie trop important et des températures trop élevées au nord ou trop faibles au sud) et 

écologiques (végétation, ainsi que la possibilité de disposer de sources de nourriture) qui limitent 

leur propagation sur le continent africain. Les gîtes à tsé-tsé dépendent essentiellement des 

conditions climatiques et hygrométriques mais aussi de la fréquentation par l’homme et les 

animaux. Deux horizons africains d'écologie différente se partagent le domaine de l'affection et 

correspondent à deux biotypes de mouches :
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- Glossina palpalis, insecte hygrophile et  hydrophile qui affectionne les épaisses forêts 

chaudes et très humides du bassin du Congo ou à proximité des rivières où poussent arbres et 

broussailles. Elle inocule à l'homme T. b. gambiense,

- Glossina morsitans, espèce xérophile présente dans les vastes savanes arborescentes, 

chaudes et surtout beaucoup plus sèches de l'Est africain où les grands gibiers paissent par 

troupeaux entiers. Elle inocule à l'homme et aux animaux sauvages T. b. rhodesiense (Anderson 

et al., 2011).

Photo N° 1 : Mouche tsé-tsé  (http://enciclopediadeanimalesvirtual.blogspot.fr/2010/09/mosca-

tse-tse.html) (Juin 2013)

Toutefois, là où l'on pourrait penser que la température est trop basse, il peut tout de 

même y avoir présence de tsé-tsé en raison de l'abondance du gibier. Le facteur nourriture est la 

première cause de la restriction de l’aire de distribution des tsé-tsé d’un point de vue quantitatif 

et qualitatif. En zone de savanes, on trouve principalement des tsé-tsé près des lieux de 

baignades utilisées pour la pêche et les activités ménagères et sur les ponts et zones de gué. En 

zone forestière, les insectes vont s’installer de préférence dans les bas-fonds humides, partout où

l’ombre et l’humidité sont constantes, mais ils peuvent également suivre les déplacements de 

population humaine et s’installer aux lisières des villages où ils peuvent se nourrir presque 

exclusivement sur les humains. Par ailleurs, nous pouvons constater que la répartition des 

espèces de glossines est superposée à la carte de répartition de la maladie. 
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1.1.4 Symptomatologie  et Tableau clinique de la Trypanosomose Humaine Africaine

La maladie se transmet essentiellement par la piqûre d’une mouche tsé-tsé infectée. Le 

trypanosome peut aussi franchir la barrière placentaire et infecter le fœtus (la contamination 

mère-enfant).  Environ huit à dix jours après la piqûre infectante de la glossine, l’homme 

développe un chancre d’inoculation (ou trypanome) sous forme d’une furoncle sans tête 

contenant des nombreuses formes parasitaires monomorphes de type long et effilé ; la piqûre de 

la glossine passe souvent inaperçue au milieu des multiples agressions en milieu tropical. Après 

une période asymptomatique de plusieurs semaines ou mois, l’évolution de la maladie se fait en 

deux phases, les trypanosomes se multiplient dans les tissus sous-cutanés, dans le système 

sanguin et lymphatique ; on parle alors de phase lymphatico-sanguine (ou phase de 

généralisation), premier stade de la maladie ou encore phase I.  Ensuite le parasite franchit la 

barrière hémato-encéphalique et envahit le système nerveux central. On parle alors de phase 

neurologique (ou phase de polarisation cérébrale) encore appelée phase II. 

1.1.4.1 Phase Lymphatico-sanguine ou Phase I 

Après la piqûre infectante, une réaction inflammatoire locale se développe, le chancre 

d’inoculation (Photo 2). La phase lymphatico-sanguine lui succède rapidement.

Photo N° 2 : Chancre d’inoculation trypanosome (http://umvf.campus-parasitologie-

mycologie/cycle2/poly/3100ico.html)

La fièvre évolue sous forme de pics élevés et correspond à l’envahissement de 

l’organisme par le parasite, à la production du TNF-J!'/!$7K!#,$('(!9'!:$%8$/8-6(!$6/8?C68D7'(B!



23

Les trypanosomes se multiplient dans le sang et dans le système lymphatique. Les anticorps 

circulants vont alors lyser cette première population de trypanosomes. Une mutation survient 

chez quelques parasites qui modifient la structure de leur antigène de surface leur permettant 

d’échapper à l’action des anticorps. La multiplication des mutants (ou variants antigéniques) va 

donner une deuxième population parasitaire qui, à son tour, subira la lyse et une mutation chez 

quelques uns. Cette phase peut  durer des années dans le cas de la trypanosomose à T. b. 

gambiense (Chimelli et al., 1997).  Les symptômes apparaissent de manière très variable entre 1 

et 3 semaines après la piqûre infectante. Les premiers symptômes restent malgré tout non 

spécifiques : il s’agit de la fièvre d’évolution anarchique qui est le symptôme le plus constant,  

des céphalées et des asthénies sont souvent associées, accompagnés d’arthralgie, de malaise, 

d’une perte de poids, et d’adénopathies précoces, indolores, mobiles, souvent peu volumineuses 

touchant les ganglions cervicaux et sus-claviculaires. Le prurit est le signe cutané le plus 

fréquent, les oedèmes de la face donnent un aspect lunaire et très évocateur. L’atteinte cardio-

vasculaire plus sévère est observée dans la THA à T. b. rhodesiense et se traduit le plus souvent 

par une chute de la tension artérielle, un assourdissement des bruits du cœur ou une arythmie 

cardiaque. D’autres signes sont parfois rapportés, à savoir, les crampes, courbatures et troubles 

digestifs, insomnie nocturne, réflexes anormaux. Par ailleurs, aucun symptôme ou groupe de 

symptômes n’est pathognomonique de la THA (Louis et al., 2001) et ne permet pas 

d’entreprendre un traitement d’épreuve comme cela se fait dans d’autres affections.

1.1.4.2 Phase II ou phase de polarisation cérébrale ou méningo-encéphalitique

En général, elle correspond à l’apparition des signes et autres symptômes manifestes de la 

maladie: modification du comportement, état confusionnel, troubles sensoriels et mauvaise 

coordination, des troubles de la vigilance, en particulier des troubles du sommeil. 

- Des troubles moteurs, du tonus, des réflexes : se traduisent par des tremblements, des 

mouvements anormaux, des troubles de la coordination (démarche ébrieuse, incoordination 

totale)  et d’hyper réflectivité, cette phase peut évoluer vers une crise convulsive. 

- Des troubles sensitifs : caractérisés par une hyperesthésie cutanée et profonde (signe de la clé 

de Kérandel). 

- Des troubles psychiatriques : caractérisés par des hallucinations, des comportements 

imprévisibles, asociaux, troubles de l’humeur (indifférence, excitation).
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- Des troubles du sommeil : Les troubles du sommeil, à l’origine du nom de la maladie, sont 

une caractéristique importante de la deuxième phase. On assiste à une disparition du rythme 

circadien, alternance d’insomnies, de somnolences paroxystiques et l’alternance veille-sommeil 

en cycles d’autant plus courts que les malades sont plus gravement atteints. Elle aboutit  à la 

cachexie sommeilleuse terminale, au coma et à la mort. 

La physiopathologie liée à des troubles du sommeil n’est pas encore totalement élucidée. 

Les données disponibles  montent que  l’atteinte du  cycle veille-sommeil devrait être liée à des 

molécules libérées par les trypanosomes et/ou par la réponse de l'hôte. Les réactions 

inflammatoires provoquées par les trypanosomes dans les structures hypothalamiques peuvent 

conduire à des dysfonctionnements de l’horloge biologique (Lundkvist et al., 2004). Les 

cytokines pro-inflammatoires, notamment l'IL - ;H!'/!0LM- J4! F-%/'+'6/! 86978/'(! $7!.-7%(!9'(!

trypanosomoses humaines interviennent dans la dysrégulation veille/sommeil (Rhind et al.,

1999 ; Lundkvist et al., 2004) et également chez les rongeurs de laboratoire (Quan et al., 1999). 

Cet effet est peut-être médié par la prostaglandine D2 et E2 (Hayaishi et al., 1995) et / ou l'oxyde 

nitrique et d’autres  radicaux libres (Kapas et al., 1994).  Par contre les cytokines anti -

inflammatoires provoquent de l’insomnie (Krueger et al., 2003) 

1.1.4.3 Formes cliniques 

La maladie se rencontre sous deux formes, selon le parasite en cause, T. b. gambiense, en 

Afrique centrale et occidentale , provoque une atteinte chronique qui peut se prolonger sous une 

forme passive pendant des mois ou des années, avant que les symptômes apparaissent, évoluent 

tardivement jusqu’au stade cachectique mortel. T .b. rhodesiense est à l’origine d’une forme 

aiguë de la maladie en Afrique méridionale et orientale. L’infection débute en quelques 

semaines, est plus virulente et aiguë et se développe plus rapidement avec atteinte cardiaque 

(myocardite) et rénale (protéinurie), d’évolution rapidement fatale.

1.1.4.4 Trypanosomoses atypiques 

Il existe des trypanosomoses humaines atypiques liées au développement chez l’homme 

de trypanosomes provenant d’animaux (Truc et al., 2013). 19 cas de trypanosomoses humaines

atypiques causées par T. b. brucei (Hoare, 1972 ; Deborggraeve et al., 2008), T. vivax (Hoare, 

1972), T. congolense (Truc et al., 1998), T. evansi (Gill, 1977 ; Joshi et al., 2005) et T. lewisi
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(Johnson, 1993 ; Doke et Kar, 2011), autrefois considérés comme non-infectieux pour l'homme,

ont été rapportés. Au cours de ces dernières années, T. evansi et T. lewisi ont émergé comme

potentiellement pathogènes pour l'homme. Certains cas ont été identifiés par l'observation

microscopique des trypanosomes, d'autres par des techniques de biologie moléculaire. Le 

passage à l’homme des trypanosomes d’origine animale serait lié en partie à un manque d'activité

trypanolytique du sérum due à des mutations de l’ApoL-I.  Une déficience en ApoL-1 a été mise 

en évidence chez un sujet infecté par T. evansi (Vanhollebeke et al., 2006)
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Figure N° 9 : Algorithme de diagnostic de la THA utilisé par Médecins Sans Frontières dans le 

Nord Est de la RDC en 2011 (Malvy et al., 2011).
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1.1.5 Diagnostic et prise en charge thérapeutique

1.1.5.1 Diagnostic

Le diagnostic clinique de la THA est délicat devant des symptomatologies apparentes et 

communes à plusieurs pathologies et non spécifiques à la THA. Cependant les signes cliniques 

n’ont qu’une valeur d’orientation pour poser un diagnostic biologique. Le diagnostic biologique 

est souvent pratiqué sous forme de campagne de prospection active et commence toujours par 

des tests  sérologiques puis des techniques parasitologiques, qui sont des techniques permettant 

de rechercher le parasite dans le sang, la lymphe ou le LCR. La biologie moléculaire  est utilisée 

au laboratoire dans le cas de la confirmation ou de la recherche. 

! Diagnostic immunologique 

Le diagnostic immunologique repose sur la mise en évidence des anticorps dirigés 

principalement contre le VAT (variable antigène type), qui est un composant de la glycoprotéine 

variable de surface (VSG). Parmi ces tests, nous avons : le CATT (Card Agglutination Test for 

human Trypanosomiasis), l’ELISA (Enzyme-Linked Immunoadsorbent Assay), 

l’immunofluorescence.

 CATT (Card Agglutination Test for human Trypanosomiasis) 

Le principal test immunologique utilisé est le test d’agglutination appelé CATT (Card 

Agglutination Test for human Trypanosomiasis) (Fig. 9). Ce test d'agglutination sur carte pour la 

THA causée par T. b. gambiense (CATT / T. b. gambiense) est actuellement appliqué au 

dépistage de masse de la population à risque en Afrique occidentale et centrale. Il consiste à la  

détection dans le plasma, sérum ou le sang, de la présence d’un anticorps dirigé contre le VAT 

LiTat 1.3, qui est un antigène variable représentatif des différentes souches. La technique CATT 

donne quelques fois des réactions croisées. Cependant des variations de sensibilité et spécificité 

du test en fonction du pays et du foyer de la maladie en diminuent sa valeur diagnostique (Louis 

et al., 2001). La technique CATT est améliorée en plusieurs dérivés qui sont en cours 

d’expérimentation.

 Test ELISA

Le diagnostic immunoenzymatique de la THA utilise un conjugué marqué à la 

peroxydase et une protéine ou un peptide de T. b. gambiense ou T. b. rhodesiense comme 
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antigène. Une technique a été proposée pour l’espèce T. b. gambiense avec la combinaison 

d’antigène de VSG LitTat 1.3, 1.5 et 1.6 (Van Nieuwenhove et al., 2011). L’exemple de la mise 

en évidence dans les sérums des malades de la THA d’un anticorps dirigé contre un épitope 

tryptophan like présent dans le VSG permettant la synthèse d’un antigène artificiel à base de 

l’haptène tryptophane (Semballa et al., 2007) est une avancée dans l’amélioration de la technique 

ELISA ou de la technique chromatographique pour le diagnostic. 

 Test sur bandelette

Le développement d'un prototype d'écoulement latéral pour détecter T. b. gambiense est 

une technique qui peut rapidement détecter des quantités de l'ordre du nanogramme d’anticorps 

ou d'antigènes dans des échantillons de sang au bout du doigt, sans avoir besoin de tout le 

matériel auxiliaire. Il est une combinaison de technique ELISA et chromatographique permettant 

le diagnostic rapide dans une prospection active. Il est basé sur l’utilisation d’un support sur 

lequel est fixé un conjugué contenant l’antigène du parasite. Lorsque le sérum du patient est 

déposé, l’anticorps dirigé contre le parasite va former un sandwich avec le conjugué. 

L'accumulation de ce sandwich d'anticorps spécifique génère une ligne visible à l’œil (Posthuma-

Trumpie et al., 2009 ; Sullivan et al., 2013). Cette technique est en cours d’expérimentation sur 

le terrain.  

! Diagnostic parasitologique

Le diagnostic parasitologique est la clé du diagnostic. Pour T.  b. rhodesiense, la mise en 

évidence du trypanosome repose sur un examen microscopique direct du sang frais (frottis 

sanguins, gouttes épaisses), de la lymphe, du LCR. Dans le sang, l’observation est faite 

directement sur l’échantillon, et les parasites apparaissent mobiles et fusiformes. L’observation 

peut être faite à l’état frais au microscope ou après simple ou double centrifugation.

Par contre, la plupart des patients parasités par T. b. gambiense présentent une 

parasitémie faible, et la mise en évidence des parasites est difficile. Les méthodes de 

concentration des parasites deviennent donc nécessaires. La centrifugation en tube capillaire 

(CTC, technique de Woo) est très utilisée. La goutte épaisse colorée au Giemsa permet aussi une 

visualisation des parasites. La technique de concentration la plus efficace repose sur le passage à 

travers une colonne de DEAE cellulose, et centrifugation de l’éluat. Plusieurs modifications ont 

augmenté la sensibilité de cette technique.
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La microscopie à fluorescence (FM) est connue pour augmenter la sensibilité, la rapidité 

et la facilité de la démonstration de trypanosomes. Dans la technique QBC (couche leuco-

plaquettaire quantitative), le sang est recueilli dans des tubes capillaires contenant de l'acridine 

orange et examiné à l'aide d'un microscope à fluorescence et d’un support particulier. La mise en 

œuvre de la méthode QBC a cependant été difficile pour la THA, en raison du coût élevé de

l'équipement et de la difficulté d’approvisionement.

Les seuils de détection des trypanosomes sont très variables selon la technique utilisée :

10 000 T/ml pour un frottis de sang examiné à l’état frais, 5000 T/ml pour une goutte épaisse 

colorée en Giemsa, 500 T/ml pour la centrifugation en tube capillaire, moins de 500 T/ml pour 

QBC ® test et 100 T/ml pour la mini colonne échangeuse d’ions (Louis et al., 2001). 

! Technique de Biologie moléculaire

Le développement de la détection de l’ADN du trypanosome par des techniques de PCR 

constitue une amélioration significative au test de diagnostic actuel. Mais son application est 

limitée aux laboratoires de recherche, et non sur le terrain. Par ailleurs, une variante de PCR 

classique, simple, utilisable sur le terrain est mise au point depuis quelques années. 

L’Amplification isotherme (LAMP : Loop-mediated isothermal amplification) de l'ADN montre

une grande sensibilité et spécificité. Le gène spécifique de chaque espèce est utilisé pour la 

détection.

Dans l’exemple du T. b. rhodesiense le gène SRA spécifique à cette espèce est utilisé  

pour détecter l'ADN du parasite après un traitement thermique. L’échantillon est soumis à 62 ° C

pendant 1 h, en utilisant six amorces qui reconnaissent huit cibles. Les amplicons obtenus sont

détectés à l'aide de SYTO-9 colorant fluorescent dans un thermocycleur en temps réel ;

l'observation visuelle se fait après l'ajout de SYBR Green I. Le test LAMP SRA a une limite de 

détection absolue d'un seul pg d'ADN purifié (équivalent à 10 trypanosomes / ml) et 0,1 pg (1

trypanosome / ml) (Njiru et al., 2008). 

! Méthode d’inoculation in vivo

Elle consiste à inoculer à des animaux réceptifs (Souris, rat) du matériel biologique 

provenant de l’homme. La méthode est plus sensible pour T. b. rhodesiense que pour T. b. 

gambiense.
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! Diagnostic de phase

Le diagnostic de phase ou stade (phase 1 ou 2) est obligatoire avant une prise en charge 

thérapeutique, car l’algorithme de traitement varie suivant les phases. Le diagnostic de la phase 2 

(neurologique) repose sur la ponction lombaire. Sur le LCR recueilli, deux paramètres sont 

7/8&8(C(!(7%!&'!/'%%$86!N!&$!.*/-%$.,8'!O!;P!.'&&7&'(Q>)4!&$!%'.,'%.,'!98%'./'!97!#$%$(8/'!9$6(!&'

)1RB!1&$((8D7'+'6/!N!(/$9'!;!S!;P!.'&&7&'(Q>)4!(/$9'!<!O!;P!.'&&7&'(Q>)B!T$8(!$./7'&&'+'6/4!!76'!

.'&&7&$%8/C!O!@!.'&&7&'(Q>)!9-8/!F$8%' classer le malade au stade 2. L’algorithme de décision varie 

selon les Programmes Nationaux de Lutte contre la THA (PNLTHA). La protéinorachie > 37 

mg/100 mL est également utile, lorsqu’elle peut être réalisée. 

Une autre technique de diagnostic de phase repose sur la recherche des lymphocytes B 

dans le LCR, basée sur la détection d’un marqueur spécifique de LB, le CD19 par un anticorps 

spécifique conduisant à la formation des rosettes (Bouteille et al., 2010). La recherche de 

l’anticorps anti-galactocérébroside dans le LCR a également été effectuée (Girard et al., 2000). 

1.1.5.2 Prise en charge thérapeutique

Comme le diagnostic, le traitement de la THA est complexe et nécessite un personnel 

ayant une compétence particulière. Les médicaments disponibles sont parfois toxiques, 

inefficaces et leur utilisation se heurte aux mécanismes de résistance élaborés par le parasite. La 

liste de ces médicaments est présentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau N° 1 : Description des principaux traitements actuellement utilisés dans la THA 
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En raison de la complexité du parasite et de son mécanisme d’adaptation, l’arsenal 

thérapeutique doit être mis à jour continuellement. Ainsi, entre 2002 et 2003, un traitement 

combiné plus simple, plus sûr, et plus efficace pour traiter la THA au stade 2 est mis en 

expérimentation clinique : il s’agit de la Combinaison Thérapeutique à base de Nifurtimox-

eflornithine (NECT) (Priotto et al., 2009). Ces associations thérapeutiques permettent 

généralement de réduire les doses de médicaments, un point spécialement important lorsque 

les médicaments sont toxiques, et de réduire la durée du traitement. Elles sont plus faciles à 

administrer et offrent une certaine protection contre l’apparition de résistances. Après 

évaluation des données cliniques issues de l’essai clinique de NECT, la combinaison est mise 

sur le marché et fait partie intégrante de l’algorithme de traitement de la THA à T. b. 

gambiense des programmes nationaux de lutte contre la THA (PNLTHA) des pays touchés. 

Une molécule de la famille de 5-nitro-imidazole, le fexinidazole, connue pour son 

activité trypanocide depuis plus de 30 ans, présente un profil intéressant, étant efficace à la 

fois contre le stade 1 et 2 de la THA,  et administrable par voie orale (Torreele et al., 2010). 

Des essais cliniques sont en cours dans les foyers de la République Démocratique du Congo, 

de la République Centrafricaine et de la République du Congo. 

D’autres molécules candidates à l’exemple de oxaboroles déjà actifs sur la 

trypanosomose sud américaine, sont au stade d’évaluation pré-clinique (Nare et al., 2010). 
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Figure N° 10 :   L’hématopoièse cellule souche et progéniteurs et cellules sanguines

http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/MEIS1ID41331ch2p14.html (Oct 2013)
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1.2 Aspects Immunophysiopathologiques  de la THA

Le système immunitaire a pour but principal, la reconnaissance du soi et du non soi. 

Ses différents éléments coopèrent et agissent en synergie pour éliminer les agents agresseurs 

ou leurs conséquences, ce qui nécessite des mécanismes de régulation très précis.

Les parasites contournent, détournent et dérégulent les éléments, principalement 

cellulaires du système immunitaire, et donc s’installent dans l’organisme en y provoquant des 

désordres immunopathologiques, que nous verrons après un rappel du système immunitaire.

1.2.1 Rappels Immunologiques

1.2.1.1 Hiérarchie Hématopoïétique

Toutes les cellules de la population sanguine dérivent d’un même progéniteur cellule 

souche pluripotente présente dans la moelle osseuse. En fonction des facteurs de croissance, 

des signaux et de l’environnement stromal, la cellule souche se différencie pour donner les 

progéniteurs myéloïdes et progéniteurs lymphoïdes (Fig. 10). 

 Progéniteurs myéloïdes

Les progéniteurs myéloïdes, en fonction des stimuli, donnent des érythrocytes, des 

mégacaryocytes qui évoluent en plaquettes, des polynucléaires (basophile, éosinophile et 

neutrophile), et des monocytes. Les monocytes sont libérés vers le sang où ils ont une demi-

vie d’environ 2 à 3 jours. Sous l’influence de facteurs chimio-attractants, les monocytes 

circulants migrent dans les tissus où ils se différencient en macrophages dont il existe 

différentes populations. 

Il faut distinguer les macrophages dérivés des monocytes sanguins dans un contexte 

inflammatoire (cellules activées), des macrophages résidents participant à l’homéostasie dans 

les tissus. Les monocytes peuvent aussi se différencier en cellule dendritique sous l’influence 

de certains stimuli. Ces cellules acquièrent certaines particularités en fonction de leur 

microenvironnement tissulaire ; ainsi, certains macrophages ont des capacités qui leur sont 

propres tout en conservant des propriétés communes comme la capacité de produire de 

grandes quantités de médiateurs de l’inflammation et,  notamment, des cytokines pro-

inflammatoires.
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 Progéniteurs lymphoïdes

Le progéniteur lymphoïde se différencie en lymphoblaste qui poursuit sa 

différenciation dans les organes lymphoïdes primaires, à savoir, le thymus, pour la 

différenciation de lymphocyte T, et la moelle osseuse pour la différenciation de lymphocyte B 

et cellule NK. 

La maturation et le développement des lymphocytes T dans le thymus correspondent à 

l’acquisition de leur TCR associé au CD3, plus CD4 ou CD8, et de la tolérance au soi. 

Le développement des lymphocytes B se fera au niveau de la moelle osseuse à partir 

de la lignée lymphoïde. La maturation et le développement des lymphocytes B correspondent 

à l’acquisition du BCR et à l’acquisition de la tolérance au soi 

Les LT et LB gagnent la circulation lymphatique et sanguine  pour se loger dans les 

organes lymphoïdes périphériques (rate, ganglion et organes lymphoïdes associés aux 

muqueuses). Ils circulent  dans l’organisme à la recherche des antigènes. En cas de 

présentation de l’antigène par une cellule présentatrice d’antigène (CPA), il va se former une 

synapse immunologique qui va activer les lymphocytes. 
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Figure N° 11 : Synapse immunologique (Liechtenstei et al., 2012)

Figure N° 12 : Différenciation des cellules TCD4 et TCD8 effectrices et mémoires (Elseviet. 

Abbas et al., Cellular and molecular Immunology 6e WWW.studentconsult.com
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1.2.1.2 La polarisation et les états d’activation des Lymphocytes T 

 Activation des lymphocytes T naïfs

L’interaction entre les lymphocytes T naïfs et les Cellules Présentatrices d’Antigènes 

(CPA) professionnelles a lieu dans les organes lymphoïdes secondaires. Les lymphocytes T 

naïfs circulent continuellement vers ces organes lymphoïdes secondaires où ils arrivent par la 

circulation sanguine. Si le TCR reconnaît spécifiquement le complexe peptide-CMH, une 

forte liaison est établie, l’interaction entre le TCR et le complexe peptide-CMH ou premier 

signal est renforcée par les « co-récepteurs » CD4 ou CD8 (Grakoui et al., 1999), D’autres 

molécules vont également intervenir afin d’augmenter la stabilité et la durée du premier 

signal, notamment des molécules d’adhésion CD2, LFA-1 et la molécule de co-stimulation 

CD28 (Signal 2). Le TCR est associé au complexe CD3 qui transmet un signal à l’intérieur de 

la cellule via les motifs ITAM présents dans sa partie intracellulaire. Une réorganisation du 

cytosquelette permet la formation d’une zone élargie de contact étroit entre le lymphocyte T 

et la cellule présentatrice d’antigène, la synapse immunologique (Fig. 11).

Un troisième signal oriente la polarisation des cellules T CD4+ en lymphocytes

Th1/Th2/Th17 ou Treg, en fonction de l’environnement et de la nature du stimulus.

 Polarisation des lymphocytes T : mise en place des LT  effecteurs et mémoires

La reconnaissance par le LTCD4 de l’antigène présenté par l’APC induit l’activation 

de lymphocytes par une série de processus aboutissant à l’expression du récepteur IL2R 

(CD25) et de la cytokine IL-2, qui se fixe sur leur récepteur pour engendrer l’expansion 

clonale suivie d’une différenciation en LTCD4 effecteur et LTCD4 mémoire. Le lymphocyte 

TCD4 effecteur va poursuivre sa polarisation pour aboutir à l’une des sous populations de 

TCD4, en fonction de stimulus et de l’environnement.

En outre, l’interaction APC/LTCD8 subit la même série de processus : activation de 

lymphocyte, expansion clonale et différenciation pour aboutir au LTCD8 effecteur et LTCD8 

mémoire (Fig. 12). 

 Polarisation des profils de lymphocytes T CD4+ 

Lorsqu’un lymphocyte T naïf (LTh0) est activé par la reconnaissance d’un antigène 

présenté par une CPA , il peut se différencier en plusieurs sous populations lymphocytaires. 

Au milieu des années 1980, Mosmann et al, ont montré que des clones du LT murins CD4 
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pouvaient être divisés en deux groupes (Th1 ou Th2) suivant leur profil de sécrétion de 

cytokines. Ainsi, le concept de la polarisation Th1/Th2 a été étudié dans plusieurs pathologies 

sur le plan expérimental et s’est étendu à l’homme, et continue d’être exploré. Depuis 

quelques années, deux autres phénotypes de Th issus de Th0 ont fait leur apparition : il s’agit 

des Treg identifiés en 1995 chez la souris et entre 2001 et 2002 chez l’homme et  aussi de 

Th17.

! Lymphocytes Th1

La nature de l’antigène présenté au Th0 et l’environnement en cytokines IL-12 et 

INF- !:$!#-&$%8('%! &'!0,P!:'%(! &'!#,C6-/*#'!0,;!D784!$! (-6! /-7%4!:$!(C.%C/'%! U)-2, INF- !'/!

TNF-JB!1'!#,C6-/*#'!'(/!5! &V-%8?86'!9'! &V$./8:$/8-6!.&$((8D7'!9'(!+$.%-#,$?'(4! &V$.tivation 

des LT cytotoxiques et l’hypersensibilité retardée. 

L’induction de phénotype Th1 est sous le contrôle de deux voies principales. La 

signalisation de l’IL-12 via son récepteur, active le STAT4 qui induit la transcription de 

l’IFN- B!)V!UML- !9V$7/re part active STAT1, qui augmente l’expression du T-bet (principal 

facteur de transcription de Th1) qui potentialise la production de l’IFN- !IW8'9'%+$66!et al.,

2004 ; Oestreich et al., 2012) (Fig.13). Ces deux voies se régulent par des mécanismes de 

rétroaction positive.

! Lymphocytes Th2

Les Th0 sous l’influence de IL-4 et IL-10 vont se différencier en Th2, qui va accentuer 

la sécrétion d’IL-4, IL-10 et IL-5, IL-13. Ce phénotype est à l’origine de l’activation des 

macrophages M2 et privilégie la prolifération et la différenciation des LB, d’où son rôle clé 

dans l’immunité humorale. Il est aussi impliqué dans la réaction d’hypersensibilité immédiate 

en favorisant la production d’IgE par la sécrétion d’IL-5, qui entraîne aussi la différenciation 

des éosinophiles, et joue donc un rôle dans la réponse immunitaire anti-helminthes.

L’induction de phénotype Th2 est également sous le contrôle de deux voies. Le 

complexe TCR-CD4 induit le facteur c-Maf qui à son tour induit la production de l’IL-4 qui 

se fixe sur son récepteur pour activer le STAT6 qui induit l’expression de GATA-3 à l’origine 

de l’expression de l’IL-5 et l’IL-13 (Fig. 13) (Christodoulopoulos et al., 2001 ; Biedermann et 

al., 2004).
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Figure N° 13: Voies d’induction conduisant aux phénotypes Th1 et Th2 (Biedermann et al.,

2004)

Figure N° 14 N!W$&$6.'!'6/%'!RXR /!'/!M-K#A!$E-7/8(($6/!5!&$!98FFC%'6.8$/8-6!9'!0,;Y!-7!

Treg. (Zhou et al., 2009).
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! Lymphocytes Th17

Sous l’influence de IL-6, IL-21, IL-23 et TGF-H4! &'(! 0,P! ('! 98FFC%'6.8'6/! '6! 0,;Y!

(Zhou et al., 2009) qui sécrètent l’IL-6, l’IL-17 et IL-22. Les Th17 peuvent donc être décrites 

comme des cellules pro-inflammatoires, impliquées dans de nombreuses maladies auto-

immunes. Ils sont impliqués dans l’inflammation et ont un rôle important et parfois 

déterminant dans la  mise en place d’une réponse immune protectrice lors d’infections 

bactériennes et fongiques. 

! Lymphocytes Treg

L’IL-10 et TGF-H! 86978('6/! &$! 98FFC%'6.8$/8-6! 9'! 0,P! '6! 0%'?4! D78! #'%#C/7'! &$!

production de TGF-HB!1'!#,C6-/*#'!'(/!8+#&8D7C!9$6(!&$!%C?7&$/8-6!9'!&$!%C#-6('!8++768/$8%'!

et d’auto-immunité. Les lymphocytes T régulateurs forment une sous population de 

lymphocytes T CD4, qui semble favoriser la tolérance immunitaire. Ils agissent en inhibant 

les lymphocytes T effecteurs. Ils sont subdivisés en deux groupes :

- Les lymphocytes T régulateurs naturels (nTregs) ;

- Les lymphocytes T régulateurs induits. 

In vitro, la différenciation vers Th17 ou Treg est dépendante de la concentration du 

TGF-H!IZ,-7!et al., 2009). 

En présence de cytokines pro-inflammatoires et de faibles concentrations de TGF-H4!

&V'K#%'((8-6!97!F$./'7%!!RXR /!'(/!%C?7&C'!5!&$!,$7(('!86,8E$6/!'6!+[+e temps l’expression 

9'!M-K#A4!E$(.7&$6/!$86(8!&$!E$&$6.'!'6!F$:'7%!9'!0,;YB!RXR /!86978/!&\'K#%'((8-6!9'!&\U)-23R 

qui potentialise la différenciation Th17 suite à la fixation de son ligand IL-23 (Zhou et al.,

2009 ; Schmitt et al., 2013) (Fig.14). 



41

Figure N°15 : Polarisation des lymphocytes TCD4 (Kronek et al., 2012)

APC-derived cytokines and TH cell polarization. Pattern-Recognition Receptors

(PRR): Dectin-1, Dectin-2, mannose receptor (MR), Toll-like receptor, DC-SIGN (Dendritic 

Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), Fc receptor (FcR) -

binding specificity for a Fc region of immunoglobulins, complement receptor (CR) - receptor 

of the complement system. 
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Figure N° 16 : Les trois grands phénotypes des macrophages (Mosser,  2008)

 

 

Figure N° 17:  Voies de signalisation M1 et M2 (Coccia et al., 2000).
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1.2.1.3 La polarisation et les états d’activation des macrophages 

Les macrophages sont des cellules du système immunitaire inné avec des rôles bien 

établis dans la réponse primaire aux agents pathogènes, mais aussi dans l'homéostasie 

tissulaire, la coordination de la réponse immunitaire adaptative, dans l'inflammation, la 

résolution et la réparation (Varin et Gordon, 2009). Ils constituent la première ligne de 

défense contre les agents pathogènes. Ils sont capables de répondre aux stimuli provenant 

d’autres cellules, peuvent organiser une réponse inflammatoire ou anti-inflammatoire et 

participer à l'orchestration de l'immunité adaptative (Mantovani et al., 2007 ; Mosser et al., 

2008). Ils sont caractérisés par leur plasticité phénotypique et fonctionnelle en réponse à des 

signaux du microenvironnement (Galès, 2009). 

Il y a une décennie, les macrophages étaient classés en deux phénotypes : les 

macrophages issus de l’activation classique, associée à l’activité pro-inflammatoire et les 

macrophages issus de l’activation alternative, associée à l’activité anti-inflammatoire (Goerdt 

et al., 1999 ; Mc Grath et al., 1999). Ensuite, le phénotype de macrophages issus de 

l’activation classique sont qualifiés de macrophages M1 et ceux d’activation alternative de 

macrophages M2 (Mantovani et al., 2002 ; Gordon et al., 2003). 

Les macrophages M2  étaient généralement considérés  plus hétérogène que les M1 et, 

pour tenir compte de ces différences, ils ont été subdivisés en M2a, M2b, et M2C (Montovani 

et al., 2004). Depuis quelques années, 3 phénotypes principaux basés sur 3 concepts semblent 

faire l’unanimité : le concept d’activation classique associée aux macrophages M1, activation 

alternative associée aux macrophages M2a et le concept d’activation de type II ou de 

macrophages régulateurs associés aux macrophages M2b (Mosser,  2008) (Fig. 17). 

 Les macrophages M1 (activation classique)

L’activation des macrophages par la voie classique conduisant aux macrophages M1, 

nécessite une exposition à une série de stimuli en relation avec les Th1 à savoir l’IFN- !'/!

parfois TNF-J!-7!U)-1 et avec le LPS et d’autres motifs microbiens, qui lient les récepteurs 

Toll-like. Cet état d’activation va engendrer un environnement pro-inflammatoire et la 

destruction (activité microbicide élevée) des agents pathogènes par la sécrétion des cytokines 

telles que TNF-J4!U)-;H4!U)-12, IL-8 et l’induction de iNOS, enzyme catabolisant l’arginine 

en monoxyde d’azote (NO) radical libre toxique pour de nombreux agents pathogènes. En 

plus de NO, le M1 est capable de produire des dérivés oxygénés toxiques. La voie de 

signalisation des macrophages M1 met en jeu principalement les récepteurs de l’IFN- !'/!&'!
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Figure N° 18 : Voie d’induction de M2 induite par les helminthes (Satoh et al., 2010)

Figure N° 19: Illustration des rôles de facteurs de transcription dans la polarisation des 

macrophages (Lawrence et Natoli, 2011)

Figure N° 20 : Esquisse de l’activation des macrophages régulateurs  (Mosser et al., 2008)
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facteur STAT1 via JAKs qui active les promoteurs des gènes liés à ce phénotype (Coccia et 

al., 2000) (Fig. 17).

Macrophages M2a (activation alternative)

Ils sont induits par les cytokines IL-4 et IL-13. Cette activation est à l’origine d’une 

activité anti-inflammatoire. Les M2a expriment l’arginase, enzyme catabolisant l’arginine en 

urée plus ornithine, précurseur des polyamines nécessaires pour la réparation de tissus. En 

plus de l’arginase, les macrophages M2a sont marqués par une surexpression du récepteur 

mannose, de la production d’IL-1ra. Par ailleurs, l’arginase et l’iNOS sont en compétition 

pour le même substrat, l’arginine. Les M2a présentent une activité anti-inflammatoire, de 

remodelage de tissus et de régulation de Th2. Les voies de signalisation de M2a sont 

dépendantes du récepteur de l’IL-4 qui active le STAT6, à l’origine de l’activation des 

promoteurs des marqueurs de M2a. Les facteurs STAT1 et STAT6 ont des effets antagonistes 

(Coccia et al., 2000) (Fig. 17).

La chitine des helminthes se fixe sur son récepteur macrophagique pour activer le 

mjd3 qui se déméthyle pour  activer l’IRF4 à l’origine de la transcription de nombreux gènes 

associés au M2 (Satoh et al., 2010). Ce mécanisme est impliqué dans la réponse anti-

helminthes (Fig. 18). 

)'(! F$./'7%(! ]0^0_4! UMR=4! ``^R ! (-6/! 8+#&8D7C(! 9$6(! &V'K#%'((8-6! 9'(! ?a6'(! &8C(!

aux macrophages M2, tandis que STAT1, IRF5 sont associés aux macrophages M1. En 

revanche, le facteur de transcription PU.1 contrôle le répertoire activateur spécifique des 

macrophages indépendamment de la polarisation (Lawrence et Natoli, 2011) (Fig. 19).

 Les macrophages M2b (Macrophages régulateurs)

Ils sont induits par les complexes immuns en synergie avec les ligands de TLRs 

(Mosser et al., 2008 ; Sica et al., 2012 ; Clark 2012). Cette activation va induire la production 

de IL-10 et des faibles niveaux de cytokines pro-inflammatoires, comme l'IL -12 (Mosser et 

al., 2008) et exprime aussi de iNOS selon certains auteurs (Mosser et al., 2008 ; Ferrante et 

al., 2013) (Fig. 20). L'activation des macrophages avec un seul stimulus, agoniste de TLR,

entraîne la production d'un grand nombre de cytokines inflammatoires, mais cette stimulation

ne semble être pas suffisante pour produire un taux élevé d'IL-10. Le second stimulus permet 

d’induire la production de cette cytokine (Fleming et al., 2011). La production de l’IL-10 au 

niveau des
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Figure N° 21 : Voie de signalisation aboutissant à la production de l’IL-10

http://www.nimr.mrc.ac.uk/phd/projects/molecular-mechanisms-for-the-regulation-of-
il-10-production-in-macrophages- (Oct. 2013)
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macrophages régulateurs suit la voie de signalisation de ERK via TPL-2 et phosphoryle les 

histones associés au promoteur de l'IL-10, ce qui rend le promoteur plus accessible pour les 

facteurs de transcription qui induisent l'expression du gène de l'IL-10  (Lucas et al., 2005 ;

Zhang et al., 2006) (Fig. 21).

D’autres stimuli et voies de signalisation sont mises en évidence dans l’induction de ce 

phénotype. La double activation TLR et PGE2R phosphoryle le facteur de transcription 

CREB, co-activé par le facteur CRTC3 pour induire l’expression de l’IL-10  (Clark et al.,

2012 ; MacKenzie et al., 2013). 

 Autres types de phénotypes macrophagiques 

En plus de ces trois principaux phénotypes, d’autres phénotypes ont été décrits, dont 

certains apparaissent comme intermédiaires ou assimilés aux trois précités. Il existerait 

probablement un continuum entre les différents phénotypes d’activation des macrophages

Macrophages M2c

Ils sont induits par l’IL-10 et permettent la production de TGF-H4!U)-1ra et augmentent 

l’expression du récepteur mannose. Ils ont une fonction d’immunorégulation, de déposition de 

matrice, et de remodelage tissulaire. Certains auteurs qualifient M2c de « phénotype IL-10

activé » (Mantovani et al., 2004 ; Wilson et al., 2005). 

Macrophages associés aux tumeurs (TAMs : Tumor Associated Macrophages)

Cette activation est induite par des cellules malignes/tumorales, les phénotypes de 

cette activation produisent l’IL-10, le TGF-H4! &VU)-4 et la PDE2. Ils ont pour fonction le 

développement de la tumeur, des métastases et de l’angiogenèse. Mantovani et al en 2002 ont 

démontré que les TAMs sont une sous population des macrophages M2, ce qui est confirmé 

par plusieurs autres auteurs en raison de leur propriété et de leur fonction. 

Macrophages ATM

Les phénotypes ATM (Adipose tissue Macrophages) sont des monocytes qui 

s’infiltrent et se différencient dans le tissu adipeux lors de l’obésité. Les ATM de souris 

expriment beaucoup de gènes caractéristiques de macrophages M2 qui peuvent protéger les

adipocytes de l'inflammation (Weisberg et al., 2003). 
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Figure N°22 : Différentes sous populations des Macrophages polarisés. (Hristodorov et al.,

2012)

Abréviations: IC, complexe immun; TLR, Toll-like receptor; IL-1R, IL-1 receptor; 

Ox-PL-PPC, ox-PL 1-palmitoyl 2arachidonoylsn-glycéro-3-phosphorylcholine; HH-

complexes, Hapto de l'hémoglobine; oxRBC, les globules rouges oxydés; CSF, le facteur de

stimulation des colonies; CXCL4, une chimiokine (CXC motif) ligand 4.
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Macrophages activés par fixation des cellules apoptotiques + LPS

Ils sont induits par les cellules apoptotiques plus LPS et produisent du TGF-H4!`bc<!

et ont une fonction anti-inflammatoire et immunosuppressive. 

Macrophages M2d

Les macrophages M2d résultent de la re-polarisation de M1 par la signalisation

d'adénosine. Il n’y a pas encore d’information sur  un stimulus initial polarisant M0 à M2d.

Par contre, il a été rapporté que les M2d seraient des TAMs (Duluc et al., 2009 ; Wang et al.,

2010).

Macrophages Mox 

Ils représentent 30% des macrophages présents dans la lésion artérioscléreuse (Kadl et 

al., 2010). Ils sont induits par ox-PL 1-palmitoyl-2arachidonoylsn-glycero-3-

phosphorylcholine (Ox-PL-PPC) (Fig. 22), phospholipide oxydé, et caractérisés par une 

haute expression élevée  des gènes de l'hème oxygénase 1 (HO-1), de sulforedoxin-1 (Srnx-1)

et de la thiorédoxine-1réductase (tXNRD-1), gènes redox de régulation sous contrôle du 

facteur de transcription Nrf2 (Kadl et al, 2010). En outre, les Mox peuvent être induits à partir 

d'un phénotype M1 ou M2, en fonction de la présence du phospholipide oxydé dans 

l’environnement (Shalhoub et al., 2011).

Les Mox sont dotés d’une activité antioxydante (Shalhoub et al., 2011).  Des travaux 

sur l’implication de l’HO-1 dans les pathologies infectieuses ont débuté. Les EHEC 

(Enterohemorrhagic Escherichia coli), en activant l’HO-1, modulent et inhibent l’expression 

et l’activité de la iNOS par répression du facteur de transcription STAT1 (Vareille et al., 

2008). 

Macrophages Mha 

Des macrophages associés à l’hémorragie ont été décrits depuis quelques années. Ce 

phénotype est induit à partir de M0 stimulé par le complexe haptoglobine-hémoglobine. Ils

expriment le récepteur CD163, HO-1 et IL-10 d'une manière Nrf2-dépendante. Certains 

auteurs pensent que les Mox seraient étroitement liés aux Mha (Hristodorov et al., 2012).

Macrophages M4 

Des macrophages CSF/CXCL4 dependants nommés M4 (Fig. 22) présentent 

simultanément des caractéristiques des profils M1 et M2 avec transcriptions et expression de

CD86 et TNF-J!(liés au M1), CD206, CCL18 et CCL20 (liés au M2), un niveau faible d’IL-

10. Ils ont une faible activité phagocytaire, leurs fonctions restent inconnues (Gleissner,

2010).
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Figure N° 23 : Les Toll-like et NOD-like Receptors (Kaufmann et al., 2007)
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1.2.1.4 Les grands groupes des récepteurs de l’immunité innée

Le système immunitaire reconnaît les microorganismes grâce à des immunorécepteurs 

pour certains motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs), signatures spécifiques 

d’un groupe d’agents infectieux. La défense contre ces agents est basée sur la capacité du 

système immunitaire à reconnaître ces motifs structuraux conservés. Ces motifs influent 

également sur la polarisation des macrophages (Galès et al., 2009). L’interaction macrophage 

pathogène est associée à l’expression d’un panel spécifique de récepteurs membranaires qui 

conditionnent leurs capacités à reconnaître ces agents infectieux. Cette reconnaissance 

entraîne l’activation des fonctions effectrices des macrophages. 

Les PRRs (Pattern recognition receptors) 

Les PRRs exprimés par les cellules immunitaires sont indispensables pour détecter ces 

agents et initier les réponses immunitaires innée et adaptative. Il existe plusieurs familles de

PRRs qui sont, entre autres : les récepteurs Toll-like associés à la membrane (TLR), des 

récepteurs lectine de type C (PLC), les récepteurs NOD-like cytosolique (NLR), les 

récepteurs de RIG-I-like (SRRL) et les récepteurs AIM2-like (ALR). 

 Les Toll-like et NOD-like Receptors 

Les TLR initient la réponse immunitaire à la suite de reconnaissance des PAMP présents 

dans les molécules des agents pathogènes ou de signaux de danger endogènes libérés par les 

cellules endommagées (DAMPs). Il y a dix TLR fonctionnels chez les humains, douze chez 

les souris (Kawai et Akira,  2011). Parmi les TLR humains, TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10 sont 

exprimés à la surface de la cellule et reconnaissent principalement la membrane microbienne 

et des composants de la paroi cellulaire, tandis que TLR3, 7, 8 et 9 sont dans les membranes 

des compartiments et reconnaissent des acides nucléiques (Blasius et Beutler, 2010) (Fig. 23). 

L’activation des TLR induit les voies de signalisation aboutissant à l'expression des cytokines

pro-inflammatoires, des chimiokines, et des interférons. Les Domaines d'Oligomérisation de 

fixation des Nucléotides (NOD)-like receptors (NLR) sont des récepteurs cytosoliques qui 

reconnaissent également des PAMPs présents dans le cytosol. Les récepteurs Toll-like (TLR) 

sont exprimés par un certain nombre de types de cellules du système  immunitaire et non 

immunitaire qui sont : les monocytes, macrophages, cellules dendritiques, des neutrophiles, 

des lymphocytes B et T, les fibroblastes, les cellules endothéliales et épithéliales (Iwasaki et 

Medzhitov,  2004).
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Figure N° 24 : Les récepteurs lectines de type C (http://www.invivogen.com/review-clr)

(juillet 2013)          

Figure N° 25 : Récepteur mannose macrophagique (Aviezer, 2007)

http://www.sec.gov/Archives/edgar/data/1006281/000095013607007421/file3.htm (Juin 

2013)



53

 La famille des lectines de type C

Les lectines du type C sont des lectines membranaires caractérisées par un domaine de 

reconnaissance des carbohydrates (CRD) «carbohydrate recognition domain» (Fig. 24). Ce 

sont des molécules se fixant sur la partie carbohydrate des glycoprotéines qui jouent un rôle 

d’ancrage des divers agents pathogènes. Le CRD interagit avec des glycoprotéines ou 

glycolipides (avec des motifs comportant un mannose, un galactose, fucose, glucane) des 

agents pathogènes de manière calcium dépendante (d’où l’appelation du « type C »). Ces 

récepteurs favorisent la phagocytose et sont portés principalement par les macrophages et les 

cellules dendritiques. Ils régulent également la signalisation, et permettent aussi l’adhésion et 

la migration cellulaire. Il existe plusieurs sous-classes du récepteur lectine type C dont les 

plus représentatifs sont : le récepteur mannose, le récepteur au H-glucane (Dectine), le DC-

SIGN chez l’homme et le SIGNR1 chez la souris. 

 Récepteurs au mannose (CD 206)

Le récepteur mannose est exprimé par les monocytes, les macrophages (Fig. 25), les 

cellules dendritiques, et d’autres tissus, comme le tissu hépatique (Mckenzie et al., 2007 ;

Taylor et al., 2005). Le récepteur mannose macrophagique (MMR) est un récepteur lectine 

type C de type I, transmembranaire contenant plusieurs CRD ou domaines CRD-like encore 

appelés CTLD (C-type Lectin-Like Domaines). Ces régions en boucle polypeptides 

permettent la fixation des ligands carbohydrates, des glyco-conjugués liés au pathogènes ou 

des glycoprotéines exogènes et endogènes sécrétées. Son affinité est plus élevée pour un motif 

associé au mannose et fucose et moyen ou faible pour N-acétylgucosamine, galactose etc. Le 

MMR favorise la phagocytose. Il a été rapporté que l’inhibition du MMR diminue 

significativement la phagocytose de  Enterococcus faecalis (Tsuruta et al., 2013). Dans la 

crytococcose murine à Cryptoccocus neoformans, les souris KO pour Mrc1 meurent plus 

rapidement  que les souris WT (Dan et al., 2008). 

Le MMR fortement exprimé sur les macrophages alvéolaires, fonctionne comme un 

récepteur scavenger pour dégager des particules étrangères et en même temps réguler les 

réponses inflammatoires dangereuses. Ainsi, Mycobacterium tuberculosis expose à la surface 

de son envoloppe le lipoarabinomannane, dont la coiffe mannosylée se fixe sur le récepteur 

mannose. Cette fixation entraîne l’endocytose et la formation d’un compartiment vésiculaire 

dans lequel la bactérie survit et se développe (Torrelles et al., 2010). 
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Figure N° 26 : Structure du récepteur mannose (Napper et al., 2001)

Le MMR est constitué de 3 parties : 8 CRD présentant des sites de fixation aux 

carbohydrates, une répétition de la fibronectine de type II et un domaine riche en cystéine N-

terminale capable de fixer les carbohydrates sulfatés (Fig. 26). Les résidus N-

acétylgalactosamine sulfate ont une affinité élevée pour la forme soluble du MMR 

(comprenant l'ensemble du domaine extracellulaire) par rapport au mannose alors que le fait 

inverse est montré pour la forme tronquée du MMR (contenant les huit CRD mais dépourvu 

du domaine riche en cystéine N-terminale et la répétition fibronectine de type II) (Simpson et

al., 1999). Cette affinité dépend aussi du pH  et de la force ionique. Les lectines de type C 

sont classés en deux groupes par rapport à leur spécificité aux différents sucres (Lee et al.,

2011). Le premier groupe dont leurs CRD contiennent le motif tripeptidique Glu-Pro-Asn, 

(récepteur du mannose des macrophages (MMR) et mannose binding protéine (MBP) présente 

une affinité plus élevée pour le mannose, N-acétyl-glucose, glucose et L-fucose, (Lee et al.,

1991; Lee et al., 2011 ; Engering et al., 1997a ; Engering et al., 1997b). 
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Figure N°27 : Voie de signalisation du récepteur mannose activée par une glycoprotéine de 

M. tuberculosis (Rajaram et al., 2010)
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tandis que ceux dont les CRD contiennent le motif (Glu-Pro-Asp) se lient au Galactose et au 

N-acétyl galactosamine (Drickamer et al, 1992).  L’affinité pour le MMR soluble varie de la 

manière suivante : D-Mannose = L-Fucose > au D-Galactose (Martínez-Pomares et al., 1998). 

La semi-rigidité, la flexibilité et le changement de conformation du MMR modifient sa 

position et de ce fait augmentent les possibilités de fixations (Napper et al., 2001).

Dans la tuberculose, l’activation du MMR déclenche une série de signalisations dont 

la phosphorylation de MAPK-#A34! $E-7/8(($6/! 5! &V$./8:$/8-6! 97! ``^R ! +'+E%'! 9'! &$!

superfamille du récepteur nucléaire impliqué dans l’expression de nombreux gènes du profil 

anti-inflammatoire et dans l’inhibition du NFkB à l’origine de la production des cytokines 

pro-inflammatoires (Rajaram et al., 2010) (Fig. 27).  

 Récepteur au B –glucane (Dectin)

La Dectine a une affinité pour le D-glucane, polymère de glucose, composant majeur 

de la paroi de la plupart des champignons et de certaines bactéries. La Dectine est une lectine 

de type C exprimée principalement par les cellules myéloïdes, macrophages cellules 

dendritiques. Il présente un domaine CDR. Il existe deux types : dectine-1 et dectine-2. La 

différence fondamentale est liée à la transduction du signal de dectin-1 via ITAM, alors que la 

dectine-2 ne porte pas de motif ITAM. En plus, l’activation de la dectine-1 est associée à celle 

de TLR-2. L’interaction ligand-récepteur conduit à la phagocytose des pathogènes et à 

l’activation d’une cascade de signalisations intracellulaires, aboutissant à la production des 

cytokines pro-inflammatoires et des chémokines.

 DC-SIGN (CD 209)

DC-SIGN, une lectine de type C, localisée à la surface des cellules dendritiques et des 

macrophages. Il joue un rôle déterminant dans plusieurs processus physiologique, en 

particulier dans la migration et l’adhésion des DCs par sa liaison avec les ICAM2 présents sur 

l’endothélium. Sa liaison avec ICAM3 porté par les LT permet la formation de la synapse 

immunologique. Le DC-SIGN est utilisé par une série d’agents pathogènes (VIH, VHC, virus 

de la dengue, Ebola, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori et certains parasites) 

pour contourner le système immunitaire (Lozach et al., 2004).

 SIGNR1 (CD 209 b)

Le SIGNR1, protéine transmembranaire homologue de DC-SIGN humain, est présent 

sur les macrophages des souris et des rats. Il est impliqué dans la réponse inflammatoire.  
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1.2.2 Immunopathologie et relations hôtes parasites dans la THA

1.2.2.1 Réponse de l’organisme

L’inoculation de trypanosomes chez les mammifères déclenche une série 

d’événements entraînant la réponse immunitaire de l’hôte. Celle-ci inclut les phénomènes 

d’immunité naturelle puis, secondairement, ceux de l’immunité adaptative. De nombreuses 

modifications du système immunitaire ont été observées dans la THA : une 

hypergammaglobulinémie majeure constituée principalement d’immunoglobulines non 

spécifiques, la présence de nombreux auto-anticorps, une immunodépression marquée, une 

inefficacité des vaccinations, une dérégulation majeure du réseau des cytokines, avec une 

augmentation considérable et persistante du TNF- !et de l’IL-10 (Vincendeau et Bouteille, 

2006).

Le premier évènement, quelques jours après l’inoculation, est la formation du chancre 

d’inoculation qui représente la première réponse locale correspondant à la première protection 

développée par l’hôte. Les cellules et les molécules inflammatoires s’infiltrent dans le foyer 

d’inoculation. Cependant, les trypanosomes prolifèrent et gagnent le système lymphatique, se 

multiplient activement et sont ensuite libérés dans le sang circulant. Les Lymphocytes T 

activés, prolifèrent et libèrent l’IFN- 4! +-&C.7&'! $*$6/! 9'! 6-+E%'7K! %d&'(! $7! ('86! 9'! &$!

réponse immunitaire, mais qui stimulerait aussi la prolifération du trypanosome. Le TLTF se 

lie à la molécule CD8, la parasitémie des souris CD8-/- est réduite par rapport aux souris WT, 

et leur durée de survie est doublée  (Olsson et al., 1993). Les macrophages activés éliminent 

les parasites par la sécrétion des molécules cytotoxiques et/ou cytostatiques, dont le TNF-J!'/!

le NO (Vincendeau et al., 1992).  

Une très forte augmentation des IgM et des IgG, spécifiques et surtout non 

spécifiques, est mesurée dans le sérum des patients atteints de THA (Greenwood et al., 1973). 

Les anticorps spécifiques forment des complexes immuns en se liant aux antigènes du 

parasite. Dans la THA, il est observé une prolifération polyclonale des LB et, paradoxalement, 

une immunodéficience progressive (Sacco et al., 1994). La reconnaissance par les 

lymphocytes B de motifs CpG non méthylés de l’ADN des trypanosomes provoque une 

prolifération polyclonale non spécifique de ces cellules (Shoda et al, 2001). Le rôle des LB 

dans l’immunosuppression, par rapport à ceux des LT suppresseurs et des macrophages n’est 

pas connu. Les vaccinations des bovins trypanosomés sont inefficaces (Ilemobade et al.,

1982). 
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La trypanosomose a été l'une des premières maladies dans lesquelles l’implication du

TNF-J!$!été observée (Cerami et al., 1988). Il est trypanolytique pour T. b. brucei in vitro et 

réduit la charge parasitaire in vivo (Lucas et al., 1994 ; Magez et al., 1997). La VSG induit 

une forte synthèse de TNF-J4!D78!'(/!&V76'!9'(!.$%$./C%8(/8D7'(!#,*siopathologiques majeures 

de la THA (Daulouède et al., 2001). En plus de son effet trypanocide, le TNF-J!!#$%/8.8#'%$8/!

aussi à la modification de la barrière hémato-encéphalique, permettant le passage des 

trypanosomes dans le système nerveux central (Girard et al., 2005 ; Amin et al., 2012). 

Une corrélation a été faite entre le taux du TNF-J!(C%8D7'!'/!&$!(C:C%8/C!9'!&$!+$&$98'!

(Okomo et al., 1995). Le TNF-J4!$7/%'F-8(!C?$&'+'6/!$##'&C!.$.,'./86'4!('%$8/!5!&V-%8?86'!9'!

la cachexie sommeilleuse qui est la phase terminale de la THA, et partiellement responsable 

de l'immunosuppression sévère observée dans la trypanosomose (Magez et al., 1999). Des 

auto-anticorps dirigés contre des cibles variées sont sécrétés dans la THA.            

1.2.2.2  Mécanismes d’échappement élaboré par le parasite

Au cours de la co-évolution avec leurs hôtes, les trypanosomes ont mis en place une 

série de mécanismes et de stratégies de survie, assez remarquables, leur permettant 

d’échapper au contrôle, ou d’altérer le système immunitaire de l’hôte et de le moduler. 

Beaucoup de ces mécanismes sont encore inconnus. Parmi les mécanismes connus, il faut 

souligner :

- L’inhibition du facteur sérique trypanocide,

- Le recouvrement du parasite par un manteau riche en glycoprotéine variable (VSG), 

entrainant le phénomène de variation antigénique ;

- L’inhibition de la lyse médiée par le complément ;

- L’inhibition de la réponse inflammatoire ;

- Dérégulation du réseau des cytokines ;

- L’inhibition de la réponse LT ;

- Activation de LTCD8 par TLTF ;

- L’activation polyclonale de LB non spécifique ;

- L’expression de récepteurs membranaires pour la région Fc des Ig.

 La résistance au sérum humain

Les espèces T. b. gambiense et T. b. rhodesiense sont pathogènes pour l’homme tandis 

que T. b. brucei ne l’est pas. L’homme mis en contact avec T. b. brucei ne développera pas la 

maladie grâce à la présence dans le sérum humain d’un élément de la réponse innée, un 
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facteur de lyse pour le trypanosome (Raper et al., 2001), le TLF (Trypanosome Lytic Factor)-

1, présent dans le sérum et contenant l’apolipoprotéine A-1 (ApoL-1), et l’haptoglobin-related 

protéine (HPR). Le complexe ApoL-1/HPR est absorbé à l’intérieur du parasite, l’Apol-1 se 

détache des particules d’HDL, s’insère dans la membrane lysosomiale et génère des pores

ioniques (grâce à son domaine N-terminal) permettant le passage des ions chlorure du 

cytoplasme vers la lumière du lysosome et de la vacuole (Vanhamme et al., 2003, Molina-

Portela et al., 2008 ; Perez-Morga et al, 2005). Le flux ionique, associé à un passage d’eau, 

provoque un gonflement osmotique incontrôlable de la vacuole digestive entrainant la lyse du 

trypanosome chez l’homme (Vanhamme et al., 2003). Des études ont montré que seule ApoL-

1 est cytotoxique pour T. b. brucei et que l’HPR permet l’entrée rapide et efficace de ApoL-1

dans le parasite (Vanhamme et al., 2003; Pays et al., 2006; Shiflett et al., 2007).

Cependant, T. b. gambiense et T. b. rhodesiense sont résistants au facteur TLF du 

sérum humain par le développement des mécanismes d’échappement et de résistance. Dans la 

trypanosomose à T. b. rhodesiense, cette activité trypanolytique est supprimée par la protéine

associée à la résistance spécifique (SRA) (Radwanska et al., 2002 ; Enyaru et al., 2006). Le 

mécanisme de résistance à l’activité lytique et trypanocide de l’ApoL-I est mise en évidence 

et se caractérise par la formation du complexe SRA / TLF-1 empêchant la pénétration du 

TLF-1 dans le parasite. Dans l’infection à T. b. gambiense, le parasite exprime une 

glycoprotéine spécifique (TbsGP) qui est à l’origine d’un mécanisme de défense 

multifactorielle. Elle réduit considérablement la pénétration de l’ApoL1 dans le parasite, 

empêche l’insertion de l’ApoL1 dans la membrane lysosomale et induit la rigidification de la 

membrane (Uzureau et al., 2013).                                                                                                         

Par ailleurs, des espèces de trypanosomes pathogènes des animaux, T. evansi à

l’origine de la maladie chez les camélidés et le bétail, et T. lewisi parasite naturel du rat, sont 

parfois responsables de symptomatologie grave. En 2004, le premier cas de trypanosomose à 

T. evansi a été formellement identifié en Inde, chez un fermier de l’état central de 

Maharashtra (Truc et al., 2007). Ses travaux révèlent que cette infection est due à l’absence, 

dans le sérum du patient, de l’Apol L-1. T. evansi se présente comme étant l’une des espèces 

de trypanosome la plus répondue notamment, en Amérique du Sud, en Afrique du Nord et 

dans une grande partie de l’Asie, dont l’Inde. De nombreuses populations humaines vivent 

actuellement au contact d’animaux infectés. Une infection par T. lewisi a été rapportée chez 

un nourrisson de 45 jours en Inde (Sarataphan et al., 2007) et 7 cas antérieurs ont été

également signalés (Uzureau et al., 2013).
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 Mécanisme d’échappement par la VSG 

Chez les trypanosomes, le mécanisme de variation antigénique consiste à renouveler 

périodiquement  sa surface constituée d’une protéine très immunogène, VSG. Cette protéine, 

fortement exprimée, est ancrée à la membrane afin de former une barrière dense, une sorte de 

"manteau protecteur". Les trypanosomes se couvrent de ce manteau pour se protéger de la 

réponse immunitaire de l'hôte. Le remplacement périodique de ce manteau par différents 

mécanismes génétiques constitue la variation antigénique. Ainsi, une modification de 

quelques acides aminés dans la séquence primaire de la VSG entraîne une VSG 

immunologiquement différente (Donelson et al., 1998). Le génome du trypanosome possède 

environ 1000 gènes de VSG, chacun codent une protéine avec des propriétés antigéniques 

distinctes. Un gène VSG est exprimé à la fois et peut changer, suite à un ré-arrangement 

génétique qui permet l’expression d’une nouvelle protéine. Ainsi, en utilisant un 

réarrangement génique pour remplacer la protéine VSG initiale les trypanosomes ont toujours 

une longueur d’avance sur le système immunitaire. 

Les mécanismes qui régulent l’expression des gènes d'antigènes de surface (VSG) du 

parasite sont étudiés depuis longtemps, mais beaucoup restent incompris. Ce processus 

implique la transcription d'un seul gène de VSG parmi un grand nombre présent dans le 

génome.

En effet, le séquençage récent du génome de T. b. brucei a mis en évidence la présence 

de 1700 gènes ou pseudogènes de VSG (Berriman et al., 2005). Ces gènes sont localisés 

essentiellement en position télomérique ou subtélomérique (Horn et al., 2005). Pour être 

transcrits, les gènes de VSG doivent être localisés dans un site télomérique appelé ES 

(expression site ou unités polycistroniques), Les gènes de VSG situés hors d'un site 

d'expression sont silencieux et dépourvus de promoteurs. Pour faire évoluer le répertoire de 

VSG afin que le parasite puisse renouveler constamment ses antigènes de surface, des 

processus permettant l'intégration d'un gène silencieux au niveau du site d'expression 

augmentant ainsi la diversification infinie du VSG.

La variation antigénique chez les trypanosomes est une variation antigénique 

programmée, régie par :

- Des recombinaisons réciproques ;

- Des conversions géniques ;

- Un contrôle in situ (Changement de site d’expression actif) sans altération de l’ADN.
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Figure N° 28 : Recombinaison réciproque des séquences de gènes de VSG

Figure N° 29: Conversion génique dans les gènes de VSG

Figure N° 30 : Activation in situ dans les gènes de VSG

(http://worforce.calu.edu/Buckelew/images/Trypanosoma%2Obrucei%20gambiense.jpg)
(Sept. 2013)
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Recombinaison réciproque ou homologue

Elle consiste en un échange des séquences d’ADN entre deux régions par 

reconnaissance de séquences homologues (Fig. 28) et concerne les gènes télomériques. La 

recombinaison se fait entre deux gènes de VSG appartenant à des sites d’expression 

différents.

Conversion génique 

Elle consiste à un remplacement d’une séquence d’ADN par une copie d’une autre 

séquence (Fig. 29), c’est une recombinaison entre un  gène de VSG et un autre gène de VSG 

copié à partir de l’un de nombeux pseudogènes. 

Activation in situ (changement de site d’expression)

Elle consiste à l’inactivation d’un site A actif au profit d’un site B préalablement

inactif, sans déplacement de séquence d’ADN, cela conduit à l’espression d’un VSG différent. 

Il existe 20 sites (ES) et un seul est actif à un moment donné (Fig. 30). 

De nouvelles séquences de VSG sont donc ainsi générées ce qui permet 

l’élargissement à l’infini du répertoire de VSG.

Les anticorps dirigés contre les constituants variants des trypanosomes se lient à la

surface membranaire des parasites et participent à la diminution  de la parasitémie observée 

au cours de l’infection. Les quelques trypanosomes porteurs des VSG nouvellement modifiées 

peuvent donc échapper aux anticorps produits par le sujet infecté, ces variants se multiplient 

pour former la vague de parasitémie suivante (Molyneux et al., 1996) (Fig. 31). Cette protéine 

peut cependant jouer d'autres fonctions dans l'adaptation du parasite à son hôte. Par ailleurs, 

certains anticorps trouvés dans la THA sont dirigés contre des auto-antigènes et correspondent 

à l’activation non spécifique des lymphocytes B, qui produisent naturellement des auto-

anticorps (Guilbert et al., 1982).

Cette propriété empêche la plupart des hôtes en contact avec les trypanosomes du 

groupe brucei d’acquérir une véritable immunité protectrice. La mise en évidence dans le 

trypanosome de constituants stables, tels que des glycoprotéines non variables de surface ou 

des épitopes stables du flagelle du trypanosome, est un facteur d’espoir dans cette recherche 

vaccinale (Overath et al., 1994). La présence du trypanosome dans le circuit sanguin de son 

hôte induit aussi l’apparition d’anticorps anti-tryptophane like, ce qui souligne que la VSG 

présente des domaines riches en tryptophane (Okomo et al., 1995 ; Semballa et al., 2007).
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Figure N° 31 : Variation antigénique des trypanosomes (Commutation antigénique)

(http://diverge.hunter.cuny.edu/~weigang/Images/22-15_trypanosomes_1.jpg) (mai 2013)

En plus de l’induction de la production exagérée et persistante de cytokines, des 

anticorps et auto anticorps, la VSG induit la résistance à la lyse médiée par le complément 

(Taylor et al., 2006).

Figure N° 32 : VSG, Interface moléculaire entre parasite et l’hôte (d’après Vincendeau et 

Bouteille, 2006).
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 Inhibition de la lyse médiée par le complément  

Les parasites du complexe brucei échappent à la lyse médiée par le complément, en 

empêchant la poursuite de la cascade de réaction au niveau de C3 convertase. Ce blocage de 

la voie alternative du complément par la VSG, inhibe la lyse du parasite (Devine et al., 1986). 

 Fixation de la région Fc des immunoglobulines 

Trypanosoma musculi porte sur sa membrane des récepteurs pour la région Fc des 

immunoglobulines (Vincendeau et al., 1989), ce qui lui permet d’éviter les fonctions 

effectrices liées à la région Fc de ces molécules, tout en se revêtant de molécules de l’hôte le 

protégeant. Caractéristique non retrouvée ailleurs, un de ces récepteurs fixe de façon 

identique, l’IgM et l’IgE, les deux Ig possédant des chaînes lourdes ayant 5 domaines.

 Hyper prolifération des LB et production d’auto anticorps

Dans la THA, la principale caractéristique est une augmentation spectaculaire du taux 

des immunoglobulines (surtout IgM), comprenant des anticorps spécifiques aux trypanosomes 

(VSG et autres composants du parasites) et des anticorps non spécifiques. Les souris infestées 

par T. b. brucei produisaient lymphocytes B aberrants (Sacco et al., 1994). Des études 

supplémentaires ont démontré que c’est l’ADN de T .b. brucei qui stimule la prolifération de 

ces cellules B (Shoda et al., 2001). L’hyperstimulation de ces cellules B favorise la 

production d’auto-anticorps. Cette production d’auto-anticorps résulte aussi de la libération 

d’auto-épitopes par les tissus endommagés au cours de l’inflammation chronique. Il a été 

démontré également que les anticorps antineurofilament reconnaissent un épitope commun 

présent sur les neurones de l’hôte et le flagelle du trypanosome, ce qui montre l’existence 

d’un mimétisme moléculaire (Pentreath et al., 1992). Par contre, il a été également montré 

que l’infection par T. b. brucei entraîne l’apoptose des lymphocytes B (Radwanska et al.,

2008).  
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 Modulation de la réponse inflammatoire

Les trypanosomes sont capables d’inhiber la réponse inflammatoire toxique pour 

l’hôte, au profit d’une réponse non inflammatoire, moins toxique (Baetselier et al., 2001).  

Dans un modèle de trypanotolérance / trypanosusceptibilité, T. b. brucei, dans la phase 

précoce de l’infection, la réponse pro-inflammatoire par l’activation classique des 

macrophages initiée par les cytokines Th1 et les produits du parasite va contrôler la 

parasitémie. Plus tard s’établit la réponse anti-inflammatoire sous le contrôle des cytokines 

Th2, à l’origine de l’activation alternative (Namangala, 2011). Dans un  modèle de la  

trypanosomose murine à T. congolense, il est signalé une modification de la chronologie de la 

réponse le passage rapide de la réponse pro-inflammatoire à la réponse anti-inflammatoire 

(Baetselier et al.,  2001). 

 Dérégulation du réseau des cytokines

Les VSG déclenchent la production de TNF- ! par les macrophages (Magez et al.,

1998 ; Daulouède et al., 2001). De plus, la production de TNF- !peut être stimulée par l’IFN-

". IFN-"!et TGF-# sont produits par les cellules T CD8+ activées par une molécule synthétisée 

par les trypanosomes, le TLTF (Olsson et al., 1991). Le TGF-#! possède des propriétés 

immunosuppressives. Un fait intéressant est que l’IFN-"! stimule la croissance du parasite. 

L’IFN-" induit de l’IDO, enzyme également impliquée dans l’immunomodulation (Liang et 

al., 2013).

En interférant avec le réseau des cytokines et en utilisant les cytokines comme 

facteurs de croissance, les trypanosomes modifient les fonctions effectrices du système 

immunitaire. La première évidence d’une surproduction de TNF- ! a été observée chez le 

lapin infecté par T. b. brucei avec fièvre, asthénie, cachexie et hypertriglycéridémie. 

 Inhibition de la réponse des lymphocytes T

Dans les trypanosomoses, des altérations des fonctions de LT ont été démontrées in 

vivo et in vitro. La suppression des réponses des lymphocytes T de l'hôte, impliquant en outre 

les cellules macrophagiques, est l'une des caractéristiques de l'infection par les trypanosomes 

africains. Le déficit en L-arginine dû à son catabolisme par la iNOS ou l’arginase, provoque 

une déplétion de cet acide aminé nécessaire à la prolifération des LT. L’inhibition de LT est 

liée aussi à l’expression de l’IDO. Dans les processus infectieux, l’activité IDO a d'abord été

identifiée comme un mécanisme de défense contre les invasions microbiennes car il induit la 
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diminution du tryptophane, élément essentiel à la prolifération de bactéries, de parasites et de 

virus (Zelante et al., 2009). La déplétion de tryptophane entraîne l’inhibition de certains 

pathogènes notamment Toxoplasma gondii et Chlamydia psittaci (Byrne et al, 1986 ;

Murakami et al., 2012). Par ailleurs, l'expression de IDO dans les cellules dendritiques et les 

macrophages a maintenant été impliquée dans l'induction de la tolérance, principalement en 

induisant l'apoptose des lymphocytes T, l’anergie et la génération de lymphocytes T 

régulateurs (Grohmann et al., 2003 ; Mellor et al., 2004). Il a été démontré que l’infection 

des cellules dendritiques humaines dérivées des cellules myéloïdes par Leshmania major et L. 

donovani induit l'expression d’IDO, supprimant ainsi la prolifération des lymphocytes et aussi 

le processus inflammatoire (Donovan et al., 2012).

 Activation de TCD8 par une molécule dérivée du parasite (TLTF)

T. b. brucei produit une  trypanokine, le TLTF (T lymphocyte-triggering factor) qui 

entraîne la sécrétion, par les cellules TCD8+, d’INF- 4!D784!5!(-6!/-7%4!(/8+7&'!&$!.%-8(($6.'!

des parasites (Bakhiet et al., 1993 ; Olsson et al., 1993). Il s’est établi une relation 

bidirectionnelle entre T. b. brucei et cellules T CD8+. TLTF stimule la production d’IFN- !

qui à son tour stimule la production de TLTF (Hamadien et al., 2000). T. b. gambiense, T. b.

rhodesiense, T. evansi, contiennent également des facteurs ayant une activité similaire et ces 

réponses sont dépendantes de CD8 puisque l'activité a été bloquée par un anti-CD8 (Bakhiet

et al., 1996). 
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Figure N° 33 : Structure de l’arginase 1 de rat (a) et de son site catalytique (b) avec en son 

centre un cluster de 2 ions Mn2+ (A et B) (Kanyo et al., 1996). 

Figure N°34 : Métabolisme de l’arginine dans les cellules de mammifères (Li et al., 2001)
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1.3 Arginase

Un nouveau mécanisme favorisant la prolifération du parasite, l’induction de 

l’arginase de l’hôte, a été mis en évidence dans notre laboratoire (Gobert et al., 2000). 

Nous allons rappeler la localisation cellulaire, la structure, les propriétés 

physicochimiques et les fonctions des arginases, décrire les voies de signalisation 

intracellulaire aboutissant à la transcription et l’expression de l’arginase et donner quelques 

exemples de pathologies où elles sont impliquées. 

1.3.1 Localisation, Structure et Propriétés physico-chimiques 

L’arginase ou aminohydrolase ou L-arginine urée hydrolase est une enzyme largement 

distribuée dans le monde vivant. Elle est présente chez les bactéries, les parasites, les 

champignons, les plantes, les animaux vertébrés et invertébrés. Chez les mammifères, il existe 

deux isoformes : arginase 1 et arginase 2, codées par deux gènes différents, localisés sur deux 

chromosomes différents. Ces deux isoformes présentent environ 60% d’homologie de 

structure en acides aminés, mais 100% d’homologie au niveau du site catalytique (Cederbaum 

et al., 2004). Arginases 1 et 2 permettent la synthèse de polyamines et de proline. 

L’arginase 1 ou encore arginase hépatique est l’isoforme la mieux explorée. Localisée 

dans le cytosol des hépatocytes, elle est impliquée dans le cycle de l’urée. Elle est également 

localisée dans le cytosol des cellules de nombreux tissus extra hépatiques (dans lesquels le 

cycle de l’urée est incomplet) : la peau, les intestins, les érythrocytes, les leucocytes, les 

cellules endothéliales.

L’arginase 2 ou encore arginase rénale est une enzyme localisée dans la face externe 

de la membrane mitochondriale. Elle est exprimée dans de nombreux tissus dans lesquels le 

cycle de l’urée est incomplet : les reins, le cerveau, le cœur, les vaisseaux, les poumons, les 

intestins, la prostate, les leucocytes. 

La structure cristallographique des arginases humaines a été déterminée pour 

l’arginase 1 (Cox et al., 1999), et pour l’arginase 2 (Cama et al., 2003). L’enzyme est active

sous la forme d’un homotrimère possédant en son centre un cluster de 2 ions manganèse Mn 

2+ (Fig. 33). Ces deux atomes de Mn2+, présents au niveau du site catalytique, sont 

nécessaires pour son activité catalytique. Ils permettent la fixation et l’hydrolyse du substrat. 

L’activité arginase est fortement diminuée dans un milieu déplété en Mn2+ (Wu et Morris, 

1998 ; Cerderbaum et al., 2004). L’ion Mn2+ serait donc l’activateur physiologique de 

l’arginase. L’homotrimère de l’arginase hépatique a un PM de 105 kDa et chacune des 3 

sous-unités a un PM de 35 kDa.
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1.3.2 Fonction des arginases

1.3.2.1 Cycle de l’Urée 

La fonction fondamentale dédiée à l’arginase est le cycle de l’urée. Elle catalyse la 

dernière réaction du cycle de l’urée en hydrolysant la L-arginine en urée et L-Ornitihine. 

Ainsi, du cytosol des hépatocytes, l’urée est transportée dans la circulation sanguine et est 

excrétée par les reins. La L-ornithine est utilisée pour régénérer la L-arginine dans les 

hépatocytes. 

1.3.2.2 Synthèse de l’ornithine plaque tournante de plusieurs voies métaboliques

L’arginase catalyse la production de l’ornithine, acide aminé au carrefour de multiples 

métabolismes. L’ornithine peut être catalysée par l’ODC en putrescine puis en spermidine et 

en spermine, polyamines nécessaires pour la croissance cellulaire et le remodelage des tissus 

(Fig. 33). Elle peut également être catalysée par l’OAT en Proline, nécessaire pour la synthèse 

de plusieurs protéines structurelles, dont le collagène (Durante et al., 2001), du glutamate, de 

l’acide  -aminobutyrique (Yu et al., 2003). 

1.3.2.3 Prolifération cellulaire et synthèse de collagène

L’arginase participe à la synthèse de collagène et à la réplication des fibroblastes. De 

nombreux travaux ont montré l’étroite relation entre les niveaux importants d’expression et 

d’activité arginase et la prolifération cellulaire. La néo-vascularisation, étape essentielle dans 

le développement des métastases et des tumeurs, dépend de l’activité arginase et de la 

synthèse des polyamines (Davel et al., 2002). 

1.3.2.4 Arginase et relaxation musculaire

Le NO est le principal régulateur des fonctions érectiles du corpus cavernosum. Il 

intervient dans les phases d’érection/relaxation. La présence de l’arginase dans les cellules 

endothéliales permet de réguler l’activité vasculaire et de ce fait, la pression artérielle. Elle 

joue également un rôle sur la contraction cardiaque et pulmonaire. Dans les cellules 

endothéliales des vaisseaux sanguins, Li a démontré le rôle important des deux isoformes de 

l’arginase et leur implication dans la synthèse des polyamines nécessaires à l’angiogénèse (Li 

et al., 2002). 
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1.3.2.5 Régulation et homéostasie du système immunitaire

 Modulation de la production de NO : Balance Arginase/NOS

Les implications principales de l’arginase dans l’immunité sont la régulation de la 

synthèse du NO par inhibition de iNOS dans les macrophages de façon compétitive, et la 

réparation tissulaire post inflammatoire et la cicatrisation. Le monoxyde d’azote joue un rôle 

très important dans l’immunité (Coleman et al., 2001), le NO stimule la croissance de la 

lignée mononucléée à partir des cellules souches CD34+ lors de l’hématopoïèse (Tiribuzi et 

al., 2013). Sous l’effet des cytokines du type Th1 et du LPS, les macrophages soumis à une 

activation classique produisent du NO qui intervient contre des agents tumoraux ou infectieux 

(Vouldoukis et al., 1996). Le NO et ses dérivés induisent des altérations enzymatiques et 

nucléaire, et la mort cellulaire par apoptose. Il présente une grande affinité pour le fer ; ainsi, 

il module des enzymes contenant le fer. Le NO possède un électron célibataire qui lui confère 

un état radicalaire. Contrairement à la plupart des radicaux libres, il ne se dimérise pas, et ne 

se dismute pas : c’est un radical libre cytotoxique et cytostatique. Par contre, le NO a aussi 

des effets délétères sur l’organisme. Il est impliqué dans les maladies inflammatoires 

chroniques comme la polyarthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques. Dans l’asthme, il 

participe à l’inflammation et à l’œdème des voies respiratoires. Ainsi la régulation de la 

production de NO est nécessaire pour limiter ces effets néfastes pour l’organisme hôte. La 

régulation de NO par l’arginase s’explique par le fait que l’arginase et la iNOS utilisent le 

même substrat qui est la L-arginine (Fig. 31). Par ailleurs, la compétition est en faveur de 

l’arginase, qui présente une constante de dissociation Kd et une activité Vm, respectivement 

d’environ 100 fois et 1000 fois plus grande pour le substrat que la NOS (Boucher et al.,

1994). Plusieurs travaux réalisés sur la compétition Arginase / NOS2 ont été réalisés et 

démontrent plusieurs points :

- 90% de la L-arginine sont consommés par l’arginase et seulement 10% sont utilisés 

pour la synthèse de NO et l’utilisation d’un inhibiteur compétitif sélectif de 

l’arginase, la L-norvaline restaure la production de NO (Chang et al., 1998 ; Gobert et

al., 2000 ; Balestieri et al., 2002) ;

- L’induction et l’expression de l’arginase plus précoces que celles des NOS entraînent 

une dimunition significative du pool intra et extracellulaire de L-arginine, inhibant la 

production de NO (Duleu et al., 2004) ;

- Une diminution importante de la concentration en L-arginine plasmatique a été 

observée chez des cobayes infectés par T. b. gambiense (Furfine et al., 1993);
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- Une prolifération de T. b. brucei accompagnée d’une forte augmentation de l’activité 

arginase a été constatée dans la cavité abdominale de souris infectées (Gobert et al.,

2000).

Figure N° 35: Relation entre l'activité arginase et NO synthase (Heffernan et al., 2006)

Induction de l’hypo réactivité des lymphocytes T par l’arginase

La L-arginine est un facteur clé dans l’activation et la fonction de LT. Sa déplétion 

provoque le dysfonctionnement des lymphocytes T (Taheri et al., 2001). L’appauvrissement 

en L-arginine altère la fonction des LT par dimunition de l’expression de la chaine CD3 du 

TCR et reduction de la  prolifération des LT (Zabaleta et al., 2004). Helicobacter pylori induit 

l’arginase qui consomme de la L-arginine, ce qui crée un état d’hyporéactivité des LT 

(Zabaleta  et al., 2004). L’activité arginase est l’un des mécanismes contribuant à la 

suppression de la réponse immune maternelle par réduction de la biodisponibilité en L-

arginine, conduisant à l’immunotolérance et à la survie du foetus semi-allogénique (Kropf et

al., 2007). 

1.3.3 Voie de signalisation, activation de la transcription et expression de l’arginase 

Les voies d’induction de l’arginase macrophagique murine sont assurées par plusieurs 

ligands qui activent divers récepteurs,  à l’origine de la transduction d’une multitude des 

signaux, déclenchant  une série des facteurs de transcription aboutissant à l’expression de 
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Figure N° 36 : Rôle direct et indirect du facteur STAT6 dans l’induction de l’arginase  
(Pauleau et al., 2004)

Figure N° 37 : Voie d’induction de l’arginase par l’IL-13  (Ingram et al., 2012)
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l’arginase. Les cytokines (IL-4, IL-10, IL-13), les facteurs de croissance et d’autres molécules 

sont capables d’activés indépendamment ou en combinaison la voie de l’arginase. Le facteur 

de transcription le plus important pour l’arginase 1 est le STAT6 (Sinha et al., 2005), bien que  

d’autres facteurs sont indépendants de STAT6. Ces  facteurs se lient  à des sites distincts et 

spécifiques pour initier la transcription et l’expression du gène de l’arginase 1.

1.3.3.1 Transduction du signal, activation  et expression de l’arginase par les 

cytokines

La régulation transcriptionnelle de Arginase 1 par l'IL-4 décrite dans la lignée cellulaire 

de macrophages murins RAW264.7, met  en évidence l’activation du facteur de transcription 

STAT6  #78(!1QcW`H!'/!'6F86!!&$!.-+E86$8(-6!9'(!F$./'7%(!]0^0_4!1QcW`H!'/!9V76!F$./'7%!e!

préalablement induit par STAT6 (Pauleau et al., 2004 ; Gray et al., 2005). L’activation du 

récepteur IL-4 permet l’autophosphorylation de JAK qui phosphoryle STAT qui se dimérise 

$:$6/!9V'6/%'%!9$6(!&'!6-*$7!#-7%!.--#C%'%!$:'.!`f;4!1QcW`H!'/!e!!#-7%!F-%+'%!76!.-+#&'K'!

au niveau du promoteur afin d’initier la transcription et l’expression de l’arginase (Pauleau et 

al., 2004) (Fig. 36). 

L’IL-13 emprunte la même voie de signalisation intracellulaire que l’IL-4 pour 

induire l’expression de l’arginase (Fig. 37). L’activation de l’IL-13R associé à IL-=RJ! #$%!

l’IL-13 induit le JAK1/TyK2 qui phosphoryle et dimérise le STAT6 qui assure la transcription 

de l’ARN de l’arginase. Par contre l’activation du IL-13R ne transmet pas le signal (Ingram et 

al., 2012).

Dans d’autres modèles, l’IL-4 active simultanément KLF4 qui potentialise l’effet de 

STAT6 sur l’expression de l’arginase (Liao et al., 2011). L’association IL-4 et IL-10 active le 

PU.1 qui induit l’expression de l’arginase (Pauleau et al., 2004). L’activation du récepteur 

TLR 2 déclanche une cascade de signalisations aboutissant à l’expression et à la production 

de  IL-6, IL-10 et G-SCF via C/EBP. La combinaison de  ces trois cytokines active P-STAT3 

qui active à son tour C/EBP qui induit l’expression de l’arginase (Qualls et al., 2010 ;

Hajishengallis et al, 2011) (Fig. 38). Cette voie de signalisation pourrait expliquer l’induction 

et  l’expression de l’activité arginase par Toxoplasma gondii par la voie de TLR et 

indépendamment du facteur de transcription STAT6 (Kasmi et al., 2008). 
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Figure N° 38: Voie de signalisation conduisant à l’induction de l’arginase via TLR2 et 

STAT3   (Hajishengallis et al., 2011)
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1.3.3.2 Rôle de lipoprotéines oxydées ou acétylées dans l’induction de l’arginase 

Les LDL (Low Density Lipoprotein) oxydés ou acétylés induisent l’expression et 

l’activité arginase via le récepteur nucléaire PPAR Qg! D78! (V$((-.8'! 5!RXR pour activer le 

promoteur d’expression de l’arginase (Khallou et al., 2010 ; Pourcet et Pineda-Torra,  2013). 

La phospholipase A2, activée par MAPK-p38, métabolise l’acide arachidonique en

prostaglandine. La prostaglandine active les récepteurs PPARs pour induire la transcription et 

l’induction de l’arginase. La Vitamine D3 associé à  L’INF-g4! $./8:'! &'! %C.'#/'7%!h2R!D78!

induit l’expression de l’arginase (Ehrchen et al., 2007 ; Pourcet et Pineda-Torra,  2013)  (Fig. 

39). 

Figure N° 39 : Schéma récapitulatif des voies de signalisation intracellulaire aboutissant à 

l’induction de l’arginase (Pourcet et Pineda-Torra,  2013).   

1.3.3.3  Voie d’induction de l’arginase par un parasite intracellulaire  

La Cruzipaïne (Cz) glycoprotéine soluble de Trypanosoma cruzi induit l’activité 

arginase par divers signaux intracellulaires (Fig. 40). La Cz active le récepteur tyrosine kinase 

qui peut à son tour activer le PKA ou la MAPK p38, deux voies qui aboutissent à l’expression 

de l’arginase. 
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Figure N° 40: Signalisation intracellulaire aboutissant à l’induction de l’arginase par la 

cruzipaïne de T. cruzi (Stempin et al., 2007)

1.3.4 Exemples de pathologies liées à l’arginase

1.3.4.1 Pathologies parasitaires

 Arginase et Trypanosomoses

Le rôle du monoxyde d’azote dans la réponse de l’organisme a été étudié par plusieurs 

équipes et sur plusieurs modèles, car le NO joue un rôle important dans le système 

immunitaire. Dans le cas de la trypanosomose, plusieurs aspects ont été développés et 

élucidés :

- In vitro, les trypanosomes extracellulaires du groupe brucei sont très sensibles aux

dérivés des NO (Gobert et al., 1998), une persistance de la prolifération du parasite a 

été observée dans la trypanosomose murine à T. b. brucei (Gobert et al., 2000) ; et, 

l’injection de la L-arginine augmente la production de NO2- (Gobert et al., 2000) ;

- Des mesures directes du NO cérébral ont été réalisées chez le rat et chez la souris 

infectées par le T. b. brucei et la concentration du NO cérébral est plus élevée chez les 

animaux infectés que les animaux non infectés (Buguet et al., 1996 ;  Amrouni et al.,

2010).

Les différents travaux sur les effets cytotoxiques et cytostatiques du NO ont amené des 

équipes concernées à étudier les mécanismes de modulation du NO. Ainsi, des mécanismes de 
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Figure 41 : Equilibre iNOS/arginase, dans les trypanosomoses (Vincendeau et al., 2003).

Figure N°42 : Voie métabolique de L-arginine et de L-Ornithine (Vincendeau et al., 2003)

régulation mis en jeu dans la diminution du NO ont été abordés par l’étude des cytokines 

stimulantes et inhibitrices de iNOS des macrophages (Namangala et al., 2001). La balance 
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NOS/Arginase est sous contrôle de la balance Th1/Th2, avec les cytokines de Th1, qui 

induisent la iNOS, et les cytokines Th2 qui induisent l’arginase (Munder et al., 1999) (Fig. 

41). 

L’arginase macrophagique inhibe l’élimination des trypanosomes dépendant du NO in 

vitro et in vivo. (Duleu et al., 2004). L'addition simultanée de l'IL-;H4!&\ULM- !et du TNF-J!ou

de chimiokines à des cultures T. cruzi / macrophage a donné lieu à l'induction de l'iNOS, des 

niveaux élevés de nitrite, et une activité trypanocide marquée (Machado et al., 2000). Dans 

une étude sur la trypanosensibilité et la trypanorésistance des souris Balb/c et C57bl/6 à 

l’infection à T. b. brucei, l'expression et le rôle de la NO synthase inductible et de l’arginase

ont été évalués sur les deux souches de souris. L’expression de l’ARNm de l’arginase 1 et 2 et 

l’activité de l’arginase sont plus élevées dans les macrophages des souris Balb/c infectées, que 

dans ceux des souris C57bl/6. Le niveau de ARNm de iNOS est le même dans les 

macrophages des deux souches. Le niveau élevé de l'activité arginase chez macrophages 

Balb/c infectées par T. b. brucei a inhibé fortement la production de NO (Duleu et al., 2004). 

Il a été montré que la proline, un des dérivés de l’ornithine, constitue une source de carbone 

indispensable pour les trypanosomatidés au niveau de l’insecte (Bringaud et al., 2012). Dans 

la trypanosomose à T. cruzi, l’interaction entre cruzipaïne (antigène immunodominant du 

parasite) et le macrophage induit l’activité arginase qui déplète la L-arginine au détriment de 

la NO synthase régulant ainsi la production du NO (Garrido et al., 2011).  
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Figure N° 43: Schéma d'interaction L. donovani Macrophage (Chan et al., 2012)

Figure N° 44 : Voie de signalisation de l’induction de l’arginase dans la toxoplasmose 

(Denkers et al., 2011) 
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 Arginase et Leishmaniose

Lors de la piqûre des phlébotomes infestés, les macrophages sont recrutés sur le site 

d’inflammation,  les promastigotes entrent ainsi dans les macrophages recrutés. Les parasites 

induisent la production des activateurs de PPARs. Les agonistes de PPARs tels que les lipides 

bioactifs 15d-PGJ2 et LXA4 des voies de l'acide arachidonique sont libérés. L’IL-4 produit 

par les Th2 peut aussi activer les PPARs. L'activation du récepteur ``^R polarise les 

macrophages de l'hôte vers l’activation alternative qui produirait de l’arginase pour détourner

le substrat de iNOS et donc de réduire la production de NO (Adapala et al., 2008 ; Chan et al.,

2012) (Fig. 43).

 Arginase et Toxoplasmose

La modulation du système immunitaire par  Toxoplasma gondii contribue à 

l’installation de l’infection (Hunter et al., 2012). Il est réputé comme un régulateur de la 

réponse inflammatoire (Melo et al., 2011).  Le parasite sécrète un facteur, le ROP16 (Rhopty 

Protein 16) qui phosphoryle les voies des transcriptions STAT3 et STAT6 aboutissant 

respectivement à l’activation de l’expression des gènes de l’IL-10 et l’arginase, facilitant 

l’établissement de l’infection (Butcher et al., 2005 ; Butcher et al., 2011).   Le T. gondii

induit aussi l’activité arginase macrophagique via TLR, indépendamment du STAT (El Kasmi 

et al., 2008) (Fig. 44).

 Arginase et amibiase

Entamoeba histolytica exprime de l’arginase qui consomme de la L-arginine de l’hôte, 

ce qui permet sa prolifération et limite en même temps la production de NO amoebicide 

(Elnekave et al., 2003). 

 Arginase et Schistosomose

Schistosoma mansoni induit l’activité arginase macrophagique de son hôte dans son 

stade de développement (Fitzpatrick et al., 2009). L’expression de l’ARNm de l’arginase 1, la 

traduction et l’activité arginase 1 est décelée  dans les macrophages murins infectés de  S. 

mansoni (Hesse et al., 2001). 
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 Arginase et paludisme

Plasmodium falciparum et Plasmodium berghei expriment une arginase dont le poids 

moléculaire (160 kDa) est plus grand que celui de l’enzyme trouvé chez la souris ou chez 

l’homme. Cette arginase parasitaire catalyse la L-arginine au détriment de la iNOS pour la 

biosynthèse des polyamines nécessaires à la prolifération du parasite (Müller et al., 2005). 

L’augmentation de l’arginase plasmatique est également présente dans le paludisme grave 

(Weinberg et al., 2008). Des études sont en cours pour inhiber spécifiquement l’arginase 

parasitaire (Ilies et al., 2011).

1.3.4.2 Autres pathologies impliquant l’arginase

L’activité arginase est impliquée dans plusieurs pathologies infectieuses et 

métaboliques: 

- Une augmentation de l’activité arginase corrélée avec la gravité de la maladie est 

rapportée chez les séropositifs pour VIH (ClocK et al., 2010) ;

- L’activité arginase est élevée dans le cancer pancréatique (Porembska et al., 2004), 

dans le cancer du sein (Cavdar, 2003), dans le cancer du poumon et certains cancers de 

la peau (Gökmen et al., 1999 ; Gökmen et al., 2011) ;

- L’induction de l’arginase endothéliale est un des mécanismes à l’origine du 

dysfonctionnement endothélial constaté dans l’hypertension artérielle (Bagnost et al.,

2010) et le diabète (Johonson et al., 2003).
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2.1  Objectifs de l’étude

Des travaux antérieurs réalisés in vitro et in vivo sur des souris ont montré 

l’importance de l’induction de la voie de l’arginase par les parasites du groupe brucei dans le 

développement de la parasitose. Une prolifération de T. b. brucei est corrélée à une 

augmentation de l’activité arginase au niveau des macrophages péritonéaux de souris 

infectées (Gobert et al., 2000). En outre, il a été aussi montré que l'augmentation de l'activité 

de l'arginase induite par le parasite T. b. brucei était plus élevée dans les macrophages de

souris Balb/c par rapport à ceux de C57BL / 6, ce qui explique la plus grande sensibilité et 

susceptibilité de la lignée de souris Balb/c à l'infection par des trypanosomes (Duleu et al.,

2004). Une chaine lourde de kynesine a été identifiée dans les facteurs de sécrétion de T. b. 

brucei comme candidat potentiellement capable d’induire l’arginase (De Muylder et al., 2013)

Cependant, le modèle expérimental de la trypanosomose sur les souris, en utilisant les 

parasites du groupe brucei, est généralement à l’origine d’une augmentation exponentielle de 

la parasitémie et d’une infection murine aiguë et fatale au bout de quelques jours, ce qui ne 

permet pas de mettre en évidence les nombreuses relations hôte-parasite. En outre, la présence 

de VSG, glycoprotéine impliquée dans le mécanisme majeur d’échappement élaboré par le 

trypanosome peut interférer, ou masquer l’immunomodulation par la voie de l’arginase. Ainsi, 

nous avons  choisi de travailler sur T. musculi, parasite naturel de la souris. De plus, ce 

parasite est dépourvu de VSG, ce qui élimine l’effet du phénomène de variation antigénique, 

permettant d’analyser la voie d’induction de l’arginase. Ce parasite a fait l’objet de 

nombreuses études pour l’évaluation du profil immunologique murin.

Avec ce parasite, nous avons fixé comme objectif de :

- Déterminer la cinétique de l’activité arginase in vivo en fonction du temps et 

les cibles moléculaires de l’hôte et du parasite impliquées ;

- Evaluer l’effet d’agent(s) interférant avec la voie d’induction de l’arginase.  

Par ailleurs, nous avons voulu vérifier si ce mécanisme est conservé chez d’autres 

espèces de trypanosomes. Ainsi, un travail préliminaire nous a permis de mettre en évidence 

une activité arginase marquée dans les leucocytes totaux humains co-cultivés avec  T. b. 

gambiense, ce qui nous a orienté vers l’évaluation du taux de l’arginase sérique dans le sérum 

des malades de THA, et qui constitue le deuxième objectif de notre étude. Enfin nous avons 

testé l’efficacité des agents thérapeutiques actuels dont un inhibiteur de la voie des 

polyamines, sur le T. lewisi parasite naturel de rat, à l’origine de la trypanosomose atypique 

chez l’homme.
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Figure 45 :   Chaîne lourde de la kinésine orpheline identifiée chez T. b. brucei. (De Muylder et al,

2013) 
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Introduction

La coévolution hôte / parasite a permis aux parasites d’élaborer diverses stratégies 

pour échapper au système immunitaire et profiter des facteurs de croissance de l’hôte. En 

réponse aux parasites, le système immunitaire produit des molécules microbicides comme le 

monoxyde d’azote et ses dérivés (Green et al, 1990 ; Vincendeau et Daulouede, 1991). Le NO 

est produit dans les macrophages à partir de la L-arginine par la iNOS lors de l'activation  

classique des macrophages. La L-arginine est également hydrolysée par l’arginase dans 

l’activation alternative des macrophages pour donner urée et L-ornithine, acide aminé 

précurseur des polyamines, favorisant la prolifération des trypanosomes. Dans la 

trypanosomose murine expérimentale due au complexe brucei, il y’a induction de l’arginase 

macrophagique qui favorise la prolifération des T. b. brucei (Gobert et al, 2000). Un 

anticorps monoclonal (2C12) inhibant l’induction de l’arginase a été obtenu à partir des 

antigènes solubles de T. b. gambiense. Le criblage d’une banque génomique a permis 

l’identification de la chaine lourde d’une kinésine orpheline de T. b. gambiense (Fig. 45). La 

protéine recombinante induit l’arginase macrophagique (De Muylder et al, 2013). 

Nous avons étudié la trypanosomose murine à Trypanosoma musculi, parasite naturel 

de la souris, à l’origine d’une infection qui dure une vingtaine de jours contrairement aux 

trypanosomes du complexe brucei qui tuent la souris au bout de quelques jours. Ce parasite 

permet une étude plus en rapport avec les trypanosomoses humaines d’évolution chronique.  

Plusieurs approches expérimentales nous ont permis de déterminer ex vivo la cinétique 

de l’activité arginase en fonction du temps, et d’évaluer l’induction in vitro de l’activité 

arginase par le parasite et ses facteurs solubles. L’effet du 2C12 sur l’activité arginase induite

par T. musculi a été évalué. Les facteurs excrétés / sécrétés des parasites contiennent des 

sucres, ligands potentiels pour des lectines du type C comme le récepteur du mannose 

(Martinez- Pomares, 2012). Le mannose, inhibiteur du MMR (Soeiro et al., 1999 ; Tsai et al.,

2013), est injecté aux souris pour évaluer l’incidence sur la parasitémie et l’activité de 

l’arginase. Les souris KO pour le récepteur mannose (Mrc1-/-) ont été parasitées pour mettre 

en évidence le rôle de ce récepteur. Enfin, l’expression du MMR au niveau des macrophages 

des souris parasitées a été évaluée en  comparaison avec les souris contrôles.
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Introduction

Parasites have elaborated various strategies to escape the immune response and to take 

advantage of host growth factors. In particular, parasites need to reduce production of the 

numerous toxic molecules synthesized by the immune system, including nitric oxide (NO) 

and its derivatives (Green et al., 1990;; Vincendeau and Daulouede, 1991). Inflammation 

induced by pathogens is linked to “classical” activation of macrophages including inducible 

NO synthase (iNOS) activity that triggers NO synthesis from L-arginine (Bogdan, 2001). In 

trypanosomiasis, alternative activation of macrophages, characterized by induction of arginase 

activity (Mantovani et al., 2013), has also been evidenced. Arginase hydrolyses L-arginine to

L-ornithine and urea, decreasing the intracellular pool of L-arginine, thus also reducing NO 

production by iNOS. L-ornithine is a precursor for the synthesis of polyamines and favours 

trypanosome growth (Gobert et al., 2000; Vincendeau et al., 2003). Thus, increased arginase 

activity is likely to counteract the host immune response and favour parasite growth.

In experimental murine models of infection by trypanosomes of the brucei group, 

agents of human and animal trypanosomiasis, macrophage host arginase is induced and 

represents a marker of resistance/susceptibility to infection (Gobert et al., 2000; Duleu et al.,

2003). The steps leading to arginase induction was investigated in a trypanosomiasis caused 

by Trypanosoma musculi, a natural mouse extracellular protozoan. Such a self-limiting 

infection provides a natural model of reciprocal interactions in which communications can 

establish and endure between host and pathogen. Infection by T. musculi lasts 20-25 days 

comprising a growth phase, a plateau phase and an elimination phase. While elimination of 

parasites requires antibodies and macrophages, the mechanisms controlling development and 

proliferation remain unknown (Viens et al, 1974; Vincendeau et al, 1981; Vincendeau et al.,

1986).

In this study, the induction of arginase by T. musculi and soluble factors 

excreted/secreted by parasites was analyzed both in vivo and in vitro. This induction favours

parasite growth, as a monoclonal antibody directed to arginase-inducing factor inhibited T. 

musculi growth in vitro and in vivo. Induction of arginase activity involves mannose 

receptors, as mannose injection decreased arginase induction and parasite load in vitro and in 

vivo, and the parasite load was reduced in MR KO mice.
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Materials and Methods

Reagents 

D (+) Mannose, D (+) galactose, S-(2-boronoethyl)-L-cysteine (BEC), L-arginine, L-

ornithine,  !"#$%&"' (') #!*#+#"&%() ,&,-" #./) 0-isonitrosopropiophenone, Triton X-100, urea,

Trishydroxymethylaminomethane (Tris), MnCl2 (Sigma Chemical Co., Louis, USA); TRIzol 

reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); FITC anti-mouse CD206 (Biolegend*) and APC-rat 

anti-mouse CD14 (BD Biosciences*).

Parasites 

Trypanosoma musculi (strain Partinico II) was originally obtained from The London 

School of Hygiene and Tropical Medicine (Krampitz et al., 1969). Parasites were maintained 

in liquid nitrogen or maintained in vivo by passage in normal Swiss mice by a peritoneal 

injection (5x104 parasites per mouse). Parasites were purified from blood by chromatography 

on DEAE cellulose (Lanham, 1968).

Mice

Female Swiss mice (8 to 12 wk old) were obtained from Charles River (Saint-

Germain-sur-l'Arbresle, France). WT B6 mice and Mrc1 KO B6 were bred in the Laboratory 

of Molecular Parasitology of Université libre de Bruxelles. 

Experiments, maintenance and care of mice complied with guidelines of the European 

Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other 

Scientific Purposes (CETS n°123). Experiments were approved by the Department for the 

protection of animals and plants of the Préfecture de la Gironde (Identification number A33-

063-324).

Parasite excreted secreted factors

Soluble parasite excreted/secreted factors (ESF) were prepared in a secretion medium 

according to a method previously described (Holzmuller et al., 2008). Purified parasites 

(2 × 108/ml) were incubated in medium for 2 hours at 37°C. Parasite viability was assessed at 

1%(") +2) 3#,%&(,&$#,) '4 3#! "#&!)  !5) (',&!5.2) +2) 6&7) ,2"&3'"%2 after Propidium Iodide 
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staining. Supernatant containing ESF was separated from trypanosomes by centrifugation 

(1,000g, 10 min, 4°C8) !5)1."'%'5)9(#!:) );<22 µm low-b#!5#!:)$%&"'#!)1."'%<)

Peritoneal macrophage cultures

Peritoneal macrophages (105/well) were cultured in 96 well plates in RPMI medium 

supplemented with 2% FBS, 20 mM HEPES, 2 mM sodium pyruvate, 10 µg/ml gentamicin,

and 3% glucose, at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere as previously described (Gobert 

et al., 2000). At the beginning of the culture, viability, determined by trypan blue dye 

exclusion, was greater than 98% and purity determined by May Grümwald Giemsa, and non-

speci1c esterase staining showed that more than 96% of the cells were macrophages.

The culture medium of macrophages was removed and replaced with fresh medium 48 

hours after. This macrophage conditioned medium (MCM) and medium alone, set in the same 

conditions but not exposed to macrophages (control medium), were collected, centrifuged at 

1000g for 5 min, before use.

Macrophage-parasite co-cultures 

Macrophages from control mice were cocultured with purified T. musculi (400 

added/well) in culture medium. Parasites were counted after 3 days of co-culture.

Macrophages were also cultured in presence of ESF. BEC, mannose, galactose, L-ornithine, 

2C12 monoclonal antibody or control IgG2b, were added in culture medium when required.

Determination of arginase activity

Arginase activity was evaluated in macrophage cultured for 48 hours with T. musculi 

or ESF or in ex vivo macrophages from uninfected mice or from mice at days 7, 10, 15, 20 and 

24 post-infection (Corraliza et al., 1994). Briefly, 105 cells were treated with 50 µl of lysis

solution containing 0,1% Triton X-100-0,01% pepstatin-0.01% aprotinin-0,01% antipain. This 

mixture was stirred for 30 min in 4°C and then 50 =l of 10 mM MnCl2 with 50 mM Tris-HCl 

we added to activate t*')'!>23')?&%)@A)3#!) ")AB)CD<)E-arginine hydrolysis was initiated by 

the addition of 25 =l of 0.5 M L- %:#!#!'/) $F) G<H/)  ") IH) CD) ?&%) G;)3#!<) J*') %' ,"#&!)7 ()

stopped with a 400 µl mixture of acids, after the addition of 25 =l of 0-

isonitrosopropiophenone (dissolved in 100% ethanol) followed by heating at 95 CD) ?&%) KA)

min. The coloured product was quantified by absorption at 540 nm, the urea concentration is 

determined using a calibration curve.
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Semi-quantitative Real-Time PCR for arginase mRNA

Mouse peritoneal macrophages were plated in 60-mm dishes at a density of 2×106

cells per dish. Total RNA was extracted using TRIzol reagent according to the manufacturer’s

protocol for the isolation of total RNA from animal cells (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

and converted into cDNA using the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit from 2 µg 

total RNA, according to the manufacturer’s instructions. Amplification of specific arginase 1 

and 2 PCR products was detected using the FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) 

(Roche, Basel, Switzerland). Subsequently, the polymerase reactions were performed using 

the ABI Prism 7900HT (ABI, New York, NY, USA). Fold differences in gene expression 

7'%'), .,9. "'5) ()LMNNCt using O-actin as the housekeeping gene (Duleu et al., 2004).

Flow cytometry

Peritoneal cells from T. musculi infected mice were collected at 13 days post infection. 

Peritoneal cells from non-infected mice were used as control. Cells (106/ml) were incubated 

with APC-rat anti-mouse CD14 and FITC-anti-mouse CD206. After 20 min, cells were 

washed and taken up in PBS containing 0.5% FCS. Cells were analysed by flow cytometry

(BD FACSCanto and FACSDiva Software, version: 6.1.2).
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Results

Time course of arginase activity and mRNA expression in peritoneal macrophages from 

T. musculi-infected mice

Arginase activity was measured in macrophages from infected mice at different days 

post infection. Day 0 represented arginase activity of macrophages from uninfected mice 

(control macrophages). This activity peaked at day 13 and correlated to the number of 

circulating parasites (parasitemia) (Fig.1A).

mRNA levels of arginase 1 and arginase 2 in peritoneal macrophages were determined 

by RT-PCR and real-time PCR. The up-regulation of arginase 1 was ~ 6 fold more important 

in macrophages from day 13-infected mice compared to control macrophages (Fig.1B), 

whereas the gene expression of arginase 2 was not different between control and infected 

mice (data not shown).

Arginase induction by parasites and parasite excreted/secreted factors (ESF)

Arginase activity was investigated in macrophages from non infected mice co-cultured 

with parasites. An increase in arginase activity was measured 72 hours later (Fig. 2). 

Parasites, separated from macrophages by adding an insert into culture well, were as potent 

arginase inducers as unseparated parasites-macrophages. Moreover, ESF from T. musculi, but 

not secretion medium alone, induces arginase expression (Fig 2), Therefore, T. musculi

releases factors able to trigger arginase activation in macrophages.

Arginase induction promotes parasite growth 

Parasite growth was observed in parasite-macrophage co-cultures and in purified 

parasites cultured in MCM whereas control medium had slight effect (Fig. 3). Addition of an 

arginase inhibitor (BEC) to the co-culture dramatically reduced parasite growth. .Addition of 

BEC to MCM just prior to addition to purified parasites had no effect on parasite growth,

indicating that BEC had no direct effect on the parasites (Fig 3).

Arginase induction and parasite growth were blocked by anti-TbKHC1 antibodies

A monoclonal antibody (2C12) directed to TbKHC1, the kinesin heavy chain isoform

of T. brucei, was added to parasite-macrophage co-cultures.  A marked decrease in arginase 
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induction and parasite growth was measured in comparison with parasite-macrophage co-

cultures supplemented with control IgG2b or medium alone (Fig. 4A). 

Mice treatment with anti-TbKHC1 reduces parasite load

Anti-TbKHC1 or control antibodies were injected intraperitoneally into mice at day 2 

post-T. musculi infection. The number of circulating parasites was measured daily. Compared 

to control (saline), 2C12 decreased dramatically the parasite load of infected mice, whereas 

control IgG2b has no effect (Fig. 4B).

Involvement of a mannose-binding receptor in both arginase induction and parasite 

growth promotion

Mannose or galactose was added into parasite-macrophage co-cultures or ESF 

activated macrophage cultures. Mannose had a higher inhibitory effect on parasite or EFS-

induced arginase activity than galactose (Fig 5A). Moreover, parasites growth when co-

cultured with macrophages was inhibited by mannose whereas galactose had no effect (Fig 

5B). Addition of mannose or galactose to MCM just prior to addition to purified parasite 

cultures had no effect on parasite growth indicating the absence of a direct trypanotoxic effect 

of sugars (Fig. 5C). 

Involvement of mannose receptors in T. musculi infection

In peritoneal CD14+ macrophages from 14 day-infected mice, the level of CD206 

(mannose receptor, Mrc1) expression was increased fourfold compared to control 

macrophages, suggesting the involvement of this receptor in parasite infection (Fig. 7). In 

keeping with this finding, intraperitoneal injection of mannose dramatically decreased the 

parasite load of infected mice, whereas galactose had a less pronounced effect (Fig. 8A).  

Moreover, mannose and galactose decreased ex vivo arginase activity induced by the parasites 

at day 13 post infection (Fig. 8B). Finally, in Mrc1 KO mice, T. musculi parasitaemia was 

reduced 10 times as compared with infection in WT mice (Fig. 9). Therefore, it appears that 

mannose receptors are involved in the parasite-mediated induction of arginase activity and 

parasite growth promotion.
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Discussion

In this study we report that T. musculi and parasite excreted/secreted factors induce 

macrophage arginase through a pathway involving mannose-binding receptor(s), resulting in 

promotion of parasite growth.

Arginase induction is critical for parasite growth. Arginase competes with NO

synthase and, by depleting L-arginine, decreases the production of antimicrobial NO and 

related compounds. More interestingly, arginase favours polyamine production (Vincendeau 

et al., 2003). Arginase induction is a characteristic feature of macrophage alternative 

activation (Mantovani et al., 2013). Macrophages have been widely used as feeder layer cells 

to favour mammalian and parasite cell proliferation in vitro. Moreover, macrophage 

conditioned medium (MCM) has been previously used to favour parasite growth in vitro

(Albright and Albright, 1980; Vincendeau et al., 1986). Addition of an arginase inhibitor, 

devoid of direct effect on trypanosomes, to MCM preparation, decreased its parasite growth 

promoting activity, which was restored by L-ornithine supplementation, although the various

components of fetal calf serum might act on synergy. The essential requirement of L-ornithine

for the trypanosome is probably linked to its polyamine and trypanothione synthesis, essential 

for parasite survival, growth, and differentiation (Fairlamb and Cerami, 1992). Di-fluoro 

methyl ornithine, a structural analogue of L-ornithine, is used alone or, more recently, in 

combination with nifurtimox, as an effective drug in human African trypanosomiasis (HAT)

provoked by T. b. gambiense and T. b. rhodesiense (Priotto et al., 2009). However, its 

administration is difficult and needs large quantities of intravenously injected fluids, which 

limits its use in remote areas. So, easier ways to target polyamine synthesis would be 

beneficial for therapeutic approaches.

The molecules involved in this parasite growth promoting pathway were investigated. 

Macrophage arginase induction by ESF was inhibited by a monoclonal antibody 2C12.  This 

antibody was used to screen a cDNA T. b. gambiense expression library, resulting in the 

identification of the T. b. gambiense arginase-inducing protein TbKHC1, an orphan member 

of the kinesin heavy chain family (De Muylder et al., 2013). We provide here evidence that 

2C12 inhibited arginase-inducing activity of ESF from T. musculi, the natural parasite of 

mice, suggesting that arginase induction is a conserved escape mechanism devised by 
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trypanosomes. Injection of 2C12 into infected mice dramatically reduced parasite load, 

confirming the growth-promoting effect of arginase induction. Parasites excreted/secreted 

factors contain structures bearing carbohydrates, potential ligands for macrophage membrane 

receptors (Martinez-Pomares, 2012). Mannose inhibited arginase induction and parasite 

growth in macrophage-trypanosome cocultures and in infected mice. This supports the 

involvement of a mannose binding receptor in triggering this induction. In support of this 

view, parasitaemia was considerably reduced in Mrc1 KO mice. As galactose decreased also 

parasite load, the role of Mrc1, and possibly of other mannose receptors of myeloid cells such 

as galactose receptors, SIGN-R1 requires further investigations. The interaction with others 

receptors might also be involved. Furthermore, besides its parasite growth controlling effect, 

mannose might also act by its anti-inflammatory properties (Korneeva et al., 2012), which 

might be very interesting in inflammatory diseases such as trypanosomiasis, in which 

cachexia and high levels of plasmatic TNF- are predominant features.

During co-evolution within theirs hosts, trypanosomes have conserved a mechanism 

favouring their multiplication and diverting host immune response. They synthetise/excrete an 

arginase inducing factor acting on the mannose receptor. Inhibitors of the pathway leading to 

arginase induction reduce parasite load in infected mice, suggesting the interest of 

interference strategies to control trypanosomiasis. The role of arginase induction joined to 

others mechanisms such as the presence of receptors for the Fc region of immunoglobulins on 

trypanosome surface might be essential to escape immune defences (Vincendeau et Daëron, 

1989).
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Legends to figures

Figure 1A: Kinetics of arginase activity and parasitemia in infected mice 
Parasitemia and arginase activity were assessed at day 7, 10, 15, 20 and 24 post-infection. 
Day 0 represents values of control mice. Each point is the mean + standard deviation from 6 
mice.

Figure 1B: Arginase mRNA expression in infected mice versus control mice
mRNA arginase I, we determed in peritoneal macrophages at day 13 post infection. Arginase 
I level was 6 fold more important in macrophages from infection mice versus macrophages 
controls.             

Figure 2: In vitro arginase activity induced by parasites and ESF
Arginase activity was evaluated in macrophages co-cultured with parasites in contact or 
separated by an insert, and with ESF (10 µg/ml) for 72 hours. Each point is the mean +
standard deviation from 6 culture wells.

Figure 3: Parasite growth in MCM and BEC
Parasite growth observed 72 hours later in parasite-macrophage cocultures, in culture medium 
alone (MA) in MCM, in MCM supplemented with BEC, an arginase inhibitor, during 
macrophage culture or just before addition to purified parasites. Each result is the mean +
standard deviation from 6 culture wells.

Figure 4 A: Effect of Anti-TbKHC1 on in vitro parasite proliferation
Parasite growth observed 72 hours later in parasite-macrophage co-cultures containing 
medium alone or supplemented with 2C12 or IgG2b (10µg/ml). Each point is the mean + 
standard deviation from 6 culture wells.

Figure 4 B: Effect of Anti-TbKHC1 on parasite induced arginase activity in vitro

Macrophages were cultured for 72 hours in culture medium, in medium containing parasites, 
in medium containing parasites and supplemented with 2C12 or IgG2b (10µg/ml). Each point 
is the mean + standard deviation from 6 culture wells.

Figure 5A: In vitro inhibition of parasite- and ESF-arginase induction by sugars
Macrophages were cultured for 72 hours in culture medium, in medium containing parasites
or ESF, in medium containing parasites or ESF and supplemented with mannose or galactose 
(10mM). Each point is the mean + standard deviation from 6 culture wells.

Figure 5B: Effect of sugars on in vitro parasite proliferation in co-cultures
Parasite growth observed 72 hours later in parasite-macrophage cocultures containing 
mannose or galactose (10mM)). Each point is the mean + standard deviation from 6 culture 
wells.

Figure 5C: Effect of sugars on in vitro parasite proliferation in MCM
Parasite growth observed 72 hours later in purified parasite culture in MCM. Mc+CM was 
supplemented with mannose or galactose (10mM)) just prior to addition to purified parasites. 
Each point is the mean + standard deviation from 6 culture wells.
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Figure 6: Effect of Anti-TbKHC1 or control antibodies on parasitemia 
Parasitemia was assessed post-infection in mice having received saline, 2C12, or IgG2b 
(200µg/mouse) two days post-infection. Each point is the mean + standard deviation from 8 
mice.

Figure 7: Mannose receptor expression in peritoneal macrophages from control and T. 

musculi-infected mice. Peritoneal cells (106/ml) from 14 day-infected mice and non-infected 
mice were labelled with APC-rat anti-mouse CD14 and FITC-anti-mouse CD206. (n=4)

Figure 8A: Effect of sugars on parasitemia
Parasitemia was assessed post-infection in mice receiving intraperitoneal injections of saline, 
mannose or galactose three times /day from day 1 post-infection. Each point is the mean +
standard deviation from 6 mice.

Figure 8 B: Inhibition of ex vivo macrophage arginase activity by sugars
Arginase activity was assessed at day 13 post-infection in macrophages from mice receiving 
intraperitoneal injections of saline, mannose or galactose twice a day from day 1 post-
infection. Each point is the mean + standard deviation from 6 mice.

Figure 9: Parasitemias in Mrc1 KO and WT mice
Parasitemia was assessed post-infection in MrC1 KO and WT mice. Each point is the mean +
standard deviation from 6 mice.
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Figures

Figure 1A: kinetics of arginase activity and parasitemia in infected mice
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Figure 1B: Arginase mRNA expression in infected mice versus control mice
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Figure 2: In vitro arginase activity induced by parasites and ESF

Figure 3: Parasite growth in MCM and BEC 
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Figure 4 A: Effect of 2C12 on in vitro parasite growth

Figure 4 B: effect of 2C12 on parasite- and ESF-induced arginase activity in vitro
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Figure 5A: In vitro inhibition of arginase induction by sugars
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Figure 5B: Growth of parasites cultured in the presence of mannose or galactose

Figure 5C: Growth of parasites in MCM and sugars  
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Figure 6: Effect of 2C12 on parasitemia 
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A: control macrophages (n=4)

B: macrophages from T. musculi-infected mice (n=4)  

Figure 7: mannose receptor expression in macrophages from control and T. musculi-infected 
mice (n=4)  
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Figure 8 A: Inhibition of the parasite proliferation by sugars

Figure 8 B: Inhibition of ex vivo macrophage arginase activity induced at day 13 post 
infection by sugars
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Figure 9 : Parasitemias in Mrc1 KO and WT mice
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Conclusion et perspectives 

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence par des approches 

complémentaires que le T. musculi induit l’activité arginase macrophagique nécessaire à sa 

prolifération. L’induction de l’activité arginase diminue la production de NO toxique pour T. 

musculi.  Le parasite sécrète un facteur soluble qui se fixe sur le récepteur mannose (et 

éventuellement d’autres récepteurs) à l’origine d’une série d’évènement aboutissant à 

l’expression et l’induction de l’activité arginase. 

- L’inhibition du facteur inducteur par le 2C12 réduit la parasitémie et 

l’activité arginase. 

- L’inhibition du récepteur mannose par le mannose libre réduit également la 

parasitémie et l’activité arginase. 

L’effet du 2C12 sur l’activité arginase induite par T. musculi souligne un 

rapprochement entre le facteur inducteur de ce parasite et celui des parasites du complexe 

brucei.

En perspectives pour cette première partie d’étude, il serait important :

- D’évaluer l’activité arginase dans les souris Mrc1 ;

- D’évaluer l’effet de la co-thérapie mannose et 2C12 ;

- D’identifier le facteur inducteur par spectroscopie de masse.

- D’étudier les différents récepteurs susceptibles d’être impliquée (SIGN R1, TLR) 

et les voies de signalisation impliquées
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Introduction

Au cours de la co-évolution, les parasites ont sélectionné et conservé les mécanismes 

d’échappement les plus sophistiqués. Dans la première partie de nos résultats, nous avons mis 

en évidence dans le modèle T. musculi, parasite naturel de la souris, l’induction de l’activité 

arginase macrophagique. Celle-ci lui permet d’échapper à l’effet trypanostatique et 

trypanocide de NO et de bénéficier du produit de la réaction de l’arginase, l’ornithine, 

précurseur des polyamines qui favorise la prolifération du trypanosome et entrent dans la 

constitution du trypanothione, essentiel pour leur défense contre les stress oxydatifs. 

Chez les souris parasitées, la prolifération du T. b. brucei est accompagnée d’une forte 

augmentation de l’activité de l’arginase macrophagique et d’une diminution importante du 

pool de L-arginine sérique (Gobert et al, 2000). La susceptibilité des souris Balb/C par

rapport aux souris C57BL/6 est associée à l’activité de l’arginase plus importante dans leurs 

macrophages péritonéaux (Duleu et al, 2004). En outre, il est montré aussi que la 

susceptibilité de souris BALB/C au T. congolense est due également à  l’activité arginase très 

marquée dans les macrophages péritonéaux des souris BALB/C (Win et al, 2002). 

Par ailleurs, dans la THA, on observe une profonde dysrégulation et une modification 

majeure du système immunitaire. Les réponses immunitaires ne détruisent pas la totalité des 

parasites et sont également  impliquées dans les troubles immunopathologiques. 

Nous avons recherché si l’induction de la voie arginase a été conservée par les 

trypanosomes du groupe brucei infectant l’homme. Nous avons d’une part recherché une 

augmentation de l’activité arginase dans le sérum des patients atteints de THA. L’augmention 

de l’activité arginase dans le sérum suggère la conservation de ce mécanisme dans la THA. 

L’activité arginase se normalise après un traitement efficace. D’autre part nous avons mis en 

évidence que les T. b. gambiense et leur ESF induisent l’activité arginase chez les 

macrophages murins et les leucocytes humains (résultats préliminaires).   
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Conclusion et perspectives  

Ces résultats soutiennent l'hypothèse que l'arginase joue un rôle essentiel dans la THA,

en termes de prolifération des parasites et / ou d’altération de la réponse immunitaire.

L’induction de l’activité arginase représente un nouveau mécanisme d’immunomodulation 

élaboré par les trypanosomes pour éviter les défenses immunitaires de l’hôte et bénéficier de 

l’augmentation de la synthèse de facteurs de croissance par l'hôte.

Le niveau de l’arginase chez les patients THA a repris les valeurs du contrôle négatif

après le traitement. Cette normalisation pourrait représenter un marqueur utile de l'efficacité 

du traitement et mérite une étude plus approfondie chez le patient THA. En outre, ce résultat  

se présente comme un moyen potentiel de limiter le nombre de ponctions lombaires. 

En perspective pour cette étude, il serait nécessaire de :

- Evaluer l’arginase sérique chez les malades trypanosomés dans 3 foyers 

différents,

- Evaluer l’arginase dans les macrophage et granulocyte humains de patients 

trypanosomés et de sujets « contrôles » de la même zone d’endémie,

- Evaluer l’arginase dans les macrophage et granulocyte humains co-cultivés 

avec T. brucei gambiense,

- Etudier les différents récepteurs et voies de signalisation impliquées.
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Introduction

L’espèce humaine possède une protection innée contre la plupart des espèces de 

trypanosomes (Vanhamme et al., 2003). Cependant, des cas de trypanosomose humaine 

atypique (THat) causés par des espèces pathogènes pour les animaux ont été rapportés. 

Certains sont asymptomatiques ou bénins, d’autres sont mortels (Sha et al., 2011). Le nombre 

de cas de THat est peut être sous estimé, le risque et l'impact potentiel qui y sont liés ne 

peuvent pas être actuellement évalués car les données diagnostiques, cliniques et 

épidémiologiques demeurent insuffisantes (Truc et al., 2013). Des cas récents de THAat sont

liés à l’absence d’ApoL1, d’autres ne sont pas liés à l'immunosuppression et à des 

prédispositions génétiques (Truc et al., 2013). 

Plusieurs cas d’infection humaine à T. lewisi parasite naturel de rat ont été rapportés 

en Asie (Sarataphan et al., 2011 ; Doke et al., 2011 ; Verma et al., 2011). L’immuno-

immaturité ou l’immunodépression pourraient rendre cette espèce pathogène pour les

primates et donc l’homme. Cependant, aucune évaluation de l’efficacité des médicaments 

trypanocides, n’a été effectuée contre ces trypanosomes.

Sur le modèle T. lewisi, nous avons évalué, à la demande de l’OMS, l’efficacité de la 

combinaison thérapeutique associant l’eflornithine (Difluro methyl ornithine), un analogue 

structural de l’ornithine, inhibiteur de l’arginase et surtout de l’ornithine décarboxylase, et le 

nifurtimox, un donneur de NO. L’utilisation de l’eflornithine et du NECT souligne 

l’importance de la voie de synthèse des polyamines dans les trypanosomoses. La conception 

des combinaisons thérapeutiques encouragées par l’OMS permettrait de prévenir l’apparition 

de résistance. Ces bi ou tri thérapies combinent des molécules ayant des modes d’action 

différentes et dont l’association est synergique. En outre, les effets de T. lewisi et de ses ESF 

sur l’induction de l’arginase macrophagique murine ont été également déterminés.

En plus de la combinaison NECT, nous avons aussi évalué l’efficacité des 

trypanocides disponibles utilisés dans la THA sur le T. lewisi. En outre, l’effet trypanocide de 

fexinidazole, candidat médicament en phase 3 d’essai clinique dans la THA a été aussi évalué. 

L’évaluation de ces médicaments et candidats médicaments permettra la prise en charge 

thérapeutique des nouveaux cas de THAat à T. lewisi.
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2 Institut de Recherche pour le Développement, Unité Mixte de Recherche 177 IRD-CIRAD, Campus International de Baillarguet,

TA A17/G, 34398 Montpellier Cedex 5, France

Received 13 September 2013, Accepted 6 October 2013, Published online 22 October 2013

Abstract – Trypanosomes from animals are potential pathogens for humans. Several human cases infected by Try-

panosoma lewisi, a parasite of rats, have been reported. The number of these infections is possibly underestimated.

Some infections were self-cured, others required treatment with drugs used in human African trypanosomosis. An

in vitro evaluation of these drugs and fexinidazole, a new oral drug candidate, has been performed against T. lewisi

in comparison with T. brucei gambiense. All have comparable activities against the two parasites. Suramin was not

effective. In vivo, drugs were tested in rats immunosuppressed by cyclophosphamide. The best efficacy was obtained

for fexinidazole, and pentamidine (15 mg/kg): rats were cured in 7 and 10 days respectively. Rats receiving nifurtimox-

eflornithine combination therapy (NECT) or pentamidine (4 mg/kg) were cured after 28 days, while melarsoprol was

weakly active. The identification of efficient drugs with reduced toxicity will help in the management of new cases of

atypical trypanosomosis.

Key words: Trypanosome, Trypanosoma lewisi, Trypanocidal drugs, Fexinidazole, Atypical trypanosomiasis.

Résumé – Évaluation des médicaments trypanocides utilisés dans la trypanosomose humaine africaine contre

Trypanosoma lewisi. Les trypanosomes d’animaux sont potentiellement pathogènes pour l’homme. Plusieurs

infections humaines par Trypanosoma lewisi, parasite du rat, ont été rapportées. Leur nombre est probablement

sous-estimé. Certaines de ces infections auto-guérissent, d’autres nécessitent un traitement avec des médicaments

utilisés dans la trypanosomose humaine africaine. Une évaluation in vitro de ces médicaments et du fexinidazole,

un nouveau candidat-médicament actif par voie orale, a été réalisé sur T. lewisi en comparaison avec T. brucei

gambiense. Tous ont présenté des effets comparables contre les deux parasites sauf la suramine qui n’était pas

efficace. In vivo, ces médicaments ont été administrés à des rats immunodéprimés par le cyclophosphamide. La

meilleure efficacité a été obtenue avec le fexinidazole et la pentamidine (15 mg/kg) : les rats ont été guéris en

respectivement 7 et 10 jours. Ceux recevant la combinaison thérapeutique nifurtimox-éflornithine (NECT) ou

pentamidine (4 mg/kg) ont été guéris au bout de 28 jours, tandis que le mélarsoprol était faiblement actif.

L’identification de médicaments efficaces peu toxiques aidera à la prise en charge de nouveaux cas de

trypanosomose atypique.

Introduction

Trypanosoma (Herpetosoma) lewisi is an extracellular pro-

tozoan blood parasite of rats and is distributed worldwide [8]. It

is naturally transmitted to rats by fleas. T. lewisi has a limited

antigenic variation [6, 15]. In rats, T. lewisi infection is self-lim-

ited leading to elimination of circulating parasites and protec-

tion against re-infection. The typical pathogenic human

trypanosomes are T. brucei gambiense, T. b. rhodesiense and

T. cruzi [8]. Humans possess an innate protection against most

trypanosomes species from animals [21]. However, trypano-

somes from animals can in some cases be pathogens for

humans. For instance, in 1933, a case of febrile Malaysian child

presenting numerous T. lewisi parasites was reported [13]. In

India, T. lewisi were detected in two adults [18] leading to

self-cured while a baby was treated using pentamidine in

2010 [23]. These atypical human infections by animal trypano-

somes were recently reviewed [20]. However, no evaluation of

trypanocidal drugs, including the combination nifurtimox/eflor-

nithine NECT [17], has been performed against T. lewisi. In this

a Mariette Dethoua and Romaric Nzoumbou-Boko contributed

equally to this article

* Corresponding author:

philippe.vincendeau@u-bordeaux2.fr

Parasite 2013, 20, 39

Ó M. Dethoua et al., published by EDP Sciences, 2013

DOI: 10.1051/parasite/2013038
Available online at:

www.parasite-journal.org

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0),

which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

OPEN ACCESSSHORT NOTE



study, the efficacy of these drugs against T. lewisi was investi-

gated in vitro and in vivo in cyclophosphamide (CPA)-treated

and T. lewisi-infected rats [5]. The efficacy of Fexinidazole, a

new oral nitroimidazole drug candidate for treatment of both

stages in human African trypanosomosis (HAT), was also

evaluated [19].

Materials and methods

Animals and ethics

Female Swiss mice, 18–20 g, and Wistar rats, 90–100 g

(Charles River, L’Arbresle, France) were kept in our animal

housing facility for more than a week before the experiment

was started. Experiments on animals complied with guidelines

of the European Convention for the Protection of Vertebrate

Animals used for Experimental and other Scientific Purposes

(CETS No. 123). Experiments were approved by the

Department for the protection of animals and plants of the Préfec-

ture de la Gironde (January 2012) including experiments on drug

activity and toxicity (Identification number A33-063-324).

Parasites

T. b. gambiense (Feo/ITMAP/1893) was used for in vitro

experiment. Swiss mice were infected by intraperitoneal injec-

tion (IP) with 104 parasites diluted in physiological saline.

T. lewisi (Wery L307 24/9/68), kindly provided by Étienne

Pays and Pierrick Uzureau (Université Libre de Bruxelles,

Gossselies, Belgium), was used for in vitro and in vivo experi-

ments. Rats were infected by IP injection of 5 · 104 parasites

diluted in physiological saline.

Parasites were purified from rodent blood using DEAE-

cellulose.

Drugs

Current drugs used in HAT (pentamidine, suramin, melarso-

prol, eflornithine, nifurtimox) were kindly supplied by World

Health Organization. Fexinidazole was kindly supplied by

Sanofi.

In vitro assessment of drugs

Each well of a 96-well plate (Falcon Plastics, Oxnard, CA,

USA) was filled with 100 lL of culture medium McCoy 5A

modified medium supplemented with 100 U/mL penicillin,

100 lg/mL streptomycin, 25 mM HEPES, 0.1 mM 2-mercap-

toethanol, 2 mM sodium pyruvate, 0.2 mM L-cysteine and

10% foetal calf serum [1, 24]. Nifurtimox and fexinidazole

were first dissolved in 100% dimethyl sulphoxide (DMSO).

Adequate dilutions in culture medium of each compound were

added into each well in triplicate while control wells contained

medium alone or with DMSO (0.4%). Then 100 lL of a sus-

pension containing 105 blood-purified parasites was added in

each well. Cultures were maintained at 37 °C in 5% CO2 incu-

bator for 24 h. Parasite count was performed using a haemocy-

tometer. The activity was expressed in concentration inhibiting

parasite growth by 50% (IC50) [16]. All experiments were per-

formed twice, with each drug concentration in triplicate. The

mean of IC50 and standard deviation (SD) obtained for the

six cultures of each drug were calculated.

In vivo assessment

Female rats were immunosuppressed by IP injection of

CPA (100 mg/kg) 72 h before infection by IP injection of

5 · 104 purified T. lewisi diluted in physiological saline.

On day 7 after infection, parasitemias were evaluated in

blood collected by tail cutting [9]. Parasite counting was carried

out using an haemocytometer for each rat, and six groups of

seven rats were then randomly distributed:

– One group received pentamidine (4 mg/kg) by IP injection

for 28 days;
– One group received pentamidine (15 mg/kg) by IP injec-

tion for 12 days;
– One group received three cures of melarsoprol (3.6 mg/kg/

day) by IP injection, each cure is composed of 3 days

spaced by a 7 day resting period;
– One group received fexinidazole (100 mg/kg) orally for

10 days;
– One group received eflornithine (200 mg/kg, twice a day)

by IP injection and nifurtimox (10 mg/kg, twice a day)

orally for 28 days;
– One group (control group) received physiological saline

(0.5 mL/day) by IP injection for 28 days.

The number of parasites observed for each group was esti-

mated as the mean of daily parasitaemia of the seven rodents.

Statistical analysis

Parasitaemias are represented as the mean of the group

±SD. The comparisons between groups were made using the

non-parametric Wilcoxon/Kruskal-Wallis test implemented in

the JMP7 software.

Results

In vitro activity of drugs against trypanosomes

The reference drugs, pentamidine, suramin, melarsoprol,

eflornithine and fexinidazole, were assessed for in vitro efficacy

against trypanosomes. Their activity against T. lewisi and T. b.

gambiense was compared. Pentamidine, eflornithine, nifurti-

mox and fexinidazole have comparable activities against the

two parasites while melarsoprol is less active against T. lewisi

than T. b. gambiense (Table 1). Suramin was not effective

against the two parasites, and, due to its toxicity [22], suramin

was not investigated further. The highest concentration of

DMSO (0.4% in culture medium) had no trypanocidal activity.

In vivo assessment of drugs

In rats infected by T. lewisi but not immunosuppressed by

CPA, the blood parasite number was too low to allow a compar-

ison between drugs (data not shown).
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For rats which received CPA (100 mg/kg) 3 days before

infection, drugs were given orally or by IP injection starting

at day 7 after infection when parasite blood count was about

1.5 · 107/mL.

No animal died. In the control group (animals injected with

physiological saline), a steady decrease of blood parasitaemia

was observed after day 10. Nevertheless some animals

remained infected over the all experimental period and still dis-

played parasitaemia levels (>10 · 106 parasites/mL) 43 days

after infection. As compared to controls, the control of parasita-

emia was quicker for the animals of the fexinidazole and pent-

amidine (15 mg/kg) groups with all animals being cured

respectively 7 and 10 days after treatment. The decay rate of

blood parasitaemia was slower in the NECT and pentamidine

(4 mg/kg) groups and all animals were cured after 33 and 35

days post infection respectively. Mean parasitaemia (parasites/

mL) was however significantly lower (p = 0.006) in the NECT

group (9 · 106; calculated from day 7 to day 32 post infection)

than in the pentamidine (4 mg/kg) group (15.8 · 106; calcu-

lated from day 7 to day 34 post infection). The evolution of par-

asitaemia in the melarsoprol group was not significantly

different from the controls until day 33 post infection and ani-

mals were finally cured at day 42 post infection although three

animals of this group died during the experiment whereas no

animal from others groups died. For each group, the sum of

daily parasitaemia means (considered as whole parasite load

and corresponding to area under the curves in Figure 1) ±SD

was assessed from day 6 to day 43 post infection. The values

were 724.36 ± 53 for control group, 103.76 ± 9.2 for fexini-

dazole group, 167.264 ± 11.1 for pentamidine (15 mg/kg)

group, 252.318 ± 22.1 for NECT group, and 412.578 ± 28

for pentamidine (4 mg/kg) group. Compared to control group,

parasite load was lower in all treated groups (p < 0.001). Com-

pared to pentamidine (15 mg/kg) group, parasite load was

lower in fexinidazole group (p < 0.05).

All treated rats remained negative in parasitology until

90 days post infection.

Discussion

In this study, the efficacy of drugs for HAT treatment and

fexinidazole against T. lewisi was demonstrated both in vitro

and in vivo.

Melarsoprol and pentamidine have already been used suc-

cessfully in two T. lewisi human infections [11, 23]. In vitro

studies reveal a comparable susceptibility profile of T. lewisi

and T. b. gambiense. Fexinidazole was both efficient against

T. lewisi and T. b. gambiense. A single strain of T. lewisi was

tested and other ones from various sources will be analysed

very soon. However, fexinidazole possesses an in vitro trypan-

ocidal efficiency on all tested brucei subspecies, in the range of

0.7–3.3 lM and is also efficient on other parasites [2–30].

Rats were immunosuppressed using CPA at non-lethal

doses to increase parasitemias [5]. In spite of heavy parasita-

emia developed in CPA-treated rats, the brain remained free

of parasites [5]. CPA mediates immunosuppression, which

might mimic a potential but not established immunodeficiency

in atypical human infections by animal trypanosomes. Some

trypanocidal drugs require an intact immune system for clear-

ance of trypanosomes [4] whereas nitroimidazoles are active

compounds against various infectious agents, largely used and

efficient in immunocompromised patients [10]. Fexinidazole

and NECT were active at the doses recommended for HAT

treatment but cure was obtained earlier with fexinidazole. How-

ever, fexinidazole may be active at lower doses and a further

study will determine its minimum effective dose. Pentamidine

was not active at the dose of 4 mg/kg, which is recommended

in humans for African trypanosomiasis and Pneumocystis

jirovecii pneumonia treatment. As superior doses exhibit activ-

ity in Pneumocystis jirovecii-infected rats [29], a 15 mg/kg dose

was also assessed in T. lewisi-infected rats and was efficient.

Whereas human infections with T. lewisi can self-cure, it is

not always the case [20]. Thus evaluating the efficacy of avail-

able drugs is of interest, in particular when T. lewisi are present

in cerebrospinal fluid, as reported previously [11]. Fexinidazole

and NECT are both efficient for patients in the neurological

stage of HAT [19]. Compared to melarsoprol and eflornithine,

NECT has a reduced toxicity and is much easier to administer

[17]. Animal toxicology studies reveal that fexinidazole has an

excellent safety profile [19]. A reduced toxicity of the drug, a

better control of parasite number and persistence, a reduced pro-

duction of TNF-a and reactive oxygen species by activated

macrophages [25] might be beneficial in treatment by

fexinidazole.

The number of atypical human infections attributable to pri-

marily animal trypanosomes is possibly underestimated, mainly

due to lack of tools and strategies to better detect infection [20].

Interaction with others factors might be involved in atypical

human infections by animal trypanosomes. For instance, diet

deficiency enhanced T. lewisi infections in rats, as also reported

for the relatedmurine parasite, T. musculi [12].Moreover, immu-

nomodulation of immune response might also be involved. The

binding of immunoglobulins by parasites via receptors for their

Fc region might cover parasites and decrease the efficiency of

host immune response [3, 30]. The risk and potential impact

related to atypical human infectionsbyanimal trypanosomes can-

not be evaluated thoroughly at the present time and further studies

are required. However the identification of drugs efficient against

T. lewisi with reduced toxicity will help in the management of

new cases. Fexinidazole and pentamidine (15 mg/kg) represent

valuable drugs to treat T. lewisi infections.
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20. Truc P, Büscher P, Cuny G, Mi Gonzatti, Jannin J, Prashant J,

Prayag J, Zhao-Rong L, Mattioli R, Pays E, Simarro PP,

Geraldes-Teixeira MM, Touratier L, Vincendeau P, Desquesnes

M. 2013. Atypical human infections by animal trypanosomes.

PLoS Neglected Tropical Diseases, 7(9), e2256,

Doi: 10.1371/journal.pntd.0002256

21. Vanhamme L, Paturiaux-Hanocq F, Poelvoorde P, Nolan DP,

Lins L, Van Den Abbeele J, Pays A, Tebabi P, Van-Xong H,

Jacquet A, Moguilevsky N, Dieu M, Kane J, De Baetselier P,

Brasseur R, Pays E. 2003. Apolipoprotein L-I is the trypano-

some lytic factor of human serum. Nature, 422, 83–87.

22. Van Voorhis WC. 1990. Therapy and prophylaxis of systemic

protozoan infections. Drugs, 40, 176–202.

23. Verma A, Manchanda S, Kumar N, Sharma A, Goel M. 2011.

Trypanosoma lewisi or T. lewisi-like infection in a 37 day old infant.

American Journal of TropicalMedicinal and Hygiene, 85, 221–224.
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Induction de l’arginase macrophagique murine par T. lewisi

Le T. lewisi, parasite responsable d’une trypanosomose atypique chez l’homme, et ses 

ESF, préparés dans les mêmes conditions que ceux de T. musculi, induisent également l’activité 

arginase macrophagique  in vitro.

Figure N° 1: Induction de l’activité arginase dans les macrophages péritonéaux de souris 

par T. lewisi et ses ESF

Figure N°2 : ELISA de ESF de T.b.b, T.b.g, T.musculi et T.lewisi versus 2C12. L’anticorps 

monoclonal 2C12 reconnaît un épitope en commun dans les 4 sécrétums. 
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Conclusion et perspectives 

L’inhibition de la voie des polyamines par le NECT empêche la prolifération parasitaire 

chez le rat. La découverte de nouveau médicament ciblant cette voie métabolique permettra 

d’enrichir notre arsenal thérapeutique. 

L’induction de l’arginase macrophagique par T. lewisi et ses facteurs solubles souligne 

une conservation de ce mécanisme chez les trypanosomes. La reconnaissance par l’anticorps 

monoclonal d’un épitope en commun dans les ESF de T. brucei. gambiense, T. brucei.brucei, T. 

musculi et T. lewisi, soutient le concept de la conservation du mécanisme conduisant à 

l’induction de l’arginase macrophagique par ces parasites 

En perspectives pour cette partie, il serait important :

- d’évaluer l’arginase sérique dans le sérum des rats avant et après traitement ;

- d’évaluer l’effet du mannose et du 2C12 sur le T. lewisi ;

- d’évaluer les co-thérapies Eflornéthine-mannose, fexinidazole-mannose, 

nifurtimox-mannose. 
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L’interaction hôte-parasite est à l’origine d’une série de processus physiologiques, et en 

particulier immunitaires, permettant à l’hôte de se défendre face à ces pathogènes, pour arrêter ou 

limiter leur développement. Les parasites ont, depuis longtemps, mis en jeu des mécanismes pour 

échapper ou s’adapter aux réponses de l’organisme afin de promouvoir leur multiplication et de 

prolonger leur survie. Certains parasites comme Leishmania ssp., Toxoplasma gondii,

Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum ont adopté la localisation intracellulaire pour 

échapper au système immunitaire, ou résister à la pression de l’organisme. Dans cette localisation 

intracellulaire, ils sont obligés de développer d’autres mécanismes supplémentaires pour 

échapper aux processus de destruction (enzymes lytiques, synthèse de dérivés oxygénés). 

Les trypanosomes extracellulaires (T. b. gambiense, T. b. rhodesiense, T. b. brucei, T. 

musculi et T. lewisi) sont continuellement exposés aux éléments du système immunitaire, ce qui 

les a amenés à mettre en place des mécanismes d’échappement performants. En plus des 

mécanismes déjà bien identifiés, nous venons d’apporter des éléments concordants mettant en 

évidence l’implication de la voie de l’arginase comme un mécanisme d’immunomodulation 

élaboré et conservé au cours de l’évolution par les trypanosomes, favorisant leur développement. 

Implication de l’arginase dans les trypanosomoses 

Plusieurs résultats convergeants nous ont permis de confirmer l’implication de l’arginase 

dans les trypanosomoses. Nous avons mis en évidence, in vitro, l’induction de l’arginase 

macrophagique par T. musculi qui favorise la prolifération. Celle-ci est entravée en présence du 

BEC, un inhibiteur de l’arginase. Nous avons montré une corrélation entre augmentation de la 

parasitémie et de l’activité arginase  dans la trypanosomose murine à T. musculi. Cette activité 

arginase est confirmée par l’augmentation de l’ARNm de l’arginase 1,  qui au pic de la 

parasitémie, est 6 fois plus élevée que celle des témoins. Ces résultats confirment ceux obtenus 

dans le modèle expérimental d’infection par T. b. brucei, où le rôle de l’arginase dans le 

développement d’une infection a été mis en évidence pour la première fois (Gobert et al., 2000). 

Dans ce modèle, la parasitémie évolue très rapidement. Chez la souris infectée par T. musculi,

son parasite naturel, la parasitémie commence à augmenter vers le 7 ème jour et il y a une 

correlation entre l’activité de l’arginase et la parasitémie. Dans une étude similaire sur un modèle 

de leishmaniose murine in vivo, une corrélation entre l’augmentation de la parasitémie et la 

hausse de l’activité arginase a également été observée (Krapf et al., 2005). 
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Nous avons recherché si l’induction de l’arginase est également présente dans la THA. Le 

niveau de l’activité de l’arginase sérique est augmenté chez les patients atteints de THA et 

retourne à des valeurs normales après un traitement efficace. Dans une étude préliminaire in 

vitro, T. b. gambiense induit l’activité arginase au niveau des leucocytes totaux humains par 

rapport aux contrôles. Cette induction de l’activité arginase s’est révélée également dans les 

infections par Trypanosoma cruzi, Leishmania ssp., Mycobacterium tuberculosis (Dulgerian et

al., 2011, Lacerda et al., 2011 ; Balaña-Fouce et al.,  2012 ; Pessanha et al., 2012).

Une corrélation entre l’augmentation de l’activité arginase des cellules mononucléées et 

la charge virale lors de l’infection par le VIH est également rapportée (Cloke et al., en 2010). En 

outre, il a été montré aussi que l'activité arginase sérique est augmentée chez les patients atteints 

du cancer colorectal et s’abaissent après chirurgie ( !"#$% et al., 2009).

L’induction de la voie arginase diminue la production de NO et, surtout, privilégie la 

production des éléments nécessaires à la croissance du parasite, ce qui constitue un mécanisme 

d’adaptation favorisant la prolifération du parasite. Cet apport des métabolites de l’arginase dans 

le développement du parasite a été confirmé in vitro. En effet, nous avons mis en évidence 

l’importance de l’ornithine dans le milieu conditionné par les macrophages. L’addition du BEC 

lors du conditionnement du milieu inhibe la production de ce facteur de croissance et l’addition 

de l’ornithine dans le milieu de culture existant favorise la prolifération du parasite. L’ornithine 

est donc un des facteurs de croissance du trypanosome.   

Effet des facteurs d’excrétion et sécrétion parasitaires sur l’activité de l’arginase

L’induction de l’arginase ne nécessite pas un contact étroit entre les parasites et les 

macrophages, mais se fait par l’intermédiaire des ESF. Les ESF de T. musculi et de T. lewisi

induisent l’arginase macrophagique in vitro. De plus, une corrélation entre l’aptitude de souches 

de T .b. gambiense à induire l’arginase et leur virulence chez l’homme a été établie (Hollzmuller 

et al., 2008). 

Dans le but d’identifier l’élément inducteur de l’activité arginase, nous avons réalisé dans 

notre laboratoire des anticorps monoclonaux contre différentes fractions de l’ESF de T. b. 

gambiense. Un de ces anticorps monoclonaux s’est révélé inhibiteur de l’activité arginase. Cet 

anticorps, le 2C12,  a été utilisé pour cribler une banque génomique de T. b. gambiense dans le 

laboratoire d’Etienne Pays conduisant à l’identification d’une chaîne lourde de kinésine 

appartenant à la superfamille des kinésines (De Muylder et al., 2013). Il s’agit d’une kinésine 

orpheline nommée TbKHC1, qui a été produite sous forme recombinante. La protéine 

recombinante de TbKHC1 induit l’activité arginase macrophagique in vitro. L’inoculation  de T. 
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b. gambiense KO pour le gène de cette kinésine chez la souris diminue le pic de parasitémie par 

rapport à la souche WT. 

Le 2C12 a inhibé l’activité arginase macrophagique induite par les trypanosomes du 

groupe brucei, et également par T. musculi ou ses ESF, ce qui a diminué la parasitémie. Il 

reconnaît un motif antigénique dans les ESF du T. musculi. Les facteurs inducteurs de l’arginase 

produits par T. b. gambiense et T. musculi possèderaient un épitope commun suggérant la 

possibilité d’une analogie structurale, qui est conservée chez ces deux espèces au moins au 

niveau du site inducteur de l’arginase. L’éluat obtenu après purification par chromatographie 

d’affinité des facteurs solubles de T. musculi sur colonne CNBr couplée au 2C12 est en cours 

d’identification par spectrométrie de masse.

Interaction facteurs solubles parasitaires et macrophage

L’utilisation des sucres (Mannose et galactose) a mis en évidence l’implication de 

récepteurs reconnaissant le mannose. In vitro, le mannose inhibe l’induction de l’arginase induite 

par T. musculi et ses  ESF, et également la prolifération du parasite dans une co-culture avec les 

macrophages. In vivo, les souris traitées avec le mannose présente une faible parasitémie, et 

l’activité arginase macrophagique de ces souris est considérablement diminuée. Nous avons 

montré que les souris KO pour le récepteur mannose présente une parasitémie nettement 

inférieure, comparées aux souris WT. De plus, le récepteur mannose est 4 fois plus exprimé sur 

les macrophages des souris infestées que ceux des souris contrôles. Ces résultats mettent en 

exergue une corrélation entre l’expression du récepteur mannose et l’induction de l’activité 

arginase macrophagique. 

Nous avons également observé une inhibition de l’activité arginase par le galactose. Le

récepteur mannose a une affinité différente pour plusieurs carbohydrates. Certains auteurs ont 

montré sa haute affinité pour les résidus mannose, fucose et N-acétylgalactosamine et une 

affinité moyenne  pour les résidus galactose, fructose, acétylglucosomine et L-rhamnose 

(Shepherd et al, 1981 ; Largent et al, 1984). Ceci souligne la possibilité d’inhibition du récepteur 

mannose par le galactose. D-&"''$()*+),+--D-galactose inhibent le récepteur mannose tandis que 

.)+/-D-Galactose n’a pas d’effet (Soeiro et al., 1999).  

Le récepteur galactose macrophagique (MGL) mise en évidence y a quelques années est 

également impliqué dans l’activation alternative des macrophages (Raes et al., 2005). Le 

galactose peut aussi se fixer sur d’autres récepteurs de carbohydrate.  
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Ainsi, la possibilité de fixation du galactose sur le récepteur mannose macrophagique (MMR) 

membranaire ou soluble, sa fixation sur le récepteur MGL et d’autres récepteurs lectines de type 

C, la particularité des isomères -+),+/+ "."0,$()*+ 1)23)',+ 4'5.2)!+ (2!+ .64'720,4$'+7)+ .6"!84'"()9+

Ces hypothèses méritent des investigations supplémentaires pour élucider l’implication des 

carbohydrates. 

La relation récepteur mannose et activité arginase a été démontrée dans plusieurs études 

récentes. In vitro, l’inhibition du récepteur mannose macrophagique diminue l’activité arginase et 

la prolifération de Trypanosoma cruzi. (Garrido et al., 2011). Il est démontré que l’activation du 

récepteur mannose par le ligand lipoarabinomannane présent sur la membrane de Mycobacterium 

tuberculosis déclenche la phosphorylation du MAPK-p38 qui active la phospholipase A2 

cytosolique, aboutissant à l’activation 72+ ::;<=*+ >24+ 4'?4#)+ @A-BC+ ),+ 7$'0+ ."+ (D',?E()+ 7)(+

composants pro-inflammatoires, et active l’expression de nombreux gènes anti-inflammatoires 

(Rajaram et al., 2010). En outre, l’inhibition du récepteur mannose par un MIMP (micro domaine 

de la protéine intégrale de la membrane) inhibe la phosphorylation  du MAPK-p38 et aussi 

l’expression de TLR-5 dans un modèle d’infection à Escherichia coli Enteropathogèniques 

(EPEC) (Liu et al., 2012). Une interaction entre MMR et le récepteur pour la région Fc, favorise 

la  glomérulonéphrite murine (Chavele et al., 2010). En recoupant ces données de la littérature, 

nous pouvons nous interroger sur une coopération du MMR avec d’autres recepteurs (TLR, 

récepteurs pour la région Fc) pour l’induction de l’arginase.

F6)G1!)((4$'+7)+.6"!84'"()+H+)(,+,!E(+()'(4#.)+"2G+"8$'4(,)(+7)+::;<=+),+::;<I*+&"4(+1"(+

::;<-9++F64'720,4$'+7)+.6"!84'"()+1"!+.)(+"8$'4(,)(+7)+::;<=*+::;<I+),+.6HF-4 est inhibée dans 

.)(+&"0!$1?"8)(+7)+($2!4(+::;<=+),+::;<I+JK+L ".."!7$-Soler et al., 2008).

Les voies de l’induction de l’arginase macrophagique sont très différentes et dépendent 

des facteurs ou de l’environnement, qui varie en fonction de modèle. Dans la bibliographie, 

l’induction de l’arginase-I par les lipoprotéines de haute densité (HDL) macrophagique dans un 

modèle d’athérosclérose, est dépendante de la signalisation IL-4 via STAT6 (Sanson et al.,

2013). Une autre étude met en évidence l’induction de la voie arginase par activation du 

récepteur AdipoR2 via IL-4 / STAT6 (Mandal et al., 2011). Dans une leishmaniose murine à 

Leishmania donovani, l’IL-10 via STAT3 induit l’expression de l’IL-4Ra qui activé par IL-4

induit l’arginase via  STAT6 et C/EBP-/+LC4(M"(+et al., 2011). L’inhibition de PD-1 et de CTL-4

réduit considérablement l’activité arginase 1 induite par les facteurs associés au tumeur (Liu et 

al., 2008). La fixation du ligand peut dimériser ou oligomériser les récepteurs mannose (Lai et

al., 2009), ou implique l’activation d’autres récepteurs. Dans le modèle à T. b. gambiense, le 
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TbKHC1 se fixe sur le SIGNR-1 (De Myulder et al., 2013), avec une possibilité de 

reconnaissance de MMR du fait d’un rapprochement entre la structure des ligands de ces deux 

récepteurs et il n’est pas exclu que le facteur inducteur de l’arginase sécrété par T. musculi se 

fixerait également sur le SIGNR1. Une autre hypothèse est la possibilité que le facteur (kinésine) 

du T. musculi se fixerait sur le récepteur mannose et ferait intervenir d’autres récepteurs lectine 

de type C pour aboutir à l’induction de l’arginase macrophagique. Ce facteur conservé activerait 

un récepteur (MMR) également conservé chez l’hôte, d’où la conservation de ce mécanisme 

d’immunomodulation. La voie d’induction de ces deux parasites peut aussi être différente car T. 

b. gambiense évolue d’une manière aiguë chez la souris et présente une charge parasitaire très 

élevée en quelques jours. 

Implication  thérapeutique du mannose 

Le mannose, non toxique, actif per os, est utilisé pendant de longues durées avec succès 

dans certains déficits enzymatiques chez l’homme (de Lonlay et al., 1999). Il pourrait être utilisé 

dans la THA avec les mêmes posologies et le même protocole d’administration. Il pourrait 

également être associé à d’autres principes actifs.  Les médicaments de la THA ont la même 

efficacité sur T. lewisi, agent de trypanosomose atypique. Ainsi, le DFMO, inhibiteur de 

l’arginase mais sutrtout de l’ornithine décarboxylase,  est actif sur les deux parasites. Son 

association avec le nifurtimox, (donneur de NO) potentialise son effet et facilite son 

administration.  Cette association (NECT) est devenue le traitement de référence chez les patients 

au stade 2 de la THA. Nous avons montré l’efficacité du fexinidazole in vitro et in vivo sur T. 

lewisi et in vitro sur T. b. gambiense. Le mannose pourrait être associé au fexinidazole, 

également actif per os. Le développement des associations est encouragé dans le traitement des 

maladies parasitaires, pour diminuer le risque d’émergence de résistance au traitement. De plus, 

des réductions du coût et des posologies sont également possibles.

Etat d’activation des macrophages

L’induction de l’activité arginase et l’expression du récepteur mannose sont 

caractéristiques de l’activation alternative des macrophages. Cet état d’activation est subdivisé en 

plusieurs phénotypes. L’IL-10 et TGF-/+ ($',+ 4&1.4>2N(+7"'(+ .6"0,43",4$'+7)(+&"0!$1?"8)(+1"!+

TbKHC1 (De Muylder et al, 2013), par contre, l’IL-4  n’est pas impliqué dans cette voie. Les 

macrophages murins infestés par Coxiella burnetii (bactérie à l’origine de la fièvre Q) présentent 

un phénotype M2 associés à l’IL-10, le TGF-/*+ .)+ !N0)1,)2!+&"''$()+),+ .6"!84'"()-I (Amara et

al., 2012). L’évaluation des marqueurs d’activation alternative  par une approche de puces à haut 
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débit (Mehraj et al., 2013) permettra d’identifier les sous populations des macrophages M2, 

impliqués dans les trypanosomoses et de déterminer la chronologie de la séquence d’évènements 

aboutissant à l’induction de l’arginase. 
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Une nouvelle voie d’immunomodulation, induite par les trypanosomes chez leurs hôtes, a 

été caractérisée, favorisant la multiplication de Trypanosoma musculi chez son hôte naturel, la 

souris. 

Pour éviter la réponse cytotoxique M1 des macrophages et bénéficier de leur réponse M2, 

associée à la synthèse de facteur de croissance, les parasites induisent l’arginase. L’induction de 

l’arginase, réponse M2 caractéristique,  permet la production de L-ornithine,  facteur essentiel de 

croissance parasitaire, à l’origine de la voie métabolique des polyamines et de la trypanothione, 

indispensables aux parasites. Ce modèle d’activation M2 peut permettre une meilleure 

connaissance des différents phénotypes d’activation alternative des macrophages.

Cette voie d’immunomodulation mise en évidence dans une trypanosomose évoluant chez 

son hôte naturel pourrait être conservée, et même être impliquée dans la THA. En effet, une 

augmentation de l’arginase est retrouvée dans le sérum de patients trypanosomés ; elle se 

normalise après traitement efficace, indiquant son intérêt potentiel dans le suivi des sujets traités. 

De plus, T. b. gambiense induit l’arginase au niveau des macrophages de souris, mais aussi des 

leucocytes humains. Il faut également noter que T. lewisi induit également l’arginase au niveau 

des macrophages de souris. 

Au cours de leur co-évolution chez leurs hôtes, les trypanosomes extracellulaires ont 

sélectionné un procédé favorisant leur croissance, l’induction de l’arginase, grâce à des ESF. La 

structure du site inducteur de ce(s) facteurs(s) est probablement conservée. Un anticorps 

monoclonal dirigé contre le facteur soluble de  T. b. gambiense induisant l’arginase, la kinésine, 

bloque également l’activité inductrice de T.  musculi in vitro et, fait très intéressant, in vivo. Il 

reconnaît également les ESF de T. lewisi. Quel pourrait être l’intérêt de ce(s) facteurs solubles 

dans une approche vaccinale ?  La partie C-terminale de la chaine lourde, distincte des autres 

kinésines, pourrait être utilisée au départ, puis ensuite, une approche peptidique pourrait être 

réalisée.

Des anticorps anti-kinésine ont été mis en évidence chez les sujets trypanosomés et les 

sujets séropositifs mais parasitologiquement négatifs (plusieurs PCR négative). L’intérêt de ces 

anticorps dans le diagnostic, suivi, pronostic, est prévu prochainement. 

Ces facteurs inducteurs se lient à des récepteurs de la membrane des macrophages. 

L’utilisation de sucres a montré l’intervention de récepteurs reconnaissant en particulier le 

mannose. In vitro, l’addition de mannose bloque l’induction de l’arginase par les parasites et 

leurs ESF. Chez la souris infestée par T. musculi, l’injection de mannose diminue 

considérablement la parasitémie, qui est également très réduite chez les souris  Mrc1
-/-

.
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Le rôle de ces récepteurs, très conservés au cours de l’évolution, peut représenter une 

nouvelle approche thérapeutique. En effet, au niveau des trypanosomes, la diminution de la 

captation des médicaments est une cause importante de résistance au traitement. Des mutations 

au niveau des gènes des différents transporteurs membranaires impliqués ont été observées. 

L’utilisation de molécules ciblant ces récepteurs peut donc s’avérer une alternative et/ou un 

complément thérapeutique intéressant.  
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Résumé - Une nouvelle voie d’immunomodulation, l’induction de l’arginase par les 
trypanosomes chez leurs hôtes, a été identifiée et caractérisée. Pour éviter la réponse cytotoxique 
de l’activation « classique » M1 des macrophages et bénéficier de leur activation                       
« alternative » M2, les parasites induisent l’arginase, qui produit la L-ornithine, indispensable à 
leur développement. Cette voie d’immunomodulation mise en évidence chez la souris infestée 
par son parasite naturel, Trypanosoma musculi, est également présente dans d’autres
trypanosomoses, en particulier la trypanosomose humaine africaine (THA). Une augmentation de 
l’arginase, retrouvée dans le sérum de patients trypanosomés, se normalise après un traitement 
efficace. T. brucei gambiense, parasite de l’homme, induit l’arginase au niveau des macrophages 
murins et des leucocytes humains. T. lewisi, parasite du rat, induit également l’arginase.

Au cours de leur longue coévolution avec leurs hôtes, les trypanosomes
extracellulaires ont sélectionné un procédé favorisant leur croissance, l’induction de l’arginase, 
par des facteurs d’excrétion/sécrétion. Nous avons produit un anticorps monoclonal dirigé contre 
ce facteur inducteur. Il bloque l’induction de l’arginase par T. musculi in vitro et in vivo. Chez 
la souris infectée, son injection diminue considérablement la parasitémie. Il a permis 
l’identification du facteur inducteur, une kinésine orpheline. Cet anticorps, inhibant l’induction
de l’arginase par différents trypanosomes, reconnaîtrait une région conservée de la kinésine 
induisant l’arginase. Cette kinésine se lie à des récepteurs de la membrane des macrophages. In 

vitro, l’addition de mannose à des co-cultures macrophages-parasites bloque l’induction de 
l’arginase et la multiplication des parasites. Chez la souris infestée par T. musculi, l’injection de 
mannose diminue la parasitémie, qui est également réduite chez les souris Mrc1-/-, KO pour le 
récepteur mannose. L’utilisation de molécules ciblant la voie inductrice de l’arginase et/ou ce 
récepteur peut représenter une nouvelle approche thérapeutique dans les trypanosomoses.
Mots clés - Trypanosomes, Trypanosomoses, Macrophage, macrophage activation, arginase, 
kinésine, récepteur mannose
Summary - Arginase induction, a mechanism of immunomodulation elaborated by 
trypanosomes has been identified. To avoid cytotoxic classical M1 macrophage activation, 
trypanosomes induce alternative M2 macrophage activation, which leads to L-ornithine 
production, essential for parasite growth. This immunomodulation pathway has been evidenced 
in a natural murine trypanosomiasis provoked by Trypanosoma musculi. This mechanism is also 
evidenced in human African trypanosomiasis (HAT). An increase in serum arginase is measured 
in HAT patients. A return to normal values is obtained after an efficacious treatment. 
Trypanosoma brucei gambiense, the causative agent of HAT, induces arginase in mouse 
macrophages and human leucocytes. T. lewisi, a rat parasite, also induces macrophage arginase.

During host-parasite co-evolution, extracellular trypanosomes have selected a growth 
promoting mechanism, macrophage arginase induction by excreted secreted factor (ESF). We 
have produced a monoclonal antibody which inhibits trypanosome-induced arginase. This 
antibody blocks in vitro and in vivo T. musculi-induced arginase. Its injection into infected mice
provokes a decrease in parasite load. This monoclonal antibody has allowed the identification of 
an orphan kinesin as the arginase inducing factor. The arginase inducing region of kinesin seems 
conserved among extracellular trypanosomes. Kinesin binds to macrophage membrane receptors. 
In vitro, addition of mannose to macrophage-parasite cocultures blocks arginase induction and 
parasite multiplication. Mannose injection decreases parasite load in infected mice. Compared to 
WT mice, parasite load is highly reduced in infected Mrc1 -/- KO mice. In trypanosomiasis,
molecules targeting arginase pathway and/or mannose receptor, highly conserved in evolution, 
might represent new therapeutic approaches.
Keywords Trypanosomes Trypanosomoses, Macrophage, macrophage activation, arginase,
kinesin, mannose receptor.


