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Modulation de I’activité
biologique des protéines de
surface chez les protozoaires
hémoparasites

Les protozoaires hémoparasites (leishmanies, plasmodiums, try-
panosomes) ont a faire face, au cours de leur cycle infectieux,
a des milieux extrémement différents (du tube digestif des
insectes au sang et aux cellules des malades infectés) et a des
agressions diverses, notamment protéasiques et immunologi-
ques. Ces organismes se protégent contre ces modifications de
leur environnement par des protéines de surface liées a la
membrane plasmique par des ponts glycosyl-phosphatidylino-
sitol. Ces ponts peuvent étre hydrolysés par des phospholipases
spécifiques, qui libérent par conséquent les protéines de surface
sous une forme soluble, parfois catalytiquement activées, et des
petites molécules, diacylglycérol et phospho-inositol glycanes.
Ces derniéres peuvent se comporter comme des seconds messa-
gers, inter- ou intracellulaires, et intervenir dans le contrdle de
I’état de différenciation du parasite et les relations avec ’héte.

e terme protozoaire hémo-
parasite est tombé en
désuétude du fait de la dif-
ficulté d’associer des

appartenance a des groupes taxono-
miques éloignés, partagent un cer-
tain nombre de caractéristiques
importantes. Ainsi, leur transmis-

groupes taxonomiques
précis a I’habitat tissulaire particu-
lier de ces protozoaires. On peut tou-
tefois retenir cette dénomination, a
des fins opérationnelles, pour définir
les protozoaires parasites des cellules
et liquides interstitiels du systéme
hématopoiétique.
Ces parasites sont responsables d'un
nombre important de maladies
graves: humaines et animales,
comme les leishmanioses, les trypa-
nosomiases et les paludismes ; pure-
ment animales, comme les babésioses
et les theilérioses. Si on se limite a ces
maladies de mammiféres, les para-
sites correspondants, malgré leur

sion d’'un héte infecté (homme ou
animal) a l'autre se fait par l'inter-
médiaire d’'un arthropode hémato-
phage. Par ailleurs, chez les deux
hoétes (vertébré et arthropode), ces
organismes présentent des cycles
complexes et successifs de multipli-
cation et différenciation cellulaires.
Chaque cycle aboutit a la production
de formes infectantes, spécifiques des
tissus et cellules qu’elles infectent : ce
sont, par exemple, les macrophages
pour les leishmanies, les hépatocytes
et les érythrocytes pour Plasmodium,
les érythrocytes pour Babesta, les éry-
throcytes et les lymphocytes pour
Theileria.
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Au cours de leur vie, ces protozoaires
hémoparasites sont soumis a de brus-
ques et profonds changements d’en-
vironnement. Par exemple, le trypa-
nosome africain, responsable de la
maladie du sommeil, qui vit, se
nourrit et se multiplie dans le sang
du mammifére ou il résiste a 'atta-
que des effecteurs humoraux et cel-
lulaires du systéme immunitaire de
I’h6te, se trouve en quelques
secondes au contact des sucs digestifs
de I'insecte lors du repas sanguin de
I'insecte vecteur. Ce changement des
caractéristiques chimiques de son
environnement est accompagné
d’une baisse de la température
ambiante. Un autre exemple est celui
du sporozoite de Plasmodium,
plongé dans le liquide salivaire du
moustique vecteur et injecté dans la
circulation sanguine de I’h6te mam-
mifére : il suit alors un long trajet
avant d’atteindre I’hépatocyte, au
cours duquel il doit résister a 'action
lytique du complément. Par ailleurs,
ce sporozoite est internalisé dans
I'hépatocyte par un mécanisme d’en-
docytose, probablement par l'inter-
médiaire d'un récepteur spécifique,
et se retrouve donc dans un nouvel
environnement (température diffé-
rente, éventuellement pH différent et
présence d’enzymes lytiques) auquel
il doit s’adapter. Ces exemples mon-
trent la diversité des changements
auxquels sont soumis les hémopara-
sites : variations brusques de tempé-
rature, de sources nutritives, d’'osmo-
larité, d’oxygénation, présence
d’enzymes lytiques, d’effecteurs de
I'immunité, des flores bactérienne et
fungique associées aux organismes
hétes, etc.

Ces protozoaires ont de fait déve-
loppé des mécanismes de résistance
aux différentes attaques dont ils sont
I'objet ainsi que des systémes de
régulation leur permettant d’expri-
mer, a chaque moment, des proprié-
tés cellulaires nouvelles adaptées aux
variations de leur environnement.
Les protozoaires hémoparasites sont
des cellules eucaryotes dépourvues de
formes de résistance (kystes, spores)
et, de ce fait, leur membrane repré-
sente la plaque tournante des chan-
gements adaptatifs nécessaires a leur
survie dans un environnement hos-
tile.

Ainsi, l'intérét porté a I'étude des
membranes des protozoaires hémo-
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parasites semble pleinement justifié,
d’autant plus que des recherches
conduites ces dix derniéres années
ont montré que les macromolécules
exprimées a la surface de plusieurs de
ces parasites sont des cibles préféren-
tielles de la réponse immune protec-
trice de 1’h6te mammifére. Ces
recherches ont également montré
que ces macromolécules sont généra-
lement spécifiques de stade, c’est-a-
dire qu’elles sont exprimées a des
étapes précises du cycle parasitaire.
Dans le but d’introduire une
approche plus rationnelle dans la
recherche de vaccins antiparasitaires,
les recherches récentes essaient
d’identifier des activités biologiques
liées a des macromolécules de surface
définies comme potentiellement vac-
cinantes : on espére ainsi, en choisis-
sant pour cibles des fonctions essen-
tielles aux parasites, éviter des
phénoménes d’échappement a I'im-
munité induite, par sélection de
parasites n’exprimant plus l’anti-
géne vaccinant ou exprimant un
antigéne modifié par sélection de
parasites variants ou mutants. Des
fonctions spécifiques ont été propo-
sées pour certaines protéines de sur-
face de protozoaires hémoparasites :
perméases, protéases, résistance au
complément, participation a la
pénétration des cellules cibles, etc.
Dans cet article, nous analysons un
aspect de ce probléme, a savoir le role
adaptatif et fonctionnel que peut
jouer l'ancrage de protéines de sur-
face par un domaine glycosyl-phos-
phatidylinositol. Ce type d’ancrage
semble en effet particuliérement uti-
lisé par les protéines de surface des
protozoaires hémoparasites.

Le pont glycosyl-
phosphatidylinositol

L’étude de I’ancrage membranaire de
la glycoprotéine variante de la sur-
face des trypanosomes africains
(appelée VSG pour wariant surface
glycoprotein) a révélé 1’existence
d’'un nouveau domaine, de type lipi-
dique, pouvant assurer I'insertion de
protéines a la surface des cellules [1].
Ce domaine est la partie 1,2-diacyl-
glycérol d’'une molécule de phospha-
tidylinositol liée par une liaison
covalente a I’extrémité carboxytermi-
nale de la protéine[2]). Plus précisé-
ment (figure 1, p. 738), une éthanolamine

est lide par une liaison amide au
groupement a-COOH de I’acide
aminé terminal et, via un pont phos-
phodiester, a la position 6 d'un man-
nose, résidu terminal d’une structure
glycosidique ou glycane. Le glycane
se termine par une glucosamine, non
acétylée, liée a I'inositol d’'une molé-
cule de phosphatidylinositol.

De nombreuses protéines de surface
de cellules eucaryotes se sont avérées
partager ce mode d’ancrage par un
domaine glycosyl-phosphatidylino-
sitol (GPI) avec le VSG de Trypano-
soma brucei. Ce type d’ancrage est
particuliérement représenté chez les
protozoaires. Ce domaine GPI peut
étre attaqué par différentes phospho-
lipases (figure 1, p.738) et, en parti-
culier, par des phospholipases C
« phosphatidylinositol-spécifiques »
(PI-PLC) d’origine bactérienne [3].
Celles-ci provoquent le relargage des
glycoprotéines de la surface des cel-
lules. La protéine ainsi solubilisée
présente deux caractéristiques qui la
différencient de la forme membra-
naire: elle a perdu son caractére
amphiphile et elle expose un nouvel
épitope appelé CRD (cross reacting
determinant), a la conformation
duquel participent I’éthanolamine,
le glycane et l'inositol-phosphate
formé lors de la coupure par la PI-
PLC[4]). Cet épitope CRD a été
détecté dans toutes les protéines
décrites jusqu’a présent, ancrées par
un domaine GPI, aprés coupure de
ce domaine par une PI-PLC.

La possibilit¢ de détacher des pro-
téines de la surface des cellules par
I'action d’'une PI-PLC, sans toucher
a l'intégralité de la membrane, mon-
tre l'intérét que peut présenter ce
type d’ancrage membranaire dans la
régulation de l'exposition de pro-
téines a la surface des cellules, lors-
qu'il est associé a la présence d'une
PI-PLC. De fait, des activités phos-
pholipase C capables de dégrader
I’ancrage GPI de protéines de surface
ont été décrites, en particulier chez
différents protozoaires parasites [5-7].
Notons aussi qu'une phospholi-
pase D attaquant le GPI de protéines
de surface a été détectée dans le
plasma de différents mammiféres [8].
Certaines au moins de ces phospho-
lipases semblent spécifiques de la
structure GPI, c'est-a-dire sont capa-
bles de dégrader le glycosyl-

phosphatidylinositol mais pas le s
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phosphatidylinositol ou ses dérivés
mono- et biphosphatés. C’est pour-
quoi elles sont appelées GPI-PLC.
Ces propriétés les différencient de la
grande variété de PI-PLC décrites
dans les cellules de mammifeéres et
qui sont impliquées dans la produc-
tion de deux types de messagers
secondaires : le diacylglycérol, mem-
branaire, activateur de protéine
kinases C et donc régulateur de la
phosphorylation de diverses pro-
téines spécifiques ; I'inositol triphos-
phate, cytoplasmique, qui provoque
la libération des ions calcium stockés
dans le réticulum endoplasmique
(pour revue, voir[9]). Remarquons
toutefois que I’'attaque d’'un domaine
GPI par une GPI-PLC produit au
moins l'un de ces deux messagers
secondaires : le diacylglycérol. Par
ailleurs, la coupure du GPI par la
phospholipase D plasmatique pro-
duit de I’acide phosphatidique, dont
le r6le potentiel comme second mes-
sager a également été évoqué. Enfin,
I'inositol-phosphate-glycane produit
lors de la coupure d'un GPI par une
PI-PLC pourrait étre egalemem un
messager secondaire.

Ainsi, les GPI-PLC pourraient jouer

un role crucial au cours de la vie des
protozoaires parasites. Aprés avoir
décrit quelques exemples de pro-
téines de surface ancrées par un
domaine GPI, empruntés aux leish-
manies, aux trypanosomes et a 1’hé-
matozoaire du paludisme, nous dis-
cuterons I’éventuel role régulateur
des GPI-PLC parasitaires vis-a-vis de
la fonction biologique de ces pro-
téines. Nous aborderons également
I'intervention de messagers secon-
daires dans le cycle biologique de ces
protozoaires et en particulier I’'exem-
ple de I'hématozoaire du paludisme,
qui semble un modéle de choix pour
I’étude de tels mécanismes régula-
teurs.

l Les leishmanies

La surface des leishmanies est cou-
verte principalement par deux anti-
génes : une glycoprotéine, gp63, et
un glycoconjugué hautement poly-
morphe, le LPG (lipophosphogly-
cane) [10-12). Récemment, de nou-
veaux glycoconjugués ont été
identifiés dans une souche de Leish-
mania major dépourvue de LPG,
dont deux, GIPL 5 et GIPL 6, sont

localisés a la surface des promasti-
gotes*[13]. Ces différents antigénes
possédent tous un domaine d’an-
crage de type GPI, avec toutefois
quelques différences de structure : les
glycolipides LPG et GIPL ne
contiennent pas d’éthanolamine et
leur lipide d’ancrage a une structure
différente de celle généralement
décrite pour les protéines ancrées par
un domaine GPI (figure 2).

Ces antigénes sont présents a la sur-
face des promastigotes, inoculés a
I'h6te mammifére par l'insecte et
internalisés par phagocytose dans les
macrophages ou ils se multiplient
sous forme d’amastigotes**. Le LPG
et la protéine gp63, au moins, sem-
blent jouer un réle dans cette phago-
cytose en interagissant avec des
récepteurs spécifiques a la surface des
macrophages [14, 15]. Par ailleurs, la
protéine gp63 est une protéase,

* Promastigotes : formes extracellulaires.
** Amastigotes : formes intracellulaires.

acide aminé
C - terminal
) éthanolamine
glucosamine

inositol

Figure 1. Structure de I'ancrage GPI (glycosyl phosphat:dylmos:tol) et attaque par des phosphohpases. PLC
mmssmm = phospholipase C; PLD = phospholipase D. (D'apres [2].)
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Flgure 2 Modele de dlfferentes molecules ancrées par un GPI (glycosyl phosphat:dylmos:tol) gp63 =

glycoprotéine; VSG = variant surface glycoprotein,; LPG = lipophosphoglycane. (D’aprés [5] et [12])

appartenant a la famille des métallo-
protéases. Cette protéase a été détec-
tée a la surface de la majorité des
espéces de leishmanies ou elle est
capable de dégrader différentes molé-
cules et d’assurer la maturation du
composé C3 du complément [15]. 11
a été montré récemment que l'acti-
vité protéase de la forme membra-
naire de gp63 n’est pas sensible a
I'inhibition par I'a,-macroglobuline
plasmatique; la forme solubilisée
par une PI-PLC, en revanche, est
sensible a cette inhibition. Ainsi,
chez I’h6te mammifére ou les pro-
mastigotes sont, dans le milieu inté-
rieur, en contact avec 1’a,-macroglo-
buline du plasma, la protéase gp63
n'est active qu'a la surface des cel-
lules. Par ailleurs, au cours de la
purification de gp63, Bouvier et
al. [10] ont observé que cette protéine
était présente sous deux formes : une
forme membranaire amphiphile et
une forme soluble qui pourrait étre
le produit de l'attaque de la gp63
membranaire par une GPI-PLC
parasitaire.

Handman et al. ont également émis
I’hypothése de I'existence d’'une GPI-
PLC chez les promastigotes de Leish-
mamnia major, capable de dégrader les
glycoconjugués de type GIPL [14]
Cette enzyme n’a toutefois pas été
identifiée. Du fait de la présence de
différents glycoconjugués de type
m/s n° 10 vol. 5, décembre 89

GIPL, dont certains sont a la surface
des cellules et d’autres intracellu-
laires, il conviendrait de localiser
cette GPI-PLC afin de déterminer
quelles molécules des promastigotes
sont des substrats pour cette enzyme
et quels roles ont les produits de cette
réaction.

I Les trypanosomes

Premier exemple de protéine ancrée
par un domaine GPI, I'antigéne de
surface des formes sanguines de Try-
panosoma brucei est certainement le
plus étudié. Cette étude ne concerne
pas seulement la détermination de la
structure du domaine GPI, bien que
ces travaux aient apporté une base
structurale importante pour I'étude
des protéines présentant ce type d’an-
crage membranaire [4]. En effet, le
VSG s’est tout particuliérement
illustré par son caractére variant,
C'est-a-dire par le fait que les trypa-
nosomes africains sont capables de
changer le manteau de VSG qui les
entoure en synthétisant une nouvelle
molécule de VSG, antigéniquement
différente de la précédente.

Le remplacement d’'une couverture
de VSG par une autre est un phéno-
méne relativement lent: l’ancien
VSG est remplacé par le nouveau,
par un mécanisme progressif et
constant de recyclage de la surface

des trypanosomes (figure 3, p. 740).
La mise en évidence d’une activité
GPI-PLC associée aux formes san-
guines de Trypanosoma brucei (la
VSG lipase) a laissé penser que cette
enzyme pouvait décoiffer, rapide-
ment et totalement, la cellule de son
manteau de VSG [5]. Cette hypothése
fut toutefois abandonnée peu a peu
du fait de la localisation de la VSG
lipase. Cette enzyme est en effet située
dans des compartiments membra-
naires subcellulaires (poche flagel-
laire, vésicules de Golgi) et n'a pas
été détectée a la surface de la cel-
lule [16]). De plus, la VSG lipase n’est
capable de dégrader le VSG que lors-
que les deux protéines sont localisées
dans la méme bicouche lipidique [5].
Toutefois, lors du recyclage du VSG
membranaire, on détecte bien la
forme soluble du VSG, présentant un
épitope CRD, donc due a I'attaque
du VSG membranaire par une PI-
PLC. Il semble en fait que les molé-
cules de VSG soient dans un premier
temps concentrées au niveau de la
poche flagellaire puis internalisées
dans des vésicules d’endocytose [17].
On peut détecter de telles vésicules,
contenant la VSG lipase et du VSG
soluble possédant le CRD, provenant
donc probablement de la fusion entre
vésicules d’endocytose et vésicules du
Golgi contenant la VSG lipase.

Ce déshabillage discret du trypano- s
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Figure 3. Recyclage du VSG. VSG = variant surface glycoprotein; GPl =
glycosyl phosphatidylinositol (ancre); DAG = diacylglycérol,; PLC = phospholi-

pase C. (D‘aprés [4])

some semble intervenir également
lors de la différenciation du parasite
e la forme sanguine chez le mam-
ifére a la forme procyclique chez
I'insecte vecteur (figure 3). Cette dif-
férenciation peut étre produite in
vitro par passage de la culture de
37°C a 27°C en présence d’'intermé-
diaires métaboliques du cycle de
Krebs [18]. Lors de cette différencia-
tion, la synthése de VSG est arrétée
et le VSG est progressivement rem-
placé par une nouvelle protéine, la
procycline. La procycline couvre la
surface du promastigote et présente
également un ancrage membranaire
de type GPIL Biilow et al. [18] ont
envisagé qu’une solubilisation
rapide du VSG pourrait étre néfaste
au parasite. En effet, les trypomasti-
gotes de Trypanosoma brucei sont
résistants a l’activité lytique du
sérum. L'’interruption de la cascade
de lyse par le complément semble se
produire au niveau du dépot de
molécules a la surface du parasite :
C3 est bien déposé a la surface des
trypanosomes mais, en revanche, trés
peu de molécules de C5 et C9 le
sont [19]. II semble que le manteau

confluent de VSG empéche la péné-
tration de complexes C5b-9. De fait,
un relargage rapide du VSG — soit
dans le sang de I’h6te intermédiaire,
soit dans I’estomac de I'insecte ou le
complément pourrait étre encore
actif — entrainerait une lyse du para-
site par le complément. Par ailleurs,
la synthése rapide de procycline lors
de I'ingestion du parasite par l'in-
secte est peut-étre également néces-
saire a la survie du parasite par un
mécanisme encore inconnu ou la
procycline assurerait une protection
contre le milieu extérieur.

Aucune donnée expérimentale ne
prouve a I’heure actuelle que le réle
de I'ancrage GPI est d’empécher le
franchissement du manteau de VSG
par des molécules extérieures. Toute-
fois, ce role a également été évoqué
en ce qui concerne l'antigéne Ssp4,
antigéne majeur de la surface des
amastigotes (formes de reproduction
intracellulaire) de Trypanosoma
cruzi [20]. Les amastigotes sécrétent
une substance, mise en évidence par
son activité hémolytique, dont le réle
semble étre de détruire la membrane
de la vacuole d’endocytose par
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laquelle le parasite est internalisé
dans les cellules. Le parasite se
retrouve alors libre dans le cytosol, a
I'abri des enzymes destructrices des
lysosomes. Si cette substance est
capable de s'insérer dans la mem-
brane de la vacuole, elle n’est pas
capable de détruire la membrane du
parasite. Le mécanisme par lequel le
parasite se protége de I’hémolysine
qu'il sécréte pourrait étre analogue a
celui par lequel il échappe a la lyse
par le complément: les molécules
extérieures seraient incapables de
s'insérer dans une membrane cou-
verte d'une protéine ancrée par un
domaine GPL

Comme les trypanosomes africains,
Trypanosoma cruz change de cou-
verture lors de sa différenciation
d’une forme a une autre. Pendant la
conversion des amastigotes (formes
intracellulaires de multiplication) en
épimastigotes vers la formation de
trypomastigotes, la protéine Ssp4 est
progressivement rasée de la surface
des cellules [6]. La forme soluble de
Ssp4, détachée de la surface des cel-
lules, présente un épitope de type
CRD; elle est donc le produit de
l'attaque de I'ancrage GPI de Ssp4
membranaire par une PI-PLC.
Andrews et al. [20] ont montré I'exis-
tence d'une GPI-PLC endogéne dans
les amastigotes et les trypomastigotes
de Trypanosoma cruz, responsable
de la solubilisation de Ssp4. Cette
GPI-PLC est, comme la VSG lipase,
sensible aux réactifs des thiols et
indépendante du calcium. Chez son
ho6te mammifére, Trypanosoma cruzi
change continuellement de forme
entre trypomastigotes extracellu-
laires et amastigotes intracellulaires.
Cette différenciation est associée a
I’expression d’antigénes de surface
spécifiques de chacun de ces stades.
Si Ssp4 est spécifique des amasti-
gotes, une autre protéine de surface,
Sspl, est spécifique des trypomasti-
gotes. Toutes deux présentent un
ancrage membranaire de type GPI et
sont rasées de la surface du parasite
lors de la différenciation d’'une forme
a l'autre. Le mécanisme de dispari-
tion graduelle de Ssp4 (et de Ssp1) de
la surface des parasites serait de
méme type que celui impliqué dans
le recyclage du VSG de Trypanosoma
brucei et ferait intervenir la GPI-
PLC parasitaire. Toutefois, la loca-
lisation de la GPI-PL.C de Trypano-
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soma cruzi n'est, pour l'instant, pas
connue.

| Les plasmodiums

Les protozoaires du genre Plasmo-
dium présentent une grande variété
d’antigénes de surface, généralement
spécifiques de stade. Les stades san-
guins de Plasmodium falciparum
expriment un grand nombre de pro-
téines différentes a la surface du para-
site et en exportent également dans
la membrane de la vacuole parasito-
phore*** et méme a la surface du
globule rouge infecté (figure4).
Parmi ces protéines, sept au moins
possédent un ancrage membranaire
de type GPI[21]). Parmi celles-ci,
quatre ont été plus particuliérement
étudiées : une protéine de 102 kDa,
située a la surface de 1'érythrocyte
infecté, qui pourrait étre un récep-
teur de la transferrine ; une glycopro-
téine de 42 kDa, produit de matura-
tion de l’antigéne majeur de la
surface des schizontes (formes répli-

*** Vacuole formée de linternalisation du

parasite dans le globule rouge et dans laquelle
il se développe.

catives intra-érythrocytaires), une
glycoprotéine de 76 kDa et une pro-
téine de 45 kDa, toutes trois situées
soit a la surface, soit dans des orga-
nites apicaux du mérozoite (forme
infectieuse des globules rouges).

Si on fait subir un choc osmotique
a des mérozoites, on observe la solu-
bilisation et le relargage dans le
milieu extérieur de la gp76; les
autres protéines ancrées par un GPI
ne semblent pas solubilisées dans les
mémes conditions. La forme soluble
de la gp76 présente un épitope de
type CRD et semble donc étre le
produit de I’attaque de la gp76 mem-
branaire par une PI-PLC [21, 22]. De
fait, une GPI-PLC a été caractérisée
dans les mérozoites de Plasmodium
falciparum [7]. Une enzyme de poids
moléculaire différent, mais ayant des
caractéristiques trés proches, a été
décrite chez un plasmodium de ron-
geur, Plasmodium chabaudi. Ces
deux activités enzymatiques ont éga-
lement des propriétés comparables a
celles de la VSG lipase. La GPI-PLC
de Plasmodium est une enzyme
membranaire dont la localisation
précise dans le mérozoite n’est pas
connue. Elle semble toutefois n’avoir
accés a I’ancrage GPI de la gp76 que

2
71
o B
i

lisées

Membrane GR
infecté

parasitophore

Figure 4. Exportation de protéines de plasmodium (P) aux membranes

parasitaire, parasitophore ou du globule rouge (GR).
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lors de la lyse osmotique des méro-
zoites, ou par fusion de deux mem-
branes, I'une contenant la gp76 et
I'autre, la GPI-PLC. On retrouve ici
une situation semblable a celle de la
VSG lipase de Trypanosoma brucei
et de son substrat, le VSG. Toutefois,
dans le cas des plasmodiums, il ne
semble pas que la GPI-PLC joue un
rble dans le recyclage des antigénes
de surface, mais plut6t qu’elle parti-
cipe a une cascade régulatrice impli-
quée dans l'invasion du globule
rouge par le mérozoite.

En effet, si I'expression de I’activité
GPI-PLC semble contrdlée et atteint
son maximum dans le mérozoite, la
GPI-PLC est elle-méme régulatrice
de I'activité sérine-protéase associée a
la gp76[22). La gp76 membranaire
posséde un site actif de sérine pro-
téase mais est catalytiquement
inerte; l’activité protéolytique de
cette protéine n’est détectée qu’apres
sa solubilisation par une PI-PLC. La
coupure de ’'ancrage GPI de la gp76
entraine probablement un change-
ment conformationnel qui révéle
Pactivité protéolytique. Rappelons
que la coupure de 'ancrage GPI de
la gp63 des leishmanies semble éga-
lement entrainer un changement
conformationnel de cette protéase
qui, de résistante a 1’a,-macroglobu-
line plasmatique, devient, aprés
solubilisation par une PI-PLC, sen-
sible a cet inhibiteur. L’utilisation
d’anticorps monoclonaux réagissant
avec la gp76 a permis de localiser
cette protéine dans les rhoptries,
organites situés dans I’apex du méro-
zoite. L’addition de PI-PLC a des
mérozoites intacts permet la sécré-
tion d’une gp76 active dans le milieu
extérieur. Par ailleurs, une activité
sérine-protéase d’origine parasitaire
semble intervenir lors de I'invasion
du globule rouge par le mérozoite.
Les caractéristiques de la gp76 en
font un candidat de choix pour cette
activité [23]). On réalise, en effet, I'in-
térét pour le mérozoite de stocker une
enzyme préactivée mais catalytique-
ment inerte dans la membrane des
rhoptries. Au moment de I’invasion,
un signal provoquerait la fusion de
vésicules contenant la GPI-PLC avec
la membrane des rhoptries; ainsi,
lorsque le contenu des rhoptries est
sécrété au niveau de la jonction entre
le parasite et le globule rouge, la PI-
PLC aurait solubilisé une gp76

active et il en résulterait une concen-
tration localement importante de
cette sérine protéase dont l'activité
semble nécessairea I’'invasion du glo-
bule rouge (figure5). Un méme
mécanisme de régulation liée au
mérozoite a été décrit chez Plasmo-
dium chabaudi et pourrait étre com-
mun a tous les parasites possédant
des rhoptries, pour I'invasion de cel-
lules hotes.

Remarquons que la GPI-PLC est
probablement sécrétée également au
niveau de la jonction parasite-éry-
throcyte. On peut imaginer qu’elle
peut alors avoir accés aux autres pro-
téines gp42 et gp45 ancrées par un
GPI et participer ainsi a la différen-
ciation du mérozoite en trophozoite,
tout comme la VSG lipase participe
a la différenciation des trypomasti-
gotes en formes procycliques.

On peut toutefois se demander si la
seule fonction d’'une GPI-PLC para-
sitaire consiste en la solubilisation de
protéines membranaires ou si cette
enzyme joue un role dans la produc-
tion de messagers secondaires
comme les PI-PLC sensibles au cal-
cium des cellules de mammiféres ou
la GPI-PLC insensible au calcium et
sensible a I'insuline des hépatocytes.

La production de
messagers secondaires

Les PI-PLC parasitaires que nous
avons mentionnées dans cet article
sont des GPI-PLC, c’est-a-dire
qu’'elles ne dégradent pas le phos-
phatidylinositol ou ses dérivés
mono- et biphosphate s’ils ne sont
pas associés a un glycane. L'attaque
d’'un tel substrat produit donc du
diacylglycérol et un inositolphos-
phate-glycane. Le diacylglycérol est
un messager secondaire bien caracté-
risé qui active des protéine kinases C
et, chez les plasmodiums, il pourrait
étre a 'origine de la phosphorylation
de protéines du cytosquelette de 1’éry-
throcyte décrite lors de I'invasion du
globule rouge par un mérozoite
(Mendoza, communication person-
nelle). Une GPI-PLC ne produit pas
d’inositol-trisphosphate, mais de
I’inositol-phosphate-glycane. Ce
métabolite a été décrit comme pou-
vant étre un second messager en tant
qu'effecteur produit en réponse a
I'insuline dans les cellules hépati-
ques (m/s n°1, vol. 3, p. 52). Si son
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Figure 5. Schéma de l'invasion des hématies par le plasmodium.

action aboutit, comme celle de I'ino-
sitol-trisphosphate, a la mobilisation
du calcium stocké dans le réticulum
endoplasmique, alors les GPI-PLC
des plasmodiums pourraient étre a
I'origine du relargage d’ions calcium
par le mérozoite au niveau de la
jonction mérozoite-érythrocyte mon-
trée par Mendoza et Wasserman
(communication personnelle).

Trypanosomes et leishmanies, ainsi
que nous l’avons décrit, changent de
forme, passant d’'une forme extracel-
lulaire a une forme intracellulaire,
dans le cas de Trypanosoma cruz,
par exemple. On peut se demander
si la GPI-PLC parasitaire ne
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serait pas nécessaire a la production
de seconds messagers qui agiraient
comme signaux de cette différencia-
tion, ainsi que I'ont proposé Hand-
man et Goding [14] pour Leishmania
major.

L’étude des GPI-PLC purifiées et de
leurs substrats ainsi que la recherche
de médiateurs de signaux intracellu-
laires, tels que les protéines G dans
les formes extracellulaires de ces dif-
férents parasites, devraient répondre
a ces questions. De telles études sont
entreprises actuellement dans notre
laboratoire en ce qui concerne Plas-

modium falciparum et Plasmodium
chabaudi

Summary

Possible role of glycosyl-phospha-
tidylinositol anchored surface
proteins in hemoparasitic pro-
tozoa

Hemoparasitic protozoa are res-
ponsible for serious human and
animal diseases like malaria, try-
panosomiasis and leishmaniasis.
They belong to different taxono-
mic groups but share common
aspects in their life cycles. These
parasites develop into two diffe-
rent hosts: a vertebrate and a
blood sucking arthropode.
Within these hosts, the different
life stages of hemoparasitic proto-
zoa are submitted to the attack of
a variety of elements (humoral
and cellular effectors of the host
immune system, phago-lysosomal
enzymes, digestive enzymes of the
insect) and to abrupt changes in
their environment (temperature,
osmolarity, pH...). Surface pro-
teins of these parasites seem to
play an important role in their
adaptation to these attacks and
environmental changes. Many of
these proteins appeared to exhibit

"a particular membrane anchor

constituted by a glycosyl-phos-
phatidylinositol (GPI) domain.
The structure of the GPI-anchor
of the Variant Surface Glycopro-
tein of african trypanosomes has
been extensively studied. The sur-
face protease of Leishmania
(gp63) as well as major surface
antigens of Trypanosoma cruzi
(Ssp4) or Plasmodium falciparum
(p190) are anchored at the parasite
surface via a GPI domain. The
possible role of this GPI domain
in the biological function of these
proteins is discussed. Further-
more, the involvement of a GPI
domain in the regulation of an
enzymatic activity have been pro-
posed : we have recently described
a serine protease in malaria mero-
zoites, the activity of which
depends on the cleavage of its GPI
anchor by an endogenous, deve-
lopmentally regulated, GPI-speci-
fic phospholipase C. Detection of
the GPI-phospholipase C activity
and solubilisation of the serine
protease seem to be steps of a
biochemical cascade correlated
with red blood cell invasion.
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* GLOSSAIRE GENERAL DE PARASITOLOGIE *

Antimalarique : dirigé contre le
paludisme. Synonyme : antipalu-
dique. Caractérise le plus souvent
des médicaments.

Arthropode : groupe zoologique
réunissant les insectes, les arach-
nides et les crustacés.

CACO2: lhignée cellulaire issue
d’un cancer colique humain.
Coccidie (du grec: en forme de
grain): sporozoaire pouvant
parasiter les cellules intestinales
de ’homme (Isospora belli, Sar-
cocystis hominis, Cryptospori-
dium sp).

Culture axénique :
rile.

Diploide : se dit d’un noyau cel-
lulaire possédant un nombre de
chromosomes double de celui des
gameétes.

Eucaryote : espéce vivante dont
les cellules ont un noyau nette-
ment séparé du cytoplasme.
Filopodia : prolongement cyto-
plasmique.

Gamétes (du grec : 7’épouse) : cel-
lules reproductrices males et
femelles. Chez les protozoaires, le
gameéte femelle, de grande taille,
est appelé macrogaméte et le
gaméte male, filiforme, porte le
nom de microgaméte.
Gamétocyte: forme sexuée
immature qui, dans le cas du
paludisme, se transforme en
gaméte chez le vecteur (voir
figure ci-contre).

Hématozoaire : terme désignant
toute forme sanguine du palu-
disme.

Hote définitif : étre vivant héber-
geant un parasite sous sa forme
la plus élaborée, adulte par exem-
ple, et, quand elle existe, sous sa
forme sexuée.

culture sté-

Hote intermédiaire : étre vivant
chez lequel le parasite séjourne
obligatoirement sous une forme
immature (larvaire par exemple),
et se transforme en forme infes-
tante pour 'héte définitif.

Hypnozoite : forme quiescente
intra-hépatique du paludisme
(voir figure ci-contre).

Lagomorphes (sous-ordre):
mammiféres rongeurs tels le
lapin, le Liévre, etc.

Malaria (de litalien Mala ania :
mauvais air): nom anglo-saxon
du paludisme.

Mérozoite : élément unicellulaire
et uninucléé libre, résultant de la
division d’un schizonte (voir
figure ci-contre).

Oocyste: forme résistante et
infestante issue du cycle sexué des
sporozoaires ; pour les coccidies,
il est émis dans les selles; pour
les plasmodies, il est fixé dans la
paroi de U'estomac des anophéles.

Phylogénétique: relatif a la
recherche de l'origine et de 'évo-
lution des espéces animales et
végétales.

Protéine circumsporozoite : pro-
téine majeure de la surface du
sporozoite des plasmodies.

Protozoaire : étre vivant unicellu-
laire.

Rhoptries: organites présents
chez les parasites a vie intracellu-
laire et intervenant dans le fran-
chissement des membranes des
cellules.

Saprophyte : végétal, parasite ou
microbe se nourrissant aux
dépens de matiéres organiques en
décomposition.

Schizogonie: multiplication
asexuée des protozoaires. Pour le
paludisme, il existe, chez
I’homme, une schizogonie exo-
érythrocytaire dans le foie et une
schizogonie intra-érythrocytaire
dans le sang (voir figure ci-
contre).

Schizonte: forme parasitaire
multinucléée issue de la multipli-
cation asexuée des sporozoaires
(voir figure ci-contre).

Schizonticide : substance détrui-
sant les schizontes ou inhibant
leur formation.

Sporozoaire: protozoaire se
reproduisant par Uintermédiaire
de spores contenant les sporo-
zotites, comme les coccidies ou les
plasmodies.

Sporozoite (du grec : semence et
amimal) : stade parasitaire infes-
tant des sporozoaires : paludisme
(voir figure ci-contre), cryptospo-
ridium.

Taxonomie ou Taxinomie : thé-
orie de la classification.

Trophozoite: forme de dévelop-
pement précoce et uninucléé des
sporozoaires.

Vacuole digestive : vacuole siége
du métabolisme nutritif du tro-
phozoite.

Vacuole parasitophore : vacuole
intracytoplasmique de la cellule
héte, contenant le parasite.

Vecteur : étre vivant (arthropode
hématophage le plus souvent)
prélevant activement les parasites
chez un héte pour linoculer,
aprés transformation sous leurs
formes infestantes, a un autre
hote.
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Schema général du cycle du paludisme. Les sporozoites (S) inoculés lors de la piqire d’un anophéle infesté gagnent
les hépatocytes (H). En se multipliant, le parasite se transforme en un schizonte extra-érythrocytaire ou corps bleu (CB), encore
appelé schizonte intra-hépatique. Celui-ci, apres éclatement, libere des mérozoites (M) qui gagnent le sang périphérique et
parasitent les globules rouges en devenant, au fur et 8 mesure de leur croissance, trophozoite (T), schizonte (Sc), corps en
rosace (CR). Ces derniers, a leur tour, éclatent, libérant des mérozoites (M). L'apparition des éléments a potentiel sexué, ou
gamétocytes (Gy) est plus tardive. Aspiré avec le sang par le moustique, lors de son repas, ils gagnent l'estomac, se
transforment en gameétes (Gt). Apres fécondation, le gameéte femelle devient un ookinéte (Ok) libre, puis un oocyste (Oc) fixe.
L’éclatement de l'oocyste libére des sporozoites qui gagnent les glandes salivaires de I'anophéle (GS). Une forme quiescente
intra-hépatique, I'hypnozoite (Hy), est susceptible de se réveiller et de provoquer de nouveaux acces. S = sporozoite; Hy
= hypnozoite; H = hépatocyte; CB = corps bleu,; M = mérozoite,; T = trophozoite; Sc = schizonte; CR = corps en rosace ;
Gy = gamétocyte ; Gt = gaméte ; Ok = ookinete,; Oc = oocyste; GS = glandes salivaires. (D’aprés Gentilini M. et Duflo B.,
« Médecine Tropicale », Paris : Flammarion, 1986.)
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