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Les lipides de I'érythrocyte
impaludé. Applications
pharmacologiques

Le métabolisme lLipidique des
plasmodies est intense, com-
plexe et d’une importance
vitale pour le parasite. Expéri-
mentalement, les composés qui
interférent avec ce métabolisme
sont toxiques pour le parasite.
Il se pourrait donc que ce type
de produit se révélat d’une
grande importance dans la chi-
miothérapie antipaludique
future et constitudt de ce fait
l'une des réponses a la chimio-
résistance croissante du para-
site.
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e futur de la chimiothéra-
pie antipaludique est par-
ticuliérement alarmant au
vu des résistances croisées
des parasites a des médica-
ments qui ne sont par ailleurs pas
reliés structuralement. Une large
extension de cette polypharmacoré-
sistance est maintenant inévitable.
Seules des études détaillées sur la
biologie et la biochimie de ce para-
site permettront 1’élaboration de
nouvelles stratégies chimiothérapeu-
tiques. L’accumulation intra-éry-
throcytaire d'une quantité considéra-
ble de phospholipides nécessaire a la
biogenése des membranes de Plasmo-
dium constitue 'une des propriétés
les plus intrigantes du parasite. Les
recherches dans ce domaine permet-
tent d’entrevoir a terme une ap-
proche originale pour une nouvelle
chimiothérapie du paludisme.
En effet, la prolifération asexuée
intra-érythrocytaire du parasite
(phase associée aux symptomes clini-
ques de la maladie) s’accompagne
d’'une néosynthése d’'une quantité
considérable de membranes. Si les
membranes du parasite contiennent
peu ou pas de cholestérol, en
revanche, 'augmentation en phos-
pholipides de l'érythrocyte, apres
impaludation, atteint 500 % lorsque
le parasite est au stade mature. Ceci
opére au sein de I'érythrocyte mature
de mammifére, qui ne posséde gr'un
faible renouvellement de ses prnos-
pholipides et qui en aucun cas n’a la

capacité de biosynthése des phospho-
lipides ou des acides gras. Ce méta-
bolisme phospholipidique est donc
effectué par la seule machinerie enzy-
matique du parasite.

Biosynthése
des phospholipides
dans la cellule impaludée

Les phospholipides du parasite sont
synthétisés a partir d’'unités de base
essentielles puisées dans le plasma,
tétes polaires et acides gras, que le
parasite est bien incapable de synthé-
tiser. Dés nos premiéres études[1],
nous avons mis en évidence des voies
métaboliques auparavant infirmées
(phosphatidyléthanolamine-N-mé-
thylase) ou non détectées (phospha-
tidylsérine-décarboxylase) permet-
tant aujourd’hui de dresser un
schéma quasi complet de ce métabo-
lisme au sein de Plasmodium
(voir [2] pour revue).

Phosphatidylcholine (PC) et phos-
phatidyléthanolamine (PE) sont les
phospholipides majeurs du parasite,
représentant ensemble plus de 85 %
des phospholipides totaux. Le para-
site posséde deux moyens pour se
procurer le PE (biosynthése de novo
et décarboxylation de phosphatidyl-
sérine [PS]), tout comme pour syn-
thétiser 1a PC (voie de novo et méthy-
lation de PE) (figure 1). Un équilibre
entre les différentes voies métaboli-
ques aboutissant au méme phospho-
lipide est en partie effectif (phéno-
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Figure 1. Schéma simplifié du métabolisme phospholipidique dans la
cellule impaludée. Les unités de base puisées dans le plasma sont en grisé dans
le cadre en pointillé. DAG = diacylglycérols ; PC, PE, Pl, PS = phosphatidylcholine,
-éthanolamine, -inositol, -sérine ; PPl = polyphospho-inositides.

méne de compensation), et l'exis-
tence de pools différents pour un
méme phospholipide a I'intérieur du
parasite est tout a fait plausible.

La présence du cycle complet des
polyphospho-inositides au sein
méme de Plasmodium est mainte-
nant assurée. Ignorant l'activateur
naturel de ce cycle, nous avons
notamment montré une libération
d’inositol trisphosphate par un sub-
terfuge utilisant un ionophore du
calcium pour activer la phospholi-
pase C intracellulaire, spécifique du
phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phate. Une hydrolyse des phospho-
inositides semble opérer a 1’étape
d’exflagellation au cours de la for-
mation de I'ceuf[3]. Ces données
sont probablement d’'un grand inté-
rét pour la physiologie de ce parasite.

Approches
pharmacologiques

Ce travail, essentiellement fonda-
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mental au départ, s'est vite révélé
porteur d’'une application possible
pour une nouvelle chimiothérapie
du paludisme : le métabolisme phos-
pholipidique est nécessaire a la
maturation intracellulaire du para-
site et toute altération de ce métabo-
lisme conduit irrémédiablement a la
mort du parasite. Ainsi, des amino-
alcools proches de I'éthanolamine
stoppent la croissance de P. falcipa-
rum in vitro. Ces composés condui-
sent a la formation de phospholi-
pides nouveaux (faux métabolites),
ce qui altére en retour la biosynthése
des phospholipides naturels [4]. Des
molécules plus volumineuses, analo-
gues potentiels de la choline, blo-
quent le transporteur de choline de
I’érythrocyte infecté, ce qui interdit
toute synthése de PC et provoque la
mort du parasite. Les concentrations
inhibitrices 50 % sur la croissance du
parasite atteignent 5. 10 7 [5]. Ces
molécules n’induisent pas de faux
métabolites mais certaines possédent

un effet cholinergique. Plus de 70 de
ces composés ont été testés et I'effet
antipaludéen in vitro est parfaite-
ment corrélé a la capacité d’'inhiber
sélectivement la synthése des phos-
pholipides. Les tests d’activité sur des
isolats chloroquine sensibles ou
polypharmacorésistants de P. fal-
ciparum n'ont pas présenté de diffé-
rences. Enfin, des acides gras modi-
fiés stoppent la croissance in vitro de
Plasmodium, le pouvoir inhibiteur
étant corrélé a I'inhibition de I'acyl-
CoA synthétase, premiére enzyme
prenant en charge les acides gras
pour leur incorporation dans les
phospholipides [6].

Le métabolisme phospholipidique
se préte donc bien a des interférences
pharmacologiques. C’est un modéle
pharmacologique nouveau que nous
développons dans le cadre d’une
sélection de molécules ayant un
mode d’action original, espérant

ainsi retarder 'apparition de résis-

tances. La concrétisation a terme par
un médicament est cependant retar-
dée par une pauvreté remarquable
dans la pharmacologie des phospho-
lipides, y compris pour les lipides
pharmacologiquement actifs.

Structure fine de
la membrane plasmique
de l’érythrocyte impaludé

Au cours de son développement
intra-érythrocytaire, le parasite éta-
blit des structures de liaison avec
I’érythrocyte hoéte, produisant des
changements dans la membrane éry-
throcytaire afin d’assurer sa nutrition
et sa survie[2, 7].

Avec un laboratoire hollandais de
I'université d’Utrecht, nous avons
montré que la distribution asymétri-
que des phospholipides de la mem-
brane érythrocytaire n’était pas
modifiée, infirmant un réle direct de
PS dans la physiopathologie du
paludisme [8] (I'apparition du phos-
pholipide anionique, PS, dans le
feuillet externe des membranes plas-
miques est connue pour entrainer
une activation de la voie alterne du
complément et provoquer une inter-
action de la cellule avec I'endothé-
lium des capillaires et avec les macro-
phages).

En revanche, les vitesses de mobilité
transverse (flip) des phospholipides

au sein de cette membrane sont e—
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considérablement augmentées [9, 10].
Cela pourrait faire partie de modifi-
cations plus larges conduisant a un
passage des phospholipides du
plasma vers le parasite. Le dévelop-
pement du parasite parait également
associé a des changements dans les
espéces moléculaires de PC et PE au
sein de la membrane érythrocytaire,
sans cependant observer de modifica-
tion dans la répartition des classes de
phospholipides [2]. Cela témoigne
d’'une dynamique intense des phos-
pholipides dans la cellule impaludée
et apparait comme la premiére
preuve expérimentale de la capacité
du parasite a manipuler la composi-
tion lipidique de son héte. Ces modi-
fications peuvent expliquer les chan-
gements de fluidité ou de pression de
surface observés dans I'érythrocyte
apres infection et semblent d’ailleurs
la cause de la destruction sélective
des érythrocytes infectés (qui présen-
tent un degré de compression des
phospholipides différent de celui des
érythrocytes sains) par une phospho-
lipase A, modifiée par acylation [2].
Ainsi, les modifications de propriétés
de la membrane érythrocytaire aprés
infection peuvent étre a la base d’'une
reconnaissance sélective des érythro-
cytes infectés, par des enzymes, ou a
terme par des drogues[11].

De tels résultats contribuent a préci-
ser la physiologie de ce parasite
intracellulaire et la physiopathologie
du paludisme. Ce programme s’ins-
crit dans le cadre plus large de
recherches approfondies et récentes
sur la biochimie de Plasmodium afin
de découvrir de nouvelles pistes
aboutissant a une pharmacologie
dirigée [12], condition nécessaire au
contréle de la transmission du palu-
disme et de ses complications poten-
tiellement létales, et a I’évaluation de
nouveaux traitements contre
P. falciparum résistant... l
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Summary
Lipids and the malarial parasite

The dramatic resurgence of mala-
ria calls for original therapeutic
approaches. One consists of inter-
ferring with parasite-specific
metabolisms. This single-cell
eukaryote is bewilderingly versa-
tile in the synthesis of phospho-
lipids that accumulate in its
membranes, and seems to be as
intricate as many multicellular
organisms. This metabolism has
been identified as a potential tar-
get because of its intensity, speci-
ficity and vital importance. Com-
pounds that interfere with the
supply of plasmatic precursors
(polar heads or fatty acids) or with
their metabolism are lethal to the
parasite. Malaria infection is also
associated with modifications in
the lipid complement of the host
erythrocyte membrane, which
could explain changes in fluidity
and membrane properties. Basi-
cally, knowledge concerning
metabolisms specific to the para-
site can provide a wide range of
targets for research in rational
drug design programmes.
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Figure 1. « Pertes d’alléles » ou «perte de I'hétérozygotie» dues a des remaniements chromosomiques
somatiques. La comparaison des dges d'apparition de tumeurs de la rétine a caractere héréditaire et de tumeurs sporadiques
a permis & Knudson de proposer la « théorie des deux événements ». Dans les tumeurs héréditaires, une premiére mutation
d’origine germinale est présente dans toutes les cellules de l'individu. Il suffit qu’une deuxieme mutation, somatique cette
fois, se produise pour que la tumeur apparaisse. Dans les tumeurs sporadiques, il faudra que la deuxiéme mutation somatique
se produise dans une cellule dans laquelle une premiére mutation se sera déja produite. Représentation schématique des
différents mécanismes impliqués dans la perte de I'hétérozygotie, montrant la comparaison des génotypes constitutionnels
et tumoraux par la technique de Southern, pour les polymorphismes étudiés. t = alléle altéré,; + = alléle sauvage,; A et
B = séquences ADN détectant des polymorphismes (RFLP), choisies de telle sorte que I'individu soit hétérozygote. 1 et 2
= alléles des différents marqueurs. C = ADN constitutionnel provenant des lymphocytes du sujet. T = ADN tumoral. En
noir : sont représentés les chromosomes portant un allele normal. En rouge : sont représentés les chromosomes portant un
allele muté. Dans I'exemple choisi, I'allele muté est d'origine paternelle, dans les formes sporadiques et familiales. En fait,
dans les formes familiales, il pourrait aussi bien étre d'origine maternelle.

Figure 3. Identification et caracté-
risation des remaniements
constitutionnels (1° événement)
et acquis (2° événement) dans
trois cas de syndrome WAGR
p15.5 p155 (tumeur de Wilms, aniridie, ano-
m //- . .. - malies génito-urinaires, arriéra-
tion mentale) avec délétion

constitutionnelle en 11p13 et

1er événement 2éme éveénement

BAN perte d’alléles en 11p15.5 dans la
O j tumeur. Dans le premier cas (BAN), la
———— ———— : réalisation d'hybrides somatiques a
délétion permis de montrer que la perte d’al-
AZA léles, due a une délétion en 11p15.5,
O touchait le chromosome normal non
e —— C—— L — porteur de la délétion constitutionnelle
recombinaison mitotique en 11p13[21]. Dans le deuxiéme cas
- @2’?){ I'étude familiale a ’Tontré 1q,ue1lg
4 tion constitutionnelle en 11p
0 =" ainsi que la perte d‘alléles en 11p15.5,
# —— e eee—— | e due ici 3 une recombinaison mitotique,
ou touchait le méme chromosome, le chro-
=0 =} mosome d’origine maternelle. Dans le
# e e ———— _. troisiéme cas (ZER), en I'absence d'hy-
delétion brides somatiques et d’étude familiale,

il n‘a pas été possible d’identifier I'ori-
gine du chromosome ayant subi les
remaniements.
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