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Résumé - Le présent travail montre qu'un facteur de croissance produit par les leishmanies joue 
un rôle capital dans la régulation de la prolifération des parasites cultivés in vitro. L'activité de ce 
facteur, qui stimule la croissance à faibles concentrations puis l'inhibe à fortes doses, n'est pas 
spécifique d'espèce et s'étend à d'autres Trypanosoniatidae. La dose-dépendance de l'effet bifonction- 
nel engendré par ce facteur accrédite l'hypothèse d'une autorégulation de la croissance faisant 
intervenir un mécanisme de (( down regulation )) par lequel les parasites contrôleraient leur multipli- 
cation. Cette activité régulatrice semble être restreinte à une glycoprotéine thermostable de masse 
moléculaire 70 000. 

Autocrine regulation of Trypanosonmtidae in vitro growth 
Abstract - In the present stud.v, we report that a growth factor released by cultured Leishmania 

promastigotes plays a key role in the regulation of their growth in vitro. The factor stimulates growth 
at low concentrations but is inhibitor>) at high doses and these effects are not species-specific, also 
affecting other Trypanosomatidae growing in vitro. The dose-dependence of the bifunctional effect 
strongly supports the hypothesis of an autocrine growth regulation involving a negative feedback 
mechanism. The growth factor activity seemed to be supported by a heat-stable glJ'coprotein of 
70,000 Mr. 

Abridged English Version - Leishmania spp, a digenetic trypanosomatid protozoan, is an 
obligate intracellular parasite of mononuclear phagocytes transmitted by phlebotomine 
sandflies. Different Leishmania species are responsible for the cutaneous, mucocutaneous and 
visceral leishmaniasis. The parasite cycles between a flagellated promastigote stage in the 
insect vector and a non-flagellated intracellular amastigote stage parasitizing the " a l i a n  
phagocytic cells. Differentiation into amastigotes occurs after surface attachment and entry 
of promastigotes into mononuclear phagocytes. The possibility of cultivating the promasti- 
gote in vitro allowed us to study the surface antigenic components [l] involved in the 
Leishmania-host cell interactions ([21-[3]). 

A number of investigators have described several excreted-secreted products from the 
promastigote ([4], [5], [a) but their physicechemical characterization and the role in the 
Leishmania-macrophage interactions still remain controversial [a. 

In the present study, we describe that a growth factor released by the promastigotes during 
in vitro culture plays an important role in the regulation of their growth. We observed that 
the multiplication of the parasite was partially inhibited when the Culture medium was 
changed daily (Fig. 1, A). This suggest a need of a conditional medium for the optimal 
growth of the parasites. The culture supernatants obtained from the logarithmic phase of 
culture produced an stimulating effect on the multiplication of promastigotes. However, the 
multiplication rate was considerably decreased by the culture supernatants obtained from the 
stationary phase. 

The excreted-secreted components isolated from the culture medium stimulated the growth 
at very low concentrations and were inhibitory at high doses. Moreover, this effect was not 
pH dependent and was not species-specific, also affecting other Trypanosomatidae growing in 
vitro (Fig. 2, A and B). The dosedependent and bifunctional effect suggest an autocrine 
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growth regulation involving a negative feedback mechanism by which the parasites would 
control their multiplication. 

Several enriched fractions were prepared from the culture supernants for the identification 
and physic~chemical characterization of the components exhibiting the growth stimulation 
activity. The analysis of several fraction from the logarithmic and stationary phase cultures 
by SDS-PAGE permitted the identification of tm70 molecules of apparent lzIr 85,000-70,000 
(Fig. 3). The heat treatment of these fractions suggested that the growth regulation activity 
\vas restricted to the heat-stable 70,000 h€r glycoprotein. 

In conclusion, ow studies demonstrate for the firsr time an excreted-secreted factor from 
Lt.isht?z,latziir promastigotes capahle of controlling their growth iiz ritro. The factor stimulating 
the growth at low concentrations shows an inhihitog effect at high 
cnncentrations. Therefore, the parasites seem to modulate their multiplication by means of 
a possible ‘‘Down regulation” mechanism. The biological relevance of this factor in the 
proliferation of parasites within the insect vector is yet to be defined. Tn addition, the 
utilimtion of this fiactor map be important in isolating the Lfishmaniri strains directly from 
humans, which are sometimes difficult to maintain in cultures. Finally, our recent studies 
on thc Lrishmrini~i-host cell interactions have described a sequential development of Lrishmnniii 
promastigotes from a non-infective to infective stage ([?I, [3]). Thus, the gro\\-th factors may 
facilitate parasite adherence to, and penetration into, the macrophages and could contribute to 
the protection of leishmaniae in the hostile activities of host cells. 

IYTRODUCTION. - Les leishmanies représentent un complexe de parasites protozoaires. 
responsables de certaines maladies cutanées. cutanéo-muqueuses et viscérales chez 
l’homme et sont une cause importante de mortalité dans divers pays du tiers-monde. 

Leur cycle évolutif comprend une forme flagellée, promastigotes, chez l’insecte vecteur 
(phlébotomes). et un stade non flagellé. les amastigotes qui parasitent obligatoirement 
le5 cellules phagocytaires mononuclé&es des mammiferes. La possibilité de cultiver in i)irro 
les promastigotes dans un milieu de culture monophasique acellulsire nous a permis 
d’entreprendre u n  certain nombre d’études i la fois biochimiques concernant leurs 
composants antigéniques de surface [ 11 et imniunobiologiques en rapport avec les interac- 
tions IeishmaniesImacrophages ( [’l. [3]). 

Au cours des dernieres snnkes. de nombreux auteurs se sont intéressés a 1‘Ctude des 
facteurs excretes-secretes par les leishmanies ( [4]. IS], [6]) mais leurs caractérisations 
phlsico-chimiques. ainsi que leurs rdes dam les relations hbtes-parasites, ont fait l’objet 
de nombreuses controverses [6]. 

Récemment, nous avons démontre que des parasites cultivés in vitro ne se multipliaient 
pas lorsque la densité de I’iiioc-idion de départ etait trop faible [7]. Ces résultats semblaient 
indiquer que leur croissance dépendait Tune concentration minimale de metabolites soit 
excrétés-sécrétés par les parasites. ou mét:ibolids par eux i partir des composants du 
milieu de culture. 

Le prCsent travail vise I montrer qu’un facteur de croissance d‘origine parasitaire joue 
un rble capita! dan$ la régulation de la croissance des parasites in  r im) .  

MATERIEL ET XIETHODES. - Les proniastigotcs ( io5 et 5 .  io5 par millilitre, respec- 
tivenientt de Leislrrriurriri ihgtisi ( MHOM/BR179, LIOf 1 et de L. hrazilimsis 
(MHUMIBR:71;M 1671)) et 5 .  I O 5  epimastigotrs de Tr~p7ci~zosoni~? crici (souche Téhuante- 
pec) sont cultivk dans 3 ml de milieu monophasique LITR9 [8] neuf ou conditionné 
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Fig. 1. - Effets respectifs induits sur la croissance iii vitro des promastigotes de L. chagasi (A) ,  L. braziliensis 

( B )  et des épimastigotes de T. critzi (C), par des surnageants LITR9 d'une part non conditionnés (o---.) 
et d'autre part conditionnés respectivement par ces différents parasites en phase exponentielle (0 4) 
ou stationnaire (o---.) de leur croissance. Courbe de culture témoin (0-1. 

Fig. 1. - Effects on the in vitro growth rate of proniastigotes of L. chagasi (A),  L. braziliensis (B) and of 
T. cruzi epiniastigotes (C) by LITR9 supernatants either not conditioned (04) or conditioned by these 
various parasites in exponential ( 4) or stationary (o-) culture phase. Standard culture curve 

Fig. 2. - (A) Influence du pH des milieux de culture sur la multiplication des promastigotes de L. chagasi. 
Effets résultant de la substitution quotidienne par des surnageants LITR9 neufs préalablement ajustés B 
pH 7 ( 0 4 )  ou pH 5,5 (O ---O). En référence les activitb stimulatrice et inhibitrice de la croissance 
respectivement induites par les milieux de phase logarithmique ( 0 4 )  et stationnaire (o-) ou 
neufs (O  -). Courbe de culture témoin (0  +). Courbe de variation de pH au cours de la culture 
(A-- - -*). (B) Extension de l'effet bifonctionnel des milieux conditionnés par L. chagasi h d'autres Trypano- 
soinatidae. Les sumageants LITR9 conditionnés par des promastigotes de L. chagasi en phase exponentielle 
stimulent également la prolifération de L. braziliensis (O----.) et de T. cruzi ( 0 4 ) .  Ceux de phase 
stationnaire inhibent totalement leurs multiplications (O- - - -0 et .--o). Courbes témoins correspondantes 
(@--- -O et 0 4 ) .  

Effect of 
dai1.v replacement by LITR9 supernatants previously adjusted to pH 7 [ 0 4 )  or pH 5.5 (O-). For 
coinparison are shown the stiitiulatory or inhibitory effects on growth of logarithinic phase ( 4), 
stationary phase (o-) or new media (O-). Standard culture curve (0-9. Curve of pH 
variation during the culture (*- - - -*). (B) Exteiisioii of the bifunctional effect of L. chagasi conditioned 
media to other Trypanosomatidae. The WTR9 supernatants conditioned by L. chagasi proinastigotes in 
exponential growth phase also stimulate the proliferation of L. braziliensis (O----.) and T. cruzi 
(0 +). Stationary phase media completely inhibit their prolìJeratioii (0- - -  -0 and 
(O 4) j. Corresponding standard curves (O- - - -0 and 0 +) respectively. 

(0 ---.I. 

Fig. 2. - (A) Influence of the pH of culture inediuni oli multiplication of L. chagasi promastigotes. 

(milieu chimiquement défini, exempt de sérum de veau fœtal). Ces concentrations parasi- 
taires conduisent à des courbes de croissance très reproductibles avec les différentes 
phases de latence, exponentielle et stationnaire bien individualisées. 

Au cours des différentes expériences de culture in uitro, la concentration parasitaire est 
journalièrement déterminée par comptage en cellule de Thoma des parasites préalablement 
fixés à la glutaraldehyde (0,1% final). Des cultures de parasites ont été directement 
initiées dans les milieux LITR9, soit neufs ou préalablement Conditionnés. Chaque jour, 
après centrifugation à 800 x g pendant 10 mn, les surnageants sont récoltés et les orga- 
nismes resuspendus dans 3 ml du milieu qui a servi à initier la culture. Avant utilisation, 
les milieux conditionnés récoltés après centrifugation sont définitivement débarrassb de 
leurs parasites par filtration à travers une membrane millipore (0,22 p). Les courbes de 
culture témoins sont obtenues lorsque les parasites sont cultivés classiquement dans le 
milieu LITR9, centrifugés (800 xg, 10 mn) et resuspendus chaque jour sans opérer de 
changement de surnageant de culture. 

( J o u r  ) 
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Fig. 3. - Dose-dépendance et caractirisation physico-chimique de I'activite facteur de croissance fj. Effet 
hifonctionnel sur la croissance de L. chagasi des fractions ethanol-insolubles et thermostables préparees a 
partir de surnageants LITRY de phase esponentielle ( 4) et de phase stationnaire (o-). ActivitSs 
stimulatrices de la croissance de L. chunasi induites totalement ou partiellement par des milieux LITRY 
conditionnés respectivement dilués au 1/10 ( 0 4 )  et au l [ l O O  (R-k). Promastigotes cultivés dans 
du milieu reconstitu; avec la fraction ethanol-insoluble de surnageant LITRQ non cnnditionnt ( B A ) .  
Courbe de culture témoin ( 0 -1. Profils polypeptidiques des fractions ethanol-insolubles de phases 
exponentielle (profil 1) et stationnaire (profil 3)  et de milieu neuf (profil 2) aprts analyse en gel de polyacryl- 
amide-SDS. Fraction purifite de phase exponentielle aprk  traitement à la chaleur (profil 4). 

Fig. 3. - Dose-depencfmce anil pkycico-chzniic.al charac,rerization o f '  the "powth factor" acri1ft.v. Bifiincfional 
cffict on ,$71?Wrh o.f L. chagasi hy et/iaiiiil insoliihle and thermostable fractions of exponential phase LITR9 
superiitrtanrs ( @ 4 I and ef stt?fionury phase slipernatants (o-). Stirnttlutory activity on L. chagasi 
.growth o f  conditioned LITRB medium diliited li10 ( e 1 or l/lOU (A----,. Prornasti,wes grvwii in 
nieditim reconstituted with the ethanol-insokrhlr fraction of LITR9 supernatants (ncin-conditioneri) 
(B 4). P[il~~peptilft.prt?filc oj'ethaii~l-iiisoluhlt.,frciction ofexponential 
phase (prcLfÌle 1 1 aiid stationary phase (pri$le 3 )  supernatanis and i!fjrt.sh meditini (pryfile 2) analyzed h~ S D S -  
polvacryluinide gel elccrropliore.sis. Pttrijìtd fraction of exponenrial phase siipernurant qficr heat-treatnmt 
(profilc 4). 

Stmdard ctrltiirc citrre ( r) --@ 1. 

Des fractions enrichies de milieux LITR9 ont été preparées comme suit : des surna- 
geants conditionnés ou non par des promastigotes de L. chugasi de 4 jours (phase 
logarithmique) ou de 6 jours (phase stationnaire) sont collectés par centrifugation et 
filtration d travers des membranes millipore (0.29 ri). Ils sont ensuite précipites par 
addition de 3 volumes déthanol pendant 3 h a -20 C. Après centrifugation. les culots 
sont lavés d I'ethanol. séchés, puis resuspendus dans de l'eau distillée. Les solutions sont 
alors dialysées une nuit. centrifugées et enfin lyophilisées ou prialablement traitées a la 
chaleur ( 100 C, 30 mn) avant centrifugation et lyophilisation. 

Ces differentes fractions ont fait l'objet dune  analyse Clectrophorétique en gel de 
polyacrylamidc-SDS [9]. 

RÉSULTJIT~. - Comme le montre la figure 1A. la substitution quotidienne des milieux 
de culture par du milieu LITR9 neuf (e---.) inhibe partiellement la multiplication des 
promastigotes de L. ckagcui comparativement a la courbe de culture tkmoin ( 0 -1. 
Ce résultat suggère que la croissance des parasites irr ijifro nécessite impérativement des 
milieux de culture conditionnés. Le même type d'expérience utilisant cette fois des 
surnageants de culture conditionnés par des promastigotes de L. chugutsi en phase expo- 
nentielle de croissance (4  jourc) produisent un effet << facteur de croissance )) spectaculaire 
sur la multiplication de L. c h u p s i  ( @ 4 1. Les surnageants de culture de ces mimes 
promastigotes, mais cette fois en phase stationnaire de la croissance ( 6  jours) inhibent 
par contre totalement la multiplication des parasites (e+). 

Par ailleurs. cet effet hifonctionnel engendre par les surnageants de culture conditionnés 
peut s'étendre ,i d'nutrc Tr:lpnn~7s17i?itrritltrc : L. hmiliensis ( j ig .  IB). agent responsable 

! 
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de ia leishmaniose cutanéo-muqueuse et T. cruzi causant la maladie de Chagas (Jig. 1C). 

parasitaire au cours de la culture de L. chagasi, démontre clairement qu’elle se restreint 
à deux effets antagonistes : une activité stimulatrice de la croissance qui s’accentue durant 
sa phase exponentielle du 2e au 4” jour) et un effet inhibiteur puissant à partir du 5e jour 
de la culture (phase stationnaire). 

Comme le montre la figure 2A, le pH des milieux décroît graduellement de 7,s à 5,5 
au cours de la culture parasitairé, atteignant une valeur voisine de la neutralité durant la 
phase logarithmique de la croissance (*- - - -*). I1 était donc important d’évaluer l’in- 
fluence d’un tel paramètre, sachant qu’A pH neutre les activités métaboliques des promasti- 
gotes cultivés i17 vitro s’avèrent optimales [lo]. Des expériences de substitution par des 
milieux LITR9 non conditionnés et préalablement ajustés à pH 7 (04) et 5,5 
(O ---O) .respectivement ne modifient pas significativement le cours de la croissance 
des promastigotes de L. chagasi (Jig. 2A). En aucun cas, ces résultats permettent d’expli- 
quer l’effet bifonctionnel précédemment décrit. 

La figure 2B montre que l’activité biologique du ou des facteur (s) régulant la croissance 
des promastigotes de L. chagasi n’est pas spécifique d‘espèce et semble pouvoir se 
généraliser à d’autres Trypanosomatidae comme L. braziliensis (O- - - -0 et 0- - - -0) ou 
T. cruzi (0 et 0 4 ) .  

Afin de préciser les caractéristiques physico-chimiques d’une telle activité, plusieurs 
fractions enrichies ont été préparées à partir de surnageants LITR9 conditionnés et 
sélectionnées selon leur activité régulatrice de la croissance de L. chagasi. Reconstituées 
à leur concentration initiale dans du milieu neuf, des fractions purifiées, obtenues par 
précipitation à l’éthanol de milieux de phase exponentielle (0 +) et stationnaire 
(04) respectivement reproduisent après traitement à la chaleur (lOOOC, 30 mn) les 
mêmes effets antagonistes précédemment décrits (Jig. 3). I1 est important de souligner 
que cet effet bifonctionnel est dose-dépendant. En effet, après dilution (au 1/10) des 
milieux inhibiteurs, une stimulation de la croissance des promastigotes de L. cltagasi 
analogue à celle induite par des surnageants de culture de phase exponentielle est observée 
(Jig. 3, 0 4). Néanmoins, des concentrations plus faibles ne restaurent qu’une activité 
partielle (-A+). 

Ces résultats accréditent l’hypothèse d’une autorégulation de la croissance faisant 
intervenir un mécanisme de (( down regulation D par lequel les parasites contrôleraient 
leur multiplication. 

I1 apparaît donc que l’activité bifonctionnelle de ce facteur de croissance parasitaire est 
contenue dans une fraction non dialysable, éthanol-insoluble et thermostable. L‘analyse 
électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS, dans des conditions réductrices, des 
fractions éthanol-insolubles de phase exponentielle (Jig. 3, profil 1) et stationnaire 
(profil 3) révèlent des profils polypeptidiques analogues et relativement simples puisque 
deux bandes d‘un poids moléculaire apparent de 85 O00 et 70 O00 daltons sont détectées. 
Leur coloration à la fois par le réactif de Schiff, le bleu de Coomassie et le nitrate 
d’argent indique qu’il s’agit de glycoprotéines. Enfin, le profil peptidique révélé par ces 
mêmes fractions traitées cette fois à la chaleur (Jig. 3, profil 4) suggère que l’activité 
facteur de croissance semble restreinte à la glycoprotéine thermostable de masse molécu- 
laire 70 000, la deuxième étant thermolabile. 

DISCUSSION. - La présente étude montre, pour la première fois, que les promastigotes 
des leishmanies sécrètent dans leur milieu de culture un facteur capable de réguler leur 

4 Enfin, une étude plus détaillée de l’influence des milieux conditionnés sur la croissance 
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croissance et dont l’activité s‘étend i d’autres rr~~unosomaridae. Ce facteur qui stimule 
la croissance a faibles concentrations puis l’inhibe à fortes doses. joue ainsi un rôle 
essentiel dans le contrde de la multiplication parasitaire. Cette activité autorégulatrice 
semble restreinte h une glycoprotéine thermostable de 70 O00 daltons. Sa masse molécu- 
laire et son taux élevé de synthèse pourraient logiquement lui conférer des propriétés 
immunogéniques. La relevance de ce facteur dans la modulation de la prolifération des 
parasites chez l’insecte vecteur reste à déterminer. La mise en évidcnce d’un ou de 
récepteur (s) spécifique ( s )  a la surface des parasites permettrait de clarifier la nature du 
mécanisme conduisant au déclenchement du cycle mitotique. 

L‘utilisation de ce facteur, et même plus simplement des surnageants de culture 
préalablement conditionnés par les parasites, devrait grandement faciliter l’adaptation en 
culture in cirro de souches directement isolées chez l’homme, souvent fastidieuse. 

Enfin, de récentes études portant sur l’interaction des promastigotes de différentes 
espèces de leishmanies avec les macrophages, ont mis en évidence une correlation tres 
significative entre l‘äge des promastigotes en culture et leur infectivité ([2], [3]). I1 n’est 
donc pas interdit de penser que le facteur de croissance que nous venons de décrire 
puisse indirectement jouer un r6le important dans leur différenciation en un stade 
infect ant. 
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