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Nouveaux aspects 
moléculaires et cellulaires 
du parasite Leish m a n ia 

La leishmaniose, due au parasite intracellulaire Leishmania, 
est endémique dans plusieurs pays et affecte plus de 12  mil­
lions de personnes. Son traitement est compliqué par l' émer­
gence de résistance aux médicaments disponibles. Le locus 
H est impliqué dans cette résistance. On y a mis en évidence 
le gène pgpA, qui code pour un transporteur de type ABC 
(ATP-biruling cassette) impliqué dans la résistance aux oxy­
anions ( arsenite et antimoine) , et le gène de résistance aux 
antifolates codant pour une déshydrogénase insensible aux 
antifolates qui remplace la cible de cette classe de molécules. 
L'invalidation de ces gènes impliqués dans la survie intracel­
lulaire de Leishmania devrait permettre de créer des para­
sites vivants atténués qui pourraient constituer les prémices 
d'un vaccin. Par ailleurs, la mise à jour des mécanismes par 
lesquels les Leishmania altèrent la transmission du signal de 
leurs cellules hôtes, leur permettant de survivre dans les 
macrophages et de contourner la réponse immune, devraient 
donner des pistes thérapeutiques nouvelles. 

L
a leishmaniose, due au para­
site protozoaire Leishmania, 
est endémique dans plusieurs 
pays et affecte plus de 1 2  mil­
l i ons  de personnes  avec 

400 000 nouveaux cas chaque année 
[ 1 ] .  Selon l 'espèce, ce parasite peut 
causer des infections cutanées qui 
cicatrisent seules (bouton d'Orient) 
mais aussi des infections viscérales 
(Kala-azar) qui, si elles ne sont pas 
traitées, sont fatales. Les cas de leish­
man iose sont  en recrudescence ,  
d'une part, en  raison des voyages e t  
de  l 'augmentation des interventions 
humanitaires ou militaires comme 
lors de l ' opération '' tempête du 

désert » [2] et ,  d'autre part, chez les 
patients atteints par le virus VIH [3] . 
Le médicament de premier choix 
contre les infections à Leishmania est 
dérivé de l 'antimoine [ 4] mais le trai­
tement des le ishmanioses, e t  des 
maladies parasitaires en général, est 
compliqué par l 'arsenal limité d'anti­
protozoaires et par l 'émergence de la 
résistance aux médicaments dispo­
nibles [5] . Le parasite Leishmania a 
un cycle de vie relativement simple : 
il est retrouvé sous forme de promas­
tigote flagellé chez l ' insecte vecteur, 
le ph lébotomone,  ou sous forme 
d 'amastigote aflagellé à l ' in térieur 
des macrophages de l 'hôte infecté 

m/s n• 8-9, vol. 13, août-septembre 97 



(fig;ure 1). Une connaissance appro-
fondie des mécanismes de résistance A 
aux médicaments et de la biologie du 
parasite est nécessaire pour dévelop­
per des stratégies visant à mieux le 
contrôler. 1 Mécanismes 

de résistance 
aux médicaments 

La compréhension des mécanismes 
de résistance aux médicaments est 
importante à trois niveaux : pour 
développer des outils de détection 
précoce de la résistance, pour suggé­
rer de nouvelles utilisations d'agents 
chimiothérapeutiques et pour trou­
ver de nouvelles cibles afin de déve­
lopper la recherche de nouveaux 
agents antiparasitaires. 
L 'amplification de régions spéci­
fiques du génome de Leishmania est 
un événement fréquent chez des 
mutants résistants aux médicaments 
[6] . Nous avons particulièrement étu­
dié, dans notre laboratoire, celle du 
locus H. En effet, ce locus est amplifié 
(fig;ure 2) tant chez des mutants résis­
tants aux oxyanions, en particulier à 
l ' an timoine, que chez les mutants 
résistants aux antifolates, une classe 
d'antimicrobiens largement utilisés 
contre les parasites. Le locus H est 
amplifié sous forme d'éléments extra­
chromosomiques linéaires ou circu­
laires [7] qui peuvent être facilement 
distingués des chromosomes de Leish­
mania (fig;ure 2B). 
Le domaine de la parasitologie a été 
récemment révolutionné par la mise 
au point de techniques de transfec­
tion qui utilisent l 'é lectroporation, 
permettant l ' i ntroduction d 'ADN 
exogène chez les parasites. Chez 
Leishmania l 'ADN transfecté peut, 
soit se maintenir sous forme épiso­
mique ,  so i t  s ' i n tégrer dans l e  
génome par recombinaison homo­
logue [5, 6] . Le maintien de l 'ADN 
sous forme d'épisomes en nombre de 
copies élevé permet de produire en 
excès des protéines potentiellement 
impliquées dans la résistance. Jusqu'à 
récemment, les travaux concernant 
la résistance chez les parasites étaient 
descriptifs, mais l ' avènement des 
techniques de transfection a permis 
d'étudier directement l 'apport d'un 
gène dans la résistance. 
Les gènes de résistance aux médica­
ments présents sur le locus H ont été 
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F igure 1 .  Leishmania donovani. A. forme promastigote flagellée {extracellu­
laire) seule ou en forme de rosette retrouvée chez le vecteur ou en culture. 
B. forme amastigote aflagellée {intracellulaire) retrouvée à l'intérieur de sa 
cellule hôte chez les mammifères {frottis par impression d'une coupe de foie 
murin infecté) ou en culture cellulaire. 

isolés par transfection. Le premier 
gène décrit sur ce locus est pgpA 
codant pour un transporteur de type 
ABC (ATP binding cassette) apparenté 
de façon lo intaine aux phospho­
glycoprotéines de type ABC [8] . Ces 
grosses protéines membranaires sont 
responsables du phénotype de résis­
tance multiple aux médicaments ren­
contré dans les cellules cancéreuses, 
quand elles sont produites en excès 
[9] . Le transporteur de type ABC le 
plus voisin de PgpA est la protéine 

MRP (multidrug resistance protein), une 
autre protéine impliquée dans cette 
résistance [ 10] . Les études de résis­
tance aux médicaments de Leishma­
nia transfectée par pgpA ont, en fait, 
montré une faible résistance aux oxy­
anions de type arsenite et antimoine 
mais pas de résistance aux médica­
ments anticancéreux habituellement 
associés au phénotype de résistance 
déterminée par MDR (multidrug resis­
tance) [ 1 1 , 1 2 ] .  Toutefois, dans ces 
expériences, le niveau de résistance 
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conféré par la transfection de pgpA 
dans Leishmania est beaucoup plus 
bas que celui rencontré chez les 
mutants sélectionnés pour leur résis­
tance aux oxyanions et dans lesquels 
on a montré que pgpA est amplifié : la 
résistance aux oxyanions serait donc 
multifactorielle [5 ] . L'amplification 
d'un locus non apparenté à pgpA [ 1 3] 
et un système d'expulsion du médica­
ment [ 14, 15]  ont été observés chez 
des Leishmania résistantes aux oxy­
anions. La co-transfection de pgpA et 
de ce nouveau locus a effectivement 
montré que ces produits agissent en 
synergie pour conférer une plus 
grande résistance aux oxyanions [5] .  
Le gène de résistance aux antifolates 
présent sur le locus H code pour une 
déshydrogénase à chaîne courte 
appelée LTDH / PTR l [ 1 6 ,  1 7 ] . 
L ' amplification d 'un gène codant 
pour une telle protéine représente 
un nouveau mécanisme de résistance 
aux antifolates. Des analyses géné­
tiques et biochimiques indiquent que 
la protéine LTDH/PTR1 est impli­
quée dans la réduction des ptérines 
et des folates [ 1 8, 19 ]  ; son activité de 
folate réductase explique que sa sur­
production confère la résistance aux 
antifolates en remplaçant l 'enzyme 
dihydrofolate réductase, la cible prin­
cipale des antifolates. 
Les bases moléculaires de la résis­
tance aux oxyanions induite in vitro 
commencent donc à être définies. 
Ces é tudes produiront  les outi ls  
nécessaires pour é tudier  s i  les  
souches de Leishmania isolées sur le 
terrain ne répondant pas au traite­
ment à base d 'an timoine ont  les 
mêmes mutations que les mutants du 
laboratoire. Quant à la caractérisa­
tion de la protéine LTDH/PTR1 ,  elle 
a permis d' identifier une nouvelle 
cible thérapeutique. Le développe­
ment d'inhibiteurs de cette enzyme, 
combinés en particulier à des inhibi­
teurs de la dihydrofolate réductase, 
pourrait s'avérer très efficace dans le 
traitement d'infections à Leishmania. 

1 Ciblage moléculaire 

L'introduction d'ADN par recombi­
naison homologue permet l 'inactiva­
tion de gènes impliqués dans la résis­
tance ou dans la survie intracellulaire. 
Leishmania étant  un organisme 
diploïde sans cycle sexuel connu, 
deux allèles d'un gène à simple copie 
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F igure 2. A. Exemple d'amplification de l'ADN chez Leishmania après une 
sélection au méthotrexate. Les ADN digérés de la souche de Leish mania 
ta rentolae Tari/ WT (position 1)  et  du mutant VlaMTX1000 résistant à 1 mM 
de méthotréxate (position 2) ont été séparés par migration sur gel d'agarose 
transféré sur support solide par transfert de type Southern et hybridé avec la 
sonde du gène ltdh .  Une très forte amplification du gène est observée dans 
la souche résistante au méthotrexate. B. Séparation des chromosomes de L. 
tarentolae sur un gel en champs pulsés. En position 1 le marqueur des chro­
mosomes de la levure Saccha romyces cerevisiae, en position 2 une souche 
sauvage Tar Il WT et en position 3 un mutant sélectionné pour la résistance 
au méthotrexate qui contient un amplicon linéaire indiqué par la flèche. 

doivent être inactivés successivement 
en utilisant deux marqueurs de sélec­
tion différents. Le ciblage molécu­
laire a été utile pour déterminer les 
fonctions p hysiologiques des pro­
téines PgpA et  LTDH/PTRl .  Une 
souche dans  laquel le  le gène 
ltdh/ptrl est inactivé est hypersensible 
aux antifolates, phénotype attendu 
étant donné l 'activité folate réduc­
tase de l 'enzyme, mais elle perd éga­
lement sa capacité de récupérer les 
ptérines oxydées du milieu [ 18, 1 9] ; 

par un mécanisme qui reste à déter­
miner, Leishmania a la capacité de 
convertir les ptérines en folates. Une 
souch e  n ' exprimant pas pgpA est 
hypersensible aux oxyanions, à l 'aci­
dité du milieu, à l 'eau oxygénée et sa 
survie intracellulaire est diminuée 
( manuscrit soumis) . Ces résul tats 
sont en accord avec une hypothèse 
que n ous avions proposé,  il y a 
quelques années [20] selon laquelle 
la protéine PgpA serait impliquée 
dans une réponse générale au stress. 
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La modification du génome par inac­
tivation de gènes permettrait de 
créer des souches de Leishmania atté­
nuées qui pourraient être utilisées 
comme vaccins vivants. Les vaccins 
les plus efficaces contre les infections 
virales sont fabriqués à partir de 
souches de virus vivants atténués et 
nous croyons que cette approche 
mérite d'être étudiée pour le déve­
loppement de vaccins contre la leish­
maniose. En effet, plusieurs observa­
tions suggèrent que la vaccination 
contre la leishmaniose serait pos­
sible, car une résistance à la réinfec­
tion a été observée chez des patients 
atteints de leishmaniose cutanée,  
traités et guéris [2 1 ] .  En outre, une 
immunité a été développée après le 
traitement de patients souffrant de 
Kala-azar [22] . Plusieurs essais de 
préparation de vaccins ont été tentés, 
soit à partir de promastigotes tués ou 
chimiquement atténués, soit à partir 
de dérivés d ' u n e  des proté ines  
majeures de surface de Leishmania, 
mais aucun n'a entraîné une immu­
nité suffisante. Les gènes impliqués 
dans la survie intracellulaire du para­
site sont des cibles de choix pour ten­
ter de produire des vaccins vivants. 
Dans ce but, nous essayons actuelle­
ment de créer des mutants de Leish­
mania pathogènes virulents dans les­
quels le gène pgpA sera inactivé. On 
mesurera la survie intracellulaire du 
parasite recombinant, in vitro à l ' inté­
rieur de macrophages, et in vivo chez 
la souris .  L ' absence  d ' infec t ion 
pourra indiquer que les souches sont 
suffisamment atténuées et une pro­
tection contre la réinfection sign i­
fiera que les souches atténuées ont 
produit une immunité cellulaire suf­
fisante. 
Une autre approche de la produc­
tion de vaccins vivants serait d'intro­
duire de l ' information génétique 
exogène chez Leishmania afin de 
favoriser son élimination. On peut 
introduire deux types de séquences : 
soit des marqueurs de sélection néga­
tive dominante, soit des gènes codant 
pour des cytokines. Le gène de la thy­
midine kinase du virus de l 'herpès 
simplex u·ansfecté dans des promasti­
gotes, confère au parasite une hyper­
sensibilité au ganciclovir [ 23] par 
rapport au type sauvage. ous avons 
récemment montré que ce marqueur 
négatif est exprimé au stade amasti­
gote du parasite et l ' infection, chez la 
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souris, causée par L. major exprimant 
un gène de thymidine kinase virale 
peut être contrôlée par le ganciclovir 
(manuscrit soumis) . 
Pour que la réponse immunitaire de 
type ce l lu la i re so i t  efficace ,  les  
macrophages infectés doivent être en 
mesure d'activer des lymphocytes T 
de façon spécifique. Ces lymphocytes 
T sécrètent  alors diverses lympho­
kines qui joueront un rôle dans l 'acti­
vation des macrophages et dans 
l ' induction de leurs fonctions cyto­
cides. L'importance des lymphokines 
dans le contrôle de l ' infection par 
Leishmania a été montrée de façon 
u·ès claire. Les cytokines associées à 
la réponse de type Th1 (INF-y, IL-2, 
IL-12)  contribuent à l 'élimination du 
parasite tandis que les cytokines de 
type Th2 (IL-4, IL-5 et IL- 10) exacer­
bent l ' infection [25] . Cela explique 
les succès thérapeutiques obtenus 
par l 'utilisation combinée de l 'anti­
moine pentavalent et de I ' INF-y [26] 
dans des cas de leishmaniose difficile 
à traiter. Récemment, la transfection 
de Leishmania avec le gène codant 
pour l ' INF-y a montré que cette cyto­
kine était correctement sécrétée et 
rendait des souris déficientes en cel­
lules T (nude mice) plus résistantes à 
l ' infection [27] . Ces résultats suggè­
rent qu'en produisant en excès diffé­
rents gènes de cytokines, Leishmania 
pourrait contribuer à sa propre élimi­
nation. 1 Survie intracellulaire 

et transmission du signal 

La survie intracellulaire de Leishrna­
nia est due à sa capacité de court-cir­
cuiter les fonctions de sa cellule hôte, 
la rendant inapte à utiliser ses fonc­
tions naturelles de défense.  Une 

. meilleure compréhension de la sur­
vie intracellulaire pourrait éventuel­
lement nous permettre de la modu­
ler  pour c o n trô ler  l ' i n fec tion . 
L' induction de la plupart des fonc­
tions cellulaires, en réponse à une sti­
mulation extracellulaire, implique la 
participation de messagers biochi­
miques permettant la transmission 
du signal, de la surface de la cellule 
jusqu'à son noyau ou vers d'autres 
protéines de choix nécessaires à 
l 'activation cellulaire désirée. 
Par exemple, une cascade biochi­
mique est déclenchée en réponse à 
l ' interaction du peptide chimiotac-

tique f-Met-Leu-Phe (fMLP) avec son 
récepteur s i tué à la surface des 
macrop hages : c e tte i n teract ion 
induisant l'activation de protéines G 
sensibles à la toxine de B. pertussis 
[28-3 1 ]  active la phospholipase C qui 
hydrolyse le phosphatidyl-inositol-4,5-
bisphosphate (PtdinsP2) en inositol 
1 ,4,5-trisphosphate (IP3) et en diacyl­
glycérol (figure 3). Le second messa­
ger IP3 interagit avec des organites 
intracellulaires qui lui sont sensibles, 
en traînant  la l ibé ration de Ca2+ 
retenu  dans ces compartiments . 
D'autre part, le diacylglycérol active 
la protéine kinase C cytosol ique 
(PKC) avec la participation de lipides 
et du Ca2+ (pour les isoformes a, � et 
y de la PKC ) .  La PKC activée est 
transportée vers la membrane où elle 
phosphoryle des protéines sur leurs 
résidus sérine et/ ou thréonine, phé­
nomène biochimique essentiel à la 
réponse fonctionnelle de la cellule 
après la stimulation extracellulaire 
[32] . Outre cette voie de transmis­
sion du signal dépendante de la PKC, 
plusieurs études ont aussi montré le 
rôle primordial joué par le Ca2+ 
comme second messager lors de 
l 'activation des cellules phagocytaires 
[33-39] .  Par exemple, il a été bien 
montré que l 'activité tumoricide des 
macrophages péritonéaux murins 
induite après stimulation par le lipo­
polysaccharide (LPS) et l ' interféron 
( IFN-y), peut être inhibée par des 
an tagonistes de la  ca lmodul ine­
kinase (W7, calmidazolium et chloro­
promazine) , ainsi que par des inhibi­
teurs de canaux calciques [38] . I l  
semblerait aussi que la modulation 
de l ' expression des molécules du 
complexe majeur d 'histocompatibi­
lité de classe II à la surface de la 
lignée de cellules promyélocytaires 
humaines HL-60 , dépende du cal­
c ium [ 39 ] . Il a été rapporté , en 
outre, que le  traitement des cellules 
par l 'EGTA, un chélateur du Ca2+, ou 
par des inhibiteurs des voies de trans­
mission du signal dépendantes du 
calcium et de la calmoduline dimi­
nue l 'expression des molécules du 
complexe majeur d'histocompatibi­
lité de classe II en réponse à l ' INF-y 
[32] . En utilisant le chélateur de Ca2+ 
BAPTA, nous avons pu montrer dans 
les monocytes humains, que l ' inhibi­
tion d'une élévation transitoire du 
Ca2+, en réponse au peptide chimio-
tactique fMLP, se traduit par une ---• 

937 



938 

fMLP 

Récepteur 

? Flux entrant de Ca2+ Protéine G PLC 

ATP Î [Ca2+Ji __,. PP-28 (calcineurine) 

Ca2+ ----+ Kinases et phosphatases 
dépendantes du Ca2+ 

----+ Phosphorylation des 
protéines cellulaires 

Flux sortant de Ca2+ 

! 
Organite de stockage intracellulaire de Ca2+ Activation de fonctions cellulaires 

F i g u re 3. Altérations de certains mécanismes de transmission du signal du macrophage infecté par leishmania 
donovani.  La cascade biochimique déclenchée par l'interaction du peptide chimiotactique fMLP (f-met-Jeu-phe) avec 
son récepteur comporte l'activation de protéines G, et de la phospholipase C (PLC) ; cette dernière hydrolyse le phos­
phatidyl inositol (4,5)-bisphosphate (PtdlnsP

2
) en inositol ( 1, 4,5}-trisphosphate (IP3) et diacylglycérol (DA G) ; Je second 

messager IP3 induit la libération de Ca2+ des organites cellulaires et Je DA G et Je Ca2+ activent la protéine kinase C 
(PKC) qui est transportée à la membrane (PKC*) où elle va activer une voie de transmission du signal. Les voies bio­
chimiques altérées sont indiquées en rouge; elles utilisent les seconds messagers PtdlnsP

2
, IP3, PKC et le Ca2+. PMA, 

phorbo/ 12-myristate 13-acétate ; [Ca2+]i, concentration de calcium intracellulaire. 

inhibition de la production de radi­
caux de l 'oxygène, totale et dépen­
dante de la dose [33] . 
Lors d ' é tudes précédentes nous 
avions montré que les voies de trans­
mission du signal biochimique utili­
sant le Ca2+ et/ou la PKC comme 
seconds messagers é ta ient  défec­
tueuses dans les monocytes humains 
infectés par Leishmania donovani [33, 
34] . En fait, nous avions observé que 
l 'activité spécifique de la PKC ainsi 
que son transport du cytoplasme à la 
membrane en réponse à l 'ester de 
phorbol PMA étaient significative­
ment réduites. Ce défaut de mobilisa­
tion se traduisait par une diminution 
du niveau de phosphorylation des 
protéines des macrophages analysées 
par  m igrat ion sur  gel en  deux 
dimensions [34] . Finalement, cette 
altération de la transmission du 

signal via la  voie utilisant la PKC se 
traduisait par une incapacité fonc­
tionnelle de la cellule infectée de 
produire des radicaux actifs de l 'oxy­
gène  ( supero xyde e t  peroxyde 
d'hydrogène) qui sont des moyens 
de défense de première ligne contre 
les micro-organismes. Cette défi­
cience n 'était pas liée à une diminu­
tion du nombre de récepteurs des 
esters de phorbols (PMA, PDBu) 
actifs sur la kinase, ni à une dégrada­
tion possible de la PKC. Par ailleurs, 
nous avons clairement montré que 
l ' inefficacité du système de transmis­
sion du signal empruntant la PKC 
était directement liée à une réduc­
tion de la sensibilité de la kinase vis-à­
vis de son activateur naturel, le dia­
cylglycérol [34] . 
Une autre étude de l 'homéostasie du 
calcium intracellulaire ( [Ca2+]J dans 

les monocytes humains infectés par 
L. donovani [ 33 ] ,  nous a permis de 
corroborer les observations initiales 
rapportées par Eilam et al. [ 40] de 
l 'augmentation du niveau basal de la 
[Ca2+l dans les cellules infectées par 
Leishmania. Cette élévation est due à 
l 'augmentation de la perméabilité au 
Ca2+ de la membrane des macro­
phages infectés [33 ] . Nous avons 
aussi montré que, dans ces cellules, la 
voie de transmission du signal dépen­
dante du calcium en réponse au pep­
tide chimiotactique fMLP est défec­
tueuse, i nhibant la  formation de 
radicaux de l 'oxygène. Des altéra­
tions du métabolisme des inositol­
l ipides et des inositol-phosphates 
observées dans les monocytes infectés 
par Leishmania peuvent être, en par­
tie, responsables de cette déficience. 
I l  est possible que la phosphatase 
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acide produite par Leishmania puisse 
déphosphoryler I 'IP3, comme cela a 
été montré dans un système in vitro 
[ 41 ] ,  venant donc expliquer, en par­
tie, l 'activité réduite d'IP3 en réponse 
à la stimulation par le fMLP que nous 
avions observée dans les cel lu les 
infectées. Il faut noter, cependant, 
qu'aucune étude n'a jusqu'ici mon­
tré que la phosphatase acide de Leish­
mania pouvait se libérer de la vacuole 
phagolysosomale et atteindre l 'envi­
ronnement cytoplasmique de la cel­
lule. Mais, i l  est possible, également, 
que le niveau basal élevé de la [Ca2•l 
dans les phagocytes infectés par L. 
donovani puisse activer une phospha­
tase déphosphorylant et dégradant 
les IP3, comme cela a été rapporté 
par d'autres équipes [ 42] . En outre, 
une telle élévation du calcium intra­
cellulaire pourrait aussi activer la 
Ser/Thr phosphatase dépendante du 
calcium comme cela a été montré 
pour la calcineurine (phosphatase 
PP-2B) [ 43] . En fait ,  nous avons 
récemment  obtenu  des résultats 
( non publiés) suggérant que l 'acti­
vité de la calcineurine serait effective­
ment augmentée dans les cellules 
infectées par L. donovani. Alors que 
l 'activité des Ser /Thr phosphatases 
PP-1 et PP-2A ne montre aucune 
variation significative, l 'activité de la 
PP-2B ou calcineurine est presque 
doublée. Cette augmentation d'acti­
vité semble liée à la plus grande syn­
thèse de cette phosphatase dans les 
ce l lu les i n fectées ( résultats n o n  
publiés) ; elle pourrait donc être res­
ponsable de la déphosphorylation, 
non seulement de divers seconds 
messagers (PtdlnsP2, IP3 ou PKC) , 
mais aussi de l 'ensemble des autres 
protéines de la cel lule ,  frappant 
celle-ci d'une forme de paralysie phy­
siologique qui vient anéantir toute 
chance de se défendre contre l 'enva­
hisseur. Des expériences sont encore 
nécessaires pour mieux comprendre 
1 ' importance de ces observations. 
D ' autres phosphatases d ' o rigine 
endogène dirigées contre les phos­
photyrosines pourraient être induites 
lors de l ' infection. Des phosphatases 
pourraient également provenir du 
parasite lui-même (origine exogène) , 
comme cela a été rapporté dans le 
cas de la bactérie Yersinia qui possède 
une tyrosine phosphatase (YopH) 
induite par les concentrations de 
Ca2• retrouvées dans la cellule infec-
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tée, et qui déphosphoryle des résidus 
tyrosine des protéines de la cellule 
hôte [ 44-46] .  
Il est donc clair que le déséquilibre 
de l 'homéostasie du Ca2• de la cel­
lule après l ' infection peut être res­
ponsable en grande partie de l ' inhi­
b i t ion  gé n é ra le  de p lus ieurs  
fonc tions  dans  les macrophages 
infectés. Nous avons montré que le 
traitement des macrophages par la 
toxine de B. pertussis ne prévient en 
aucun cas l 'élévation du niveau basal 
de la [Ca2•] ; induite par L. donovani, 
ce qui suggère que le signal ne serait 
pas transmis via une protéine G sen­
sible à la toxine de B. pertussis [33] . 
L 'ouverture des canaux calciques 
induite par l ' interaction d 'un ago­
niste avec son récepteur spécifique 
est bien démontrée [ 28] , mais ce 
mécanisme ne peut vraisemblable­
ment pas expliquer les anomalies 
liées au calcium observées dans les 
cellules infectées par L. donovani. 
Les principales molécules de surface 
retrouvées dans les promastigotes de 
Leishmania sont la GP63 (glycopro­
téine de 60-65 kDa, protéase de sur­
face) et le lipophosphoglycane. En 
l ' absence d 'opsonines du sérum , 
l 'attachement à la cellule hôte se fait 
par les molécules de GP63 et de lipo­
phosphoglycane interagissant princi­
palement avec les récepteurs CR3 et 
P l 50,95 des macrophages [ 4 7] . En 
présence de sérum non immun, les 
promastigotes métacycliques sem­
blent pouvoir activer la voie classique 
du complément et accumuler le C3b 
[ 47] . Dans ce cas, l 'attachement se 
ferait de façon prédominante avec le 
CRI qui servirait de récepteur des 
macrophages pour le C3b. En outre, 
dans le cas de L. donovani, l 'attache­
ment peut aussi se faire via les récep­
teurs du mannose-fucose. On a mon­
tré que le blocage spécifique de ces 
récepteurs abolit la phagocytose du 
parasite par le macrophage [ 48] . La 
liaison initiale des molécules de sur­
face du parasite à celles du macro­
phage est donc un événement essen­
tiel dans l ' invasion de la cellule hôte. 
Des études ont rapporté que la molé­
cule de l ipophosphoglycane, ainsi 
que d'autres molécules du parasite, 
peuvent altérer les mécanismes de 
transmiss ion du s ignal  dans le s  
macrophages [ 49] .  Comme l ' interac­
tion entre les molécules de surface 
du parasite et les récepteurs de la 

cellule hôte semble être primordiale 
pour la phagocytose, nous avons for­
mulé l ' hypothèse que les phéno­
mènes biochimiques conduisant au 
déséquilibre du calcium se produi­
sent après le couplage initial entre le 
parasite et la cellule hôte. Il a été 
montré dans le passé que la molé­
cule de lipophosphoglycane de L. 
major pouvait moduler l ' influx de 
Ca2• dans les macrophages ayant  
ingéré des globules rouges recou­
verts de lipophosphoglycane [ 40] et, 
comme pour l ' infection par le para­
site entier, provoquer une élévation 
permanente de la [Ca2•] ; [33] . En 
collaboration avec Salvatore Turco 
(université du Kentucky, USA) nous 
tentons d 'élucider ce phénomène. 
Nos résultats ont clairement montré 
que la molécule de lipophosphogly­
cane, ainsi que la partie phosphogly­
cane et le domaine de fixation du 
lipophosphoglycane au parasite (core­
PI) peuvent induire une élévation 
progressive du niveau de la [Ca2• ] ;  
dans les  m a c rophages s t imulés .  
L ' inhibition de  la  phagocytose du 
parasite par le macrophage à l 'aide 
de la cytochalasine B n 'affecte pas 
l ' influx initial causé par le premier 
contact parasite/ cellule hôte, mais 
l ' ingestion totale de l 'agent patho­
gène est un prérequis pour que l 'élé­
vation de la [Ca2+l dans le macro­
phage soit soutenue. En outre , ce 
phénomène ne semble pas impli­
quer des canaux calciques réglés par 
le potentiel ; néanmoins, 1 'ouverture 
des canaux calciques mis en cause 
semble être plutôt réglée par les 
mouvements de calcium s 'opérant 
au n iveau des l ieux de stockage 
intracellulaires de la cellule hôte. Il 
est donc clair que la régulation du 
ca l c ium lo rs de l ' i nfec t ion  des 
macrophages par le parasite Leishma­
nia est un phénomène très impor­
tant dans l ' installation de l ' agen t  
pathogène dans sa cellule hôte. Les 
mécanismes impliqués dans l ' induc­
tion de ces différentes modulations 
des mouvements du calcium, ainsi 
que dans l 'altération du niveau basal 
de la [Ca2•l restent largement incon­
nus. Une analyse plus approfondie 
de ces phénomènes est requise pour 
mieux comprendre leurs implica­
t ions dans le développement  de  
l ' é tat immunosuppressif re trouvé 
dans les cellules i nfectées par des 
agents pathogènes. 
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1 Conclusions 

Le traitement des leishmanioses est 
compliqué par le petit nombre de 
médicaments disponibles  e t  par 
l 'émergence de la résistance à ces 
médicaments. Les études en cours 
pour élucider ces mécanismes de 
résistance contribueront à contourner 
ce problème ou à trouver de nou­
velles cibles thérapeu tiques.  Les 
études de biologie cellulaire concer­
nant  la  transmiss ion du signal 
devraient permettre de moduler la 
réponse de l 'hôte ; la production de 
parasites atténués par ciblage molécu­
laire pourrait s'avérer une approche 
prometteuse pour la prévention . 
Enfin, la cartographie des génomes 
de plusieurs parasites, dont Leishma­
nia, est en cours. Les résultats contri­
bueront sans doute à débusquer des 
gènes potentiellement impliqués dans 
la résistance, à trouver de nouvelles 
cibles thérapeutiques, ou encore à 
identifier des locus impliqués dans la 
survie intracellulaire et la pathogénie 
de Leishmania. L'ensemble de ces 
recherches, apportant une meilleure 
compréhension du parasite et de ses 
interactions avec son hôte, devrait, à 
l 'aube du troisième millénaire, nous 
permettre de mieux le contrôler • 
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