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SOMMAIRE 

Les protozoaires du genre Leishmania sont responsables de 

maladies appelées leishmanioses qui affectent des millions de personnes à 

travers le monde. 	La molécule du 	lipophosphoglycan (LPG) des 

promastigotes de Leishmania, forme flagellée du parasite présente chez les 

mouches phlébotomes, joue un rôle essentiel dans la survie du parasite 

chez les mouches et au début de l'infection chez les mammifères. Une 

étude a montré que le LPG est probablement impliqué dans l'altération des 

propriétés fusogéniques des phagosomes de macrophages contenant des 

Leishmania au début de l'infection. Cependant, les mécanismes d'action de 

cette molécule sont encore méconnus. Dans la présente étude, nous avons 

utilisé deux espèces, L. major et L. donovani ainsi que plusieurs mutants de 

L. donovani qui synthétisent des LPG de structure différente afin de 

comprendre comment cette molécule influence la fusion phagosome-

endosome. Pour évaluer le taux de fusion des phagosomes contenant les 

différents Leishmania avec les endosomes, nous avons utilisé un essai de 

fusion intracellulaire en microscopie électronique qui consiste à mesurer le 

transfert de particules d'or chargées dans les endosomes vers les 

phagosomes. La présence de particules d'or dans les phagosomes indique 

qu'il y a eu fusion avec un ou plusieurs endosomes. Les résultats montrent 

que les unités disaccharidiques phosphorylées répétitives du LPG (PO4- 

6Gal[31-4Man) sont responsables de l'inhibition de la fusion des 

phagosomes. En effet, les promastigotes de L. donovani de type sauvage 

qui expriment un LPG complet sont présents à l'intérieur de phagosomes 
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qui fusionnent peu avec les compartiments endocytaires. Par contre, les 

mutants LPG2- et LPG1-, qui synthétisent un LPG incomplet sans unité 

disaccharidique à cause de mutations chez des protéines impliquées dans 

la biosynthèse du LPG, se retrouvent à l'intérieur de phagosomes très 

fusogéniques. Nous avons aussi déterminé que d'autres macromolécules 

possédant des sous-unités disaccharidiques répétitives n'ont aucun effet sur 

les propriétés fusogéniques des phagosomes. En effet, les mutants LPG1-

de L. donovani, qui ajoutent les unités répétitives à toutes les molécules qui 

en contiennent normalement sauf au LPG, puisque la mutation du gène lpgi 

n'affecte que la synthèse du noyau de cette dernière molécule, résident 

dans des phagosomes très fusogéniques. Les résultats montrent aussi que 

l'inhibition de la fusion phagosome-endosome induite par le LPG est 

environ deux fois plus efficace envers les endosomes tardifs et les 

lysosomes enrichis d'enzymes dégradatives. Ces résultats suggèrent que 

les promastigotes arrivent à survivre dans les phagosomes en empêchant 

l'entrée des hydrolases aptes à les dégrader. Chez L. major, les chaînes 

latérales oligosaccharidiques ne jouent pas de rôle important dans 

l'inhibition de la fusion, puisque les mutants Spock qui ne synthétisent pas 

ces chaînes résident dans des phagosomes qui ont le même taux de fusion 

que les phagosomes contenant le type sauvage. Pour terminer, nous avons 

évalué si la viabilité des parasites est essentielle à l'inhibition de la fusion 

phagosome-endosome. Les résultats obtenus montrent que les parasites 

tués à la chaleur avant leur internalisation dans les cellules sont incapables 

d'inhiber la fusion, malgré la présence de LPG à leur surface. Par contre, le 

fait de tuer les parasites par l'ajout d'un colorant vital dans le milieu de 



culture, après leur internalisation dans les phagosomes, ne contribue pas à 

rétablir les propriétés fusogéniques de ces compartiments. 	Dans 

l'ensemble, ces résultats indiquent que le LPG des promastigotes permet de 

moduler activement les propriétés fusogénique.s des phagosomes très tôt 

après l'internalisation des parasites dans les macrophages. L'inhibition 

préférentielle de la fusion envers les compartiments endocytaires tardifs 

permet aux parasites d'éviter la dégradation dans le milieu hostile des 

phagolysosomes. 
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INTRODUCTION 

Les multiples interactions entre les humains et les microorganismes 

au cours de l'évolution leur ont permis d'apprendre à partager plusieurs 

niches écologiques et même à profiter les uns des autres dans des relations 

symbiotiques. En effet, on n'a qu'à penser à l'importance qu'ait pour 

l'humain, les microorganismes qui composent sa flore intestinale. Par 

contre, certains microorganismes, par exemple les parasites intracellulaires, 

menacent la santé et peuvent causer de graves maladies comme la 

tuberculose, la salmonellose et la leishmaniose, pour n'en nommer que 

quelques-unes. Cette menace est d'autant plus importante que, de nos 

jours, les traitements antibiotiques et chimiothérapeutiques usuels sont de 

moins en moins efficaces à cause de l'émergence de souches résistantes. 

C'est pourquoi, afin de développer de nouvelles thérapies, il devient 

primordial de comprendre les mécanismes par lesquels ces 

microorganismes échappent à nos défenses cellulaires naturelles. 

D'une façon plutôt paradoxale, certains parasites intracellulaires 

envahissent et se reproduisent à l'intérieur de cellules du système 

immunitaire telles les macrophages, qui ont comme fonction première 

d'ingérer et de détruire les microorganismes. 	Dans ces cellules, les 

microbes sont capturés par un processus appelé phagocytose et résident 

ensuite dans les phagosomes (Rabinovitch, 1995). Après leur formation, les 

phagosomes entreprennent un processus de maturation très complexe 

menant à la formation des phagolysosomes (Desjardins et al., 1994a), 
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compartiments finaux de la phagocytose servant à tuer et à dégrader les 

microorganismes. Toutefois, les parasites intracellulaires qui infectent les 

macrophages ont développé des stratégies pour échapper à la dégradation 

dans leurs cellules hôtes (revue dans: Dermine et Desjardins, 1999; Finlay 

et Falkow, 1997; Sinai et Joiner, 1997). Avant de discuter de ces stratégies, 

il est important de décrire la phagocytose et le processus normal de 

biogenèse des phagolysosomes qui mènent ultimement à la dégradation 

des agents pathogènes. 

La phagocytose 

Le terme phagocytose a été utilisé pour la première fois par 

Metchnikoff en 1883. Ce terme vient du grec Phagein qui signifie manger et 

kytos qui signifie cellules. Il signifie donc littéralement "manger des cellules" 

et fait référence à l'ingestion de cellules apoptotiques par d'autres cellules, 

telles les macrophages. La définition de la phagocytose a été élargie et fait 

aujourd'hui référence à la capture et à l'internalisation de larges particules, 

d'un diamètre supérieur à 0,5 um dans une cellule (Greenberg et 

Silverstein, 1993). 	Plusieurs types de cellules peuvent faire de la 

phagocytose, mais certaines en font leur spécialité (Rabinovitch, 1995). 

Phagocytes professionnels 

Les phagocytes dits professionnels sont des cellules spécialisées en 

phagocytose classées parmi les polymorphonucléaires (PMN). Les 



3 

monocytes et les macrophages en sont les principales. Ces cellules 

s'accumulent aux sites d'infection ou d'inflammation et débarrassent 

l'organisme des microorganismes envahisseurs. Ces cellules 

phagocytaires possèdent une multitude de récepteurs de surface qui 

servent à la phagocytose, tels les récepteurs aux Fc, les récepteurs à 

complément et les récepteurs à mannose pour n'en nommer que quelques-

uns. Elles peuvent aussi sécréter une panoplie de molécules qui jouent un 

rôle dans l'inflammation ou dans la réponse immunitaire, telles des 

cytokines qui influencent le comportement des autres cellules immunitaires, 

des radicaux toxiques qui s'attaquent aux microorganismes, certaines 

enzymes qui peuvent dégrader la matrice extracellulaire et des médiateurs 

de l'inflammation (Rabinovitch, 1995). 

Phagocytes non professionnels 

En plus des PMNs, d'autres types de cellules, par exemple les 

cellules épithéliales et les fibroblastes, peuvent faire de la phagocytose 

(Rabinovitch, 1995). Ces cellules sont dites phagocytes non professionnels, 

puisque la phagocytose ne fait pas partie de leur fonction première. 

Contrairement aux phagocytes professionnels, elles sont limitées quant aux 

types de particules qu'elles peuvent ingérer. Cette différence peut être 

attribuée à l'absence de récepteur à la surface de ces cellules. 	Par 

exemple, elles ne possèdent pas les récepteurs aux Fc impliqués dans 

l'internalisation spécifique de particules opsonisées par les anticorps de 

type IgG, mais peuvent faire de la phagocytose à l'aide des récepteurs à 
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fibronectine, à laminine et à l'héparane sulfate (Herrera et al., 1994). De 

plus, les phagocytes non professionnels ne produisent pas de molécule 

antimicrobienne toxique comme le font normalement les phagocytes 

professionnels après l'internalisation d'une particule. 

Mécanismes de la phagocytose 

Généralement, les mécanismes de la phagocytose sont 

indépendants de la clathrine, contrairement à l'endocytose, et requièrent la 

polymérisation de l'actine (Alberts et al., 1993). La phagocytose s'amorce 

lorsqu'il y a interaction entre des molécules présentes à la surface de la 

particule et des récepteurs de la cellule phagocytaire (Rabinovitch, 1995). Il 

existe 3 modèles décrivant la phagocytose: le modèle de la fermeture éclair 

(zipper model); le modèle du "trigger"; et la phagocytose par enroulement de 

membrane (coiling phagocytosis). 

Le modèle de la fermeture éclair constitue le mécanisme dominant de 

la phagocytose (Swanson et Baer, 1995). H s'agit d'un processus contrôlé 

qui agit de façon sélective sur une particule et cause son internalisation 

sans pour autant déclencher l'internalisation de particules adjacentes 

présentes à la surface du phagocyte. Selon ce modèle, la particule 

s'attache d'abord à la cellule phagocytaire à l'aide de récepteurs. Par la 

suite, il se produit un recrutement séquentiel de récepteurs afin de faciliter 

l'interaction entre la membrane plasmique et la surface de la particule 

(Griffin et ai., 1975). Ce recrutement se fait au fur et à mesure que les 
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pseudopodes, extensions de membrane plasmique du phagocyte, avancent 

le long de la surface de la particule sur le point d'être internalisée. Une fois 

le processus terminé, la particule se retrouve enfermée dans un phagosome 

dont la membrane est juxtaposée à sa surface. 

Le modèle du "trigger" peut être comparé à la macropinocytose. Ce 

mécanisme est mis en cefétuvre lorsque la membrane plasmique se 

déforme et produit une ondulation qui se referme sur elle-même pour 

donner naissance à de larges vacuoles contenant du fluide extracellulaire, 

appelées macropinosomes. Lorsque le processus est enclenché, ces 

"vagues" de membrane plasmique, non dirigés par des récepteurs 

spécifiques, englobent toutes les particules se trouvant dans la région. 

Contrairement au mécanisme de la fermeture éclair, ce processus 

d'internalisation ne requiert pas le recrutement de récepteurs dans la région 

et la réponse n'est pas proportionnelle à la taille de la particule, puisqu'il n'y 

a pas d'interaction récepteur-ligand. Certaines bactéries peuvent provoquer 

ce type de phagocytose lorsqu'elles interagissent avec la membrane 

plasmique du phagocyte. C'est le cas par exemple de Salmonella 

typhimurium (Francis et aL, 1992) qui se retrouve alors dans des 

phagosomes spacieux dont la membrane n'est pas juxtaposée à la surface 

des bactéries (Alpuche-Aranda et al., 1994). 

Un troisième mécanisme de phagocytose, appelé phagocytose par 

enroulement, se produit lorsqu'un pseudopode de la cellule phagocytaire 

s'enroule plusieurs fois autour d'une particule ou d'un microorganisme, 
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créant ainsi un compartiment formé par une multitude de couches 

membranaires superposées les unes sur les autres (Horwitz, 1984). 

Legionella est un des rares microorganismes qui pénètrent les 

macrophages par ce processus. Certains rapports font état de phagocytose 

par enroulement de membrane pour d'autres pathogènes (Rittig et al., 

1998a et b). Cependant, la fréquence de ces observations est plutôt faible. 

Par conséquent, il semble que ce type de phagocytose ne constitue pas un 

mécanisme distinct, mais plutôt une variante du mécanisme de la fermeture 

éclair dans laquelle il y aurait absence de fusion entre les deux 

pseudopodes qui englobent un microorganisme (Rittig et al. 1998b). En 

absence de fusion, un des pseudopodes glisse par dessus l'autre et 

s'enroule autour du microorganisme. 

Une fois la phagocytose terminée, les particules ou les 

microorganismes se retrouvent dans des compartiments appelés 

phagosomes. Ces vacuoles constituent les compartiments initiaux de la 

voie phagocytaire qui mène ultimement à la formation des phagolysosomes 

où les microorganismes sont normalement dégradés. 

Biogenèse des phagolysosomes 

Lors de l'internalisation, les particules ou les microorganismes 

entraînent avec eux une partie de la membrane plasmique qui forme 

initialement la membrane des phagosomes. 	Ces phagosomes 

nouvellement formés ne possèdent pas la machinerie nécessaire à la 
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dégradation des microbes. Il faut donc qu'ils se transforment afin d'acquérir 

les enzymes dégradatives et les autres composés toxiques capables de 

s'attaquer aux microorganismes. Ces substances s'accumulent lors de la 

maturation des phagosomes, processus aussi appelé biogenèse des 

phagolysosomes. 	On a longtemps pensé que la formation du 

phagolysosome se faisait en un seul événement de fusion entre un 

phagosome et un lysosome, le compartiment final de la voie endocytaire. 

(Rabinowitz et aL, 1992). Toutefois, on reconnaît aujourd'hui que ce 

processus est beaucoup plus complexe et implique de nombreuses 

interactions entre les phagosomes et divers compartiments intracellulaires 

de la voie endocytaire et biosynthétique (Desjardins et al., 1994a). La 

biogenèse des phagolysosomes est donc un processus complexe qui 

nécessite le mouvement des organites le long de microtubules et du réseau 

d'actine, la reconnaissance des organites, la fusion et le recyclage des 

protéines (Desjardins, 1995; Blocker et al., 1997; Blocker et al., 1998). 

Lors de la maturation des phagosomes, il se produit de nombreuses 

modifications biochimiques de ces compartiments causées par de multiples 

interactions entres les phagosomes et différentes populations d'endosomes 

(Mayorga et al., 1991; Pitt et al., 1992; Desjardins et al., 1994a, 1994b, 

1997). D'abord, peu après l'internalisation, certaines protéines de la 

membrane plasmique recrutées lors de l'internalisation, telles les récepteurs 

à mannose et aux Fc ainsi que des adaptines, disparaissent graduellement 

de la membrane phagosomiale. Par contre, certaines protéines comme le 

récepteur à mannose-6-phosphate (M6PR), la pompe à protons et les 
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molécules de la famille des LAMP, s'accumulent progressivement à la 

membrane phagosomiale. 	De plus, la quantité de plusieurs autres 

protéines solubles originaires des lysosomes, incluant la cathepsine D et la 

B-glucuronidase, augmente proportionnellement à l'âge des phagosomes. 

D'autres études sur des phagosomes contenant des billes de latex ont 

montré qu'ils acquièrent avec le temps des marqueurs d'endosomes tardifs, 

tels rab7 et LAMP1 et 2, mais perdent les marqueurs d'endosomes précoces 

comme rab5 (Desjardins et al., 1994a). 

Un modèle pour expliquer les multiples interactions entre les 

phagosomes et les endosomes a récemment été proposé (Desjardins, 

1995). Il s'agit de l'hypothèse du "Kiss and Run". Selon ce modèle, les 

compartiments endosomiaux et phagosomiaux qui se meuvent le long de 

nnicrotubules se rencontrent et fusionnent entre eux. 	Lors de cette 

rencontre, un pore de fusion transitoire se forme et permet l'échange de 

membranes et le mélange du contenu des deux compartiments. A ce 

moment des protéines membranaires ou luminales originaires des 

endosomes sont ajoutées aux membranes ou au contenu des phagosomes. 

Parallèlement, les phagosomes perdent certaines de leurs protéines. Ainsi, 

leur composition biochimique se modifie graduellement. 	Par la suite, le 

pore se referme par un processus de fission qui permet aux compartiments 

de se séparer. Un tel processus fait en sorte que les phagosomes puissent 

acquérir, par exemple, des hydrolases présentes dans les endosomes 

tardifs et les lysosomes, sans pour autant que les contenus de ces 

différentes vacuoles se mélangent complètement. Ce type d'interaction a 
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aussi été décrit dans d'autres processus biologiques, par exemple dans 

l'exocytose (Alvarez de Toledo et al., 1993). 

Une étude a montré que la fusion entre les phagosomes et les 

compartiments endocytaires requiert de l'ATP (adénosine triphosphate), du 

cytoplasme et des protéines associées aux membranes (Mayorga et aL, 

1991). Il semble aussi que la machinerie de fusion composée des NSF 

(facteur sensible au N-éthyl-maléimide), SNAP (protéine soluble de liaison 

au NSF) et SNAREs (récepteur du SNAP) (Rothman et Orci, 1992; Sôllner et 

al., 1993; Rothman et Warren, 1994) joue un rôle dans la fusion entre les 

éléments de la voie phagocytaire et endocytaire. En effet, le NEM (N-éthyl-

maléimide), une molécule inactivant la NSF donc, inhibitrice de la fusion 

catalysée par la machinerie de fusion énumérée précédemment, peut 

inhiber la fusion entre les phagosomes et les endosomes. Par ailleurs, 

certaines données suggèrent que plusieurs molécules régulatrices de la 

fusion présentes chez les endosomes jouent un rôle dans la fusion 

phagosome-endosome, telles des petites GTPases hétérotrimériques 

(Beron et al., 1995). De plus, d'autres GTPases comme rab5, qui participe 

aux événements de fusion précoces, ainsi que rab7, qui participe aux 

événements de fusion tardifs, pourraient être impliquées dans la fusion 

entre les phagosomes et les endosomes (Chavrier et al. 1990; Gorvel et a/. 

1991; Méresse et al. 1995; Feng et al. 1995). 

Plusieurs centaines de protéines sont associées aux phagosomes et 

bon nombre d'entre elles pourraient jouer un rôle dans la fusion (Desjardins 
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et al., 1994a et b). De toute évidence, d'autres études sont requises afin de 

décrire avec exactitude le processus de la biogenèse des phagolysosomes. 

Stratégie de survie des pathogènes à l'intérieur des 
macrophages 

Listeria monocvtoqenes 

Listeria monocytogenes est un agent infectieux qui se retrouve dans 

les aliments et infecte les cellules épithéliales des intestins causant ainsi la 

listériose, une maladie qui peut affecter aussi les systèmes nerveux et 

reproducteur (Cooper et Walker, 1998). L. monocytogenes s'échappe des 

phagosomes avant que le milieu ne devienne trop hostile. La bactérie 

arrive à cette fin en produisant deux phospholipases, qui aident à la 

dissolution de la membrane phagosomiale (Leimeister-Wacher et al., 1991; 

Mengaud et al., 1991; Vasquez-Boland et al., 1992), et en synthétisant la 

listeriolysine 0, une enzyme servant à lyser la membrane phagosomiale 

(Gaillard et al., 1987; Portnoy et al., 1988). La nature des compartiments 

contenant Listeria est très peu connue jusqu'à présent, puisque la lyse 

rapide des phagosomes par la listeriolysine 0 rend difficile l'étude de leur 

composition. Toutefois, le fait que la listeriolysine 0 soit active à un pH 

acide (Geoffroy et al., 1987), alors que les phagosomes ont un pH neutre au 

départ, suggère qu'il doit exister un processus de maturation des 

phagosomes. Des études récentes faisant appel à des mutants, qui ne 

possèdent pas l'activité enzymatique de la listeriolysine 0, ont fourni 
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certaines informations sur la composition des phagosomes contenant des 

Listeria. Les résultats ont montré que les phagosomes acquièrent des 

marqueurs d'endosomes précoces, comme les récepteurs à mannose et à 

transferrine, ainsi que des protéines nécessaires aux événements de fusion, 

telles NSF et SNAP (Alvarez-Dominguez et al., 1997). 	De plus, les 

phagosomes acquièrent la petite GTPase rab5 (Alvarez-Dominguez et al., 

1996), une protéine qui régule les événements de fusion précoces dans la 

voie endocytique (Gorvel et al., 1991; Bucci et al., 1992). Par contre, des 

marqueurs endosomiaux plus tardifs comme le CI-M6PR ainsi que des 

protéines lysosomiales ne s'accumulent pas sur les phagosomes contenant 

Listeria, ce qui suggère qu'il y a un arrêt dans le processus de maturation. 

Cet arrêt permettrait aux bactéries de s'échapper d'un compartiment avant 

qu'il ne devienne trop hostile et aussi, préviendrait la fuite d'enzymes 

hydrolytiques vers le cytoplasme lors de la lyse des phagosomes. 

Shigella 

Les Shigella sont des bactéries répandues dans les régions 

tropicales, où elles causent de graves dysenteries. 	Elles infectent 

principalement les cellules épithéliales du côlon et pénètrent dans les 

cellules par un mécanisme qui entraîne une réorganisation des filaments 

d'actine et la formation d'ondulations dans la membrane (ruffles) (Menard et 

aL, 1996). Tout comme Listeria, les Shigella s'échappent rapidement vers 

le cytoplasme après leur internalisation. Ce comportement est associé aux 

protéines encodées par la famille de gènes ipa; dont une possède une 
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activité lytique (High et al., 1992). Un mécanisme similaire à celui de 

Listeria semble être utilisé par Shigella pour s'échapper des phagosomes 

(High et al., 1992). Malheureusement, la lyse rapide de la membrane 

phagosomiale restreint beaucoup l'étude de la composition des 

phagosomes contenant ce pathogène. 

Les microorganismes qui inhibent la biogenèse des 
phagolysosomes 

Une autre stratégie utilisée par certains microorganismes pour 

survivre dans les macrophages consiste à éviter de se retrouver dans les 

phagolysosomes en altérant la route intracellulaire normale des 

phagosomes. Dans bien des cas, les microorganismes arrivent à cette fin 

en inhibant la fusion phagosome-endosome. Cette stratégie est utilisée par 

Mycobacteria, Salmonella, Legionella, Toxoplasma gondii, Brucella et les 

promastigotes de Leishmania. Les promastigotes de Leishmania, qui est le 

parasite intracellulaire utilisé au cours des présents travaux, seront décrits 

plus en détail ultérieurement. 

Mycobacteria 

Plusieurs études ont montré que les mycobactéries entrent dans les 

macrophages par phagocytose et résident dans des compartiments qui ne 

fusionnent pas avec les lysosomes (Armstrong et Hart, 1971; de Chastellier 

et aL, 1993; Xu et al., 1994; Clemens et Horwitz, 1995; Barker et al., 1997). 
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Toutefois, l'idée voulant que les phagosomes contenant des mycobactéries 

soient totalement incapables de fusion a été remise en question au cours 

des dernières années, si bien qu'il est maintenant démontré que ces 

compartiments sont dynamiques et capables de fusionner avec certains 

types d'endosomes. En effet, des données morphologiques indiquent que 

certaines molécules internalisées dans les endosomes précoces peuvent 

être transférées vers les phagosomes contenant des mycobactéries (de 

Chastellier et al., 1995). 	De plus, les phagosomes contenant des 

mycobactéries acquièrent certains glycosphingolipides originaires de la 

membrane plasmique autres que ceux déjà présents lors de leur formation, 

démontrant ainsi qu'il y a fusion entre ces compartiments et des vésicules 

issues de la membrane plasmique (Russell et al., 1996). 

Des données biochimiques ont permis de démontrer que les 

phagosomes contenant des mycobactéries ont une composition similaire 

aux endosomes précoces. En effet, ils sont enrichis pour la petite GTPase 

rab5, un marqueur typique des compartiments précoces, mais dépourvus de 

rab7, un marqueur typique des endosomes tardifs (Via et al., 1997; Deretic 

et al., 1997). Étant donné que rab5 est une protéine régulatrice des 

événements de fusion chez les endosomes précoces, tandis que rab7 

régule les événements tardifs (Chavrier et al., 1990; Gorvel et al., 1991; 

Méresse et al., 1995; Feng et al., 1995), ces résultats expliquent pourquoi 

les phagosomes contenant des mycobactéries fusionnent avec des 

endosomes précoces, mais pas avec les tardifs. De plus, il a été démontré 

que les phagosomes contenant des mycobactéries acquièrent la cathepsine 
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D, mais sous une forme inactive présente seulement chez des 

compartiments endocytaires précoces (Sturgill-Koszycki et al., 1996). 

Jusqu'à présent, les mécanismes qu'utilisent les mycobactéries pour 

inhiber la fusion phagosome-lysosome demeurent méconnus, mais il 

pourrait s'agir d'une production de chlorure d'ammonium qui interférerait 

avec le mouvement des lysosomes (Gordon et aL, 1980; Hart et aL, 1983). 

De plus, certains facteurs de virulence comme les glycolipides présents à la 

surface des bactéries, qui se retrouvent en contact avec la membrane 

interne des phagosomes après leur internalisation, pourraient affecter les 

propriétés de fusion des phagosomes (Ehlers et Daffe, 1998). 

Salmonella 

Les salmonelles sont les agents étiologiques des salmonelloses. 

Ces bactéries infectent des phagocytes non professionnels de l'épithélium 

intestinal par un mécanisme comportant des ondulations dans la membrane 

plasmique (membrane ruffles) (Finlay, 1994), ce qui donne lieu à la 

formation de phagosomes très spacieux apparentés aux macropinosomes 

(Alpuche-Aranda et al., 1995). 	Elles peuvent aussi infecter des 

macrophages en entrant par phagocytose classique, donnant lieu à la 

formation de phagosomes dont la membrane est juxtaposée aux bactéries. 

Plusieurs laboratoires ont étudié le trafic intracellulaire des phagosomes 

contenant Salmonella. Toutefois, leurs résultats, souvent conflictuels ne 

permettent pas de proposer un modèle clair à ce sujet. Certaines études 
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chez les macrophages ont montré que les phagosomes contenant 

Salmonella fusionnent très peu avec les lysosomes (Ishibashi et Arai, 1990; 

Buchmeier et Heffron, 1991). 	Par conséquent, les phagosomes 

n'acquièrent pas le M6PR, un marqueur endosomial tardif, ni la cathepsine 

D (Rathman et al., 1997). 	Une inhibition partielle chez des cellules 

épithéliales a aussi été montrée (Garcia-del Portillo et Finlay, 1995). Dans 

l'ensemble, ces données suggèrent que les salmonelles sont internalisées 

dans des phagosomes qui interagissent peu avec les endosomes tardifs 

contenant le M6PR. Par contre, le groupe de Oh et collaborateurs (1996) a 

démontré que les phagosomes contenant Salmonella fusionnent avec les 

lysosomes et se transforment en phagolysosomes. Ces phagosomes sont 

positifs pour LAMP1 et la cathepsine L, deux marqueurs lysosomiaux. 

L'utilisation de cellules différentes et de techniques diverses pourrait 

expliquer pourquoi autant de résultats différents ont été obtenus (Rathman 

et al., 1997). 

Quoique les résultats de plusieurs études n'aient pas permis d'établir 

un modèle de la route intracellulaire des phagosomes contenant 

Salmonella, ces compartiments initient leur maturation en fusionnant avec 

certains compartiments endocytaires. En effet, il a été démontré que ces 

phagosomes s'acidifient rapidement après leur formation (Alpuche-Aranda, 

1992; Rathman et aL, 1996). Ce processus est essentiel à l'activation de 

gènes qui permettent la survie des salmonelles . 
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Leqionella pneumophilia 

Les Legionella pneumophilia, responsables d'une pneumonie 

connue aussi sous le nom de maladie du légionnaire, sont des parasites 

intracellulaires facultatifs qui infectent les macrophages alvéolaires 

(McDade et al., 1977). Ces bactéries pénètrent leurs cellules hôtes par 

phagocytose par enroulements de membrane (Horwitz, 1984) et résident 

dans des phagosomes qui ne s'acidifient pas et ne fusionnent pas avec les 

lysosomes (Horwitz, 1983a; Horwitz et Maxfield, 1984). 	Après leur 

formation, les phagosomes contenant Legionella s'associent 

séquentiellement à des vésicules lisses, à des mitochondries et au réticulum 

endoplasmique pour être ensuite relocalisés autour du noyau où ils 

ressemblent à des vacuoles couvertes de ribosomes (Horwitz, 1983b; 

Swanson et lsberg, 1995). Ces compartiments finaux, appelés phagosomes 

réplicatifs, montrent des similarités avec les vacuoles autophagiques 

(Swanson et lsberg, 1995). Ils ne possèdent pas de marqueurs tardifs tels 

LAMP1, LAMP2, CD63 et cathepsine D, ni de marqueurs des endosomes 

précoces, comme le récepteur à la transferrine (Clemens et Horwitz, 1995). 

Ces données démontrent que la maturation de ces vacuoles vers les 

phagolysosomes est inhibée très tôt après la phagocytose, ce qui peut être 

expliqué par un mécanisme d'inhibition de la fusion phagosome-endosome 

(Clemens et Horwitz, 1995). 

Des études récentes effectuées dans plusieurs laboratoires ont 

permis d'identifier une famille de gènes associés à la virulence des 
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Legionella. On appelle ces gènes ¡cm/dot (voir Segal et Shuman, 1998; 

Kirby et lsberg, 1998). Il a été montré que le gène dotA, qui code pour une 

protéine membranaire interne, est essentiel à l'inhibition de la fusion 

phagosome-lysosome (Roy et lsberg, 1997; Roy et al., 1998). 	Le 

mécanisme précis par lequel les Legionella inhibent la fusion n'est pas 

encore connu, mais il semble que le complexe ¡cm/dot permet à la bactérie 

de former des pores dans les membranes de cellules eukaryotes pour y 

transférer de l'ADN ou certaines macromolécules (Kirby et al., 1998; Vogel 

et al., 1998) qui pourraient interférer avec la fusion phagosome-lysosome 

(Segal et Shuman, 1998). D'autres gènes de la famille icm/dot , c'est-à-dire, 

dotH, del et dotO, ont été récemment identifiés comme étant essentiels à la 

croissance et à l'évitement de la voie phagocytaire normale (Andrews et al., 

1998). Bien que la fonction de ces gènes soit encore inconnue, des mutants 

pour ces gènes ont été retrouvés dans des phagosomes positifs pour 

LAMP1, marqueur des lysosomes qui normalement, ne se retrouvent pas 

associé aux phagosomes contenant des Legionella de type sauvage. Ce 

résultat suggère qu'il y a une altération du trafic intracellulaire des 

phagosomes contenant de tels mutants. 

Brucella 

Les Brucella causent une maladie connue sous le nom de fièvre de 

Malte. 	Ces bactéries infectent surtout les cellules du système 

réticuloendothélial, en particulier les macrophages. Tout comme les autres 

parasites mentionnés précédemment, l'inhibition de la fusion phagosonne- 
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lysosome semble être essentielle à leur survie à l'intérieur de leurs cellules 

hôtes (Frenchick et al., 1985; Pizarro-Cerdà et al., 1998a). En effet, une 

étude récente effectuée chez des phagocytes non professionnels a fait état 

d'une inhibition de la fusion phagosome-lysosome par des souches 

virulentes, alors que des souches atténuées n'inhibent pas ce processus 

(Pizarro-Cerdà et al., 1998a). 	La caractérisation des phagosomes 

contenant Brucella indique qu'ils possèdent une composition similaire à des 

endosomes précoces, puisque l'on détecte la présence du marqueur 

précoce EEA1 peu de temps après l'internalisation de cette bactérie 

(Pizzaro-Cerdà et al., 1998b). Toutefois, les phagosomes contenant 

Brucella n'acquièrent pas les marqueurs endosomiaux tardifs comme le 0I-

M6PR, le CD-M6PR, rab7 et la protéase lysosomiale cathepsine D, mais 

accumulent graduellement les marqueurs LAMP1 et LAMP2. Tous ces 

résultats suggèrent que les Brucella résident dans des compartiments qui 

peuvent fusionner avec des organites endocytaires précoces alors qu'ils 

sont incapables de fusionner avec des compartiments tardifs, comme les 

lysosomes. Cependant, il est difficile d'expliquer l'acquisition des 

marqueurs LAMP1 et LAMP2 retrouvés normalement chez les lysosomes. Il 

est possible que les phagosomes contenant Brucella acquièrent ces 

protéines par la voie biosynthétique (Rohrer et al., 1996). 

Bien que les résultats décrits précédemment proviennent d'études 

faites sur des cellules non phagocytaires, il est probable que Brucella utilise 

la même stratégie chez les phagocytes professionnels. Le fait que des 

extraits solubles de Brucella abortus soient capables d'inhiber la fusion 
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phagosome-lysosome chez les macrophages, est une bonne indication que 

le même mécanisme d'inhibition fonctionne chez différents types de cellules 

(Frenchick et al., 1985). 

Mis à part leurs faibles propriétés fusogéniques, les phagosomes 

contenant Brucella ont la caractéristique unique d'être dirigés vers le 

réticulum endoplasmique en utilisant la machinerie autophagique de la 

cellule hôte (Pizzaro-Cerdà et al., 1998b). En effet, des observations en 

microscopie électronique ont permis de démontrer que la morphologie de 

compartiments contenant Brucella ressemble à celle des vacuoles 

autophagiques (Pizarro-Cerdà 1998a). Ces vacuoles autophagiques, aussi 

appelées autophagosomes, proviennent, vraisemblablement, du réticulum 

endoplasmique rugueux pauvre en ribosomes (Dunn 1990, a et b). Une 

association avec le réticulum endoplasmique pourrait fournir un 

environnement favorable à la réplication des Brucella. 

Toxoplasma qondii 

Toxoplasma gondii cause la toxoplasmose, une maladie pouvant 

affecter plusieurs organes, mais que l'on retrouve principalement chez les 

individus immunodéficients. Ces parasites entrent dans les macrophages et 

autres cellules nucléées par un processus actif différent de la phagocytose 

classique. L'internalisation se fait sous l'action de l'ATP et du cytosquelette 

du parasite, tandis que le réseau d'actine de la cellule hôte ne semble jouer 

aucun rôle dans ce processus (revue dans Sinai et Joiner, 1997). Cette 
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méthode d'internalisation induit la formation de vacuoles incapables de 

fusionner avec les organites endocytaires (Jones et Hirsch, 1972; Sibley et 

al., 1985; Joiner et al., 1990). Ces vacuoles n'ont rien en commun avec les 

phagosomes normaux, puisqu'elles sont formées par un mécanisme qui ne 

fait pas appel aux récepteurs spécifiques de la phagocytose (Jones et 

Hirsch, 1972; Sibley et al., 1985; Joiner et al., 1990) et exclut les protéines 

associées à la membrane plasmique des cellules hôtes (de Carvahlo et de 

Souza 1989; Pacheco-Soares et De Souza 1998). Cette exclusion pourrait 

expliquer l'incapacité à fusionner des vacuoles en raison de l'absence de la 

machinerie requise pour la fusion. Par contre, lorsque les parasites sont 

opsonisés avec des IgG pour les forcer à entrer dans les macrophages par 

phagocytose classique médiée par les récepteurs Fc, les phagosomes 

formés sont alors aptes à fusionner et se transforment normalement en 

phagolysosomes (Joiner et al., 1990; Mordue et Sibley, 1997). Ces résultats 

suggèrent que le destin des parasites dans les macrophages est déterminé 

par le mécanisme d'entrée (Joiner et al., 1990). 

Les vacuoles contenant T. gondli ne possèdent pas de marqueur de 

la membrane plasmique, ni de marqueur des endosomes précoces, comme 

le TFR, ni de marqueur des endosomes tardifs, comme le M6PR (de 

Carvalho et de Souza, 1989; Joiner, 1992; Joiner et al. ,1990; Mordue et 

Sibley, 1997). Ces résultats indiquent clairement que ces vacuoles ne 

suivent pas la voie normale de biogenèse des phagolysosomes. Les 

vacuoles contenant T. gondii s'associent plutôt avec du réticulum 

endoplasmique et des mitochondries (Sinai et al., 1997). L'importance de 
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cette association demeure inconnue. Elle pourrait servir de système de 

livraison de nutriments ou fournir les matériaux nécessaires à l'expansion 

des vacuoles lors de la réplication des parasites. La participation du 

réticulum endoplasmique et des mitochondries à la synthèse des lipides 

rend probable cette possibilité (Trotter et Voelker, 1994; Vance et Shiao, 

1996). 

Leishmania 

Les parasites du genre Leishmania sont les agents 

étiologiques des leishmanioses. Il existe 3 types de leishmanioses: le type 

cutané causé par L. major, L. tropica, et L. mexicana; le type mucocutané 

causé par L. braziliensis braziliensis; et le type viscéral causé par L. 

donovani. La maladie viscérale, qui est mieux connue sous le nom de Kala-

azar, atteint le foie et la rate et est souvent mortelle. Jusqu'à présent, il 

existe peu de traitements efficaces contre la leishmaniose viscérale. De 

plus ces traitements sont toxiques et provoquent de graves effets 

secondaires. 

Les Leishmania ont un cycle de vie comprenant deux stades. Ils 

existent sous une forme flagellée, appelée promastigote, que l'on retrouve 

chez les mouches phlébotomes, et sous une forme aflagellée, appelée 

amastigote, que l'on retrouve chez les mammifères. Lors d'une morsure de 

la mouche, les promastigotes sont injectés sous le derme d'un mammifère et 

pénètrent ensuite dans les macrophages par phagocytose nnédiée par des 
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récepteurs (Mosser et Rosenthal, 1993). Toutefois, une étude récente 

suggère que la phagocytose par enroulement de membrane pourrait être 

impliquée (Rittig et al., 1998b). Une fois à l'intérieur de phagosomes, les 

promastigotes doivent s'adapter afin de survivre dans le nouvel 

environnement fort différent de celui présent chez la mouche. 

L'augmentation de la température et la baisse de pH à l'intérieur des 

phagosomes, provoquent la différentiation des promastigotes en 

amastigotes mieux adaptés pour se reproduire dans de telles conditions 

(Zilberstein et Shapira, 1994). 

Plusieurs études ont montré que les amastigotes résident dans des 

phagosomes possédant certaines caractéristiques des phagolysosomes. 

En effet, les phagosomes contenant L. mexicana et L. amazonensis 

maintiennent un pH acide (Antoine et al., 1990), ont accès à des traceurs 

chargés dans les endosomes et possèdent une activité enzymatique d'acide 

phosphatase, une activité présente surtout chez les lysosomes (Alexander 

and Vickerman 1975; Chang and Dwyer 1976; Shepherd et al., 1983; Brazil 

1984; Rabinovitch et al., 1985) 	De plus, des études plus récentes ont 

montré que les phagosomes contenant L. donovani possèdent des 

marqueurs des endosomes tardifs et des lysosomes (Prina et al., 1990; 

Russell et al., 1992; Lang et al., 1994). Toutes ces données suggèrent que 

les amastigotes prolifèrent à l'intérieur de phagolysosomes. La machinerie 

moléculaire qui intervient dans la survie des amastigotes dans 

l'environnement hostile des phagolysosomes reste méconnue jusqu'à 

présent, mais il semble que ces parasites peuvent résister à l'action des 
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hydrolases. Cette résistance n'est pas due à la présence d'une enveloppe 

protectrice puisque, contrairement aux promastigotes, les amastigotes ne 

produisent pas de glycocalix capable de les protéger des hydrolases 

(Pimenta et al., 1991). Il est possible que les amastigotes synthétisent des 

protéases, comme la gp63 (Chaudhuri et al., 1989; Seay et al., 1996) 

impliquées dans la dégradation de molécules de l'hôte (Pupkis et al 1986). 

De plus, les amastigotes possèdent des activités enzymatiques, comme la 

glutathione peroxidase, la catalase et la superoxyde dismutase, capables 

de neutraliser les composés oxidatifs toxiques dont sont enrichis les 

phagolysosomes des macrophages (Channon et Blackwell, 1985). 

Contrairement aux amastigotes, les promastigotes de Leishmania 

résident à l'intérieur de compartiments qui ne possèdent pas les 

caractéristiques des phagolysosomes (Scianimanico et al., 1999). Une 

étude de notre laboratoire a montré que c'est probablement en inhibant la 

fusion phagosome-endosome, un processus essentiel à la formation des 

phagolysosomes, que les Leishmania arrivent à survivre dans des 

compartiments moins hostiles. 	L'environnement favorable de ces 

compartiments permet aux promastigotes d'initier leur transformation en 

amastigotes à l'abri de l'attaque des enzymes lytiques présentes dans les 

phagolysosomes (Desjardins et Descoteaux, 1997). Il apparaît donc évident 

que la stratégie de survie des promastigotes est liée à leur habileté à 

moduler les propriétés de fusion des phagosomes. Il a été démontré que 

l'inhibition de la fusion est probablement due à la présence de 
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lipophosphoglycan (LPG) à la surface des promastigotes (Desjardins et 

Descoteaux, 1997). 

Lipophosphoglycan 

Le LPG est le glycoconjugué majeur des différentes espèces de 

Leishmania. Chez Leishmania donovani, il consiste en une longue chaîne 

d'unités disaccharidiques phosphorylées répétitives (PO4-6Galf31-4Man) 

(jusqu'à 16 unités selon le stade de développement du parasite) qui se 

termine au bout par une structure ("cap") composée du trisaccharide 

Gal(f31,4) Man(a1,2) Mana1 (Thomas et al., 1992). Ce polymère d'unités 

disaccharidiques est attaché par l'autre extrémité à un noyau 

hexasaccharidique qui consiste en une unité glucosamine non acétylée, 

deux résidus mannoses, un résidu galactose 6-phosphate, un résidu 

galactopyranose et un résidu galactofuranose (Turco et al., 1989). Ce noyau 

est lui-même fixé à une ancre lipidique, 1-0-alky1-2-/yso-

phosphatidyl(myo)inositol insérée dans la membrane plasmique (Orlandi et 

Turco, 1987; Turco et al., 1987, 1989). Cette structure est essentiellement la 

même chez toutes les espèces de Leishmania. Les différences entre les 

espèces se retrouvent principalement chez les chaînes saccharidiques 

latérales. Ainsi, L. major contient des chaînes oligosaccharidiques latérales 

formées de résidus galactoses et arabinoses liés à la position 3 du résidu 

galactose des unités répétitives du LPG (McConville et al., 1990). La figure 
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1 (section Figures et Légendes) décrit de façon schématique la structure du 

LPG chez L. donovani et L. major. 

Le polymorphisme structural du LPG permet à certaines espèces de 

Leishmania d'être véhiculées par des mouches d'espèces différentes 

(Pimenta et al., 1994). Les Leishmania qui expriment un LPG contenant des 

unités répétitives non substituées, comme c'est le cas chez L. donovani, 

sont transmis surtout par les mouches de l'espèce Phlebotomus argentipes 

tandis que L. major est transmis par Phlebotomus papatasi. 

La structure du LPG est modifiée au cours du développement du 

parasite. Les modifications les plus importantes se produisent lors de la 

métacyclogenèse du parasite à l'intérieur du système digestif de la mouche. 

Ce processus constitue un passage d'une forme non infectieuse, appelée 

procyclique, où les parasites se multiplient, vers une forme infectieuse, où 

les promastigotes ne se divisent plus et migrent vers la bouche de l'insecte. 

La métacyclogenèse s'accompagne d'une élongation marquée (environ le 

double) de la molécule du LPG causée par une augmentation du nombre 

d'unités disaccharidiques répétitives. Ce nombre peut atteindre 30 dans le 

cas de Leishmania donovani (McConville et Blackwell, 1991). 	Cette 

élongation permettrait de masquer certains sucres terminaux de la molécule 

et, ainsi, permettrait aux parasites métacycliques de se détacher de la paroi 

intestinale pour se rendre à la hauteur de la bouche afin d'être 

subséquemment injectés dans un mammifère (Sacks et Perkins, 1984, 

1985; Pimenta et al., 1992, Sacks et al., 1995). 
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À la suite de l'internalisation des promastigotes métacycliques dans 

les phagosomes de macrophages, survient leur transformation graduelle en 

la forme amastigote, qui constitue la forme réplicative chez les mammifères. 

Tel que mentionné plus haut, lors de cette transformation, le parasite devient 

résistant à l'environnement des phagolysosomes. Cette transformation se 

caractérise par la perte du flagelle, mais aussi par une diminution marquée 

de l'expression du LPG de surface (McConville et Blackwell, 1991). La 

quasi-disparition du LPG lors de la transformation des promastigotes en 

amastigotes indique que cette molécule n'est pas essentielle à la survie 

dans les phagolysosomes. 

Plusieurs rôles du LPG dans la survie des parasites autant chez la 

mouche que chez le mammifère ont été proposés (McNeely et Turco, 1990). 

Le LPG forme un glycocalix dense apte à protéger les promastigotes contre 

la dégradation dans le système digestif de la mouche (Schlein et al., 1990). 

De plus, lors de la métacyclogenèse des promastigotes, la modification du 

LPG permet la migration des promastigotes vers la bouche de l'insecte 

(Turco, 1990). Chez le mammifère, le LPG accomplit plusieurs fonctions 

avant l'internalisation des parasites dans les macrophages. Une des 

fonctions extracellulaires du LPG consiste à protéger le parasite contre les 

attaques du complément. 	En effet, les promastigotes métacycliques 

infectieux, sont beaucoup plus résistants à la lyse que les promastigotes 

procycliques non infectieux (Franke et al., 1985; Puentes et al., 1988). Ils 

résistent à l'attaque du complément en empêchant le recrutement du 

complexe C5-C9, qui lyse les microorganismes étrangers (Puentes et al., 
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1990). Une autre fonction extracellulaire du LPG est de faciliter la fixation 

des Leishmania aux macrophages (Handman et aL, 1985). Cette action est 

indirecte puisqu'elle requiert d'abord le captage de la protéine C3 du 

complément par le LPG (Puentes et aL, 1989). 	L'opsonisation des 

promastigotes par 03 facilite par la suite les interactions avec les récepteurs 

à complément CR1 et CR3 situés à la surface des macrophages (Da Silva et 

al., 1989; Mosser et Edelson, 1985; Talamàs-Rohana et al., 1990; Wilson et 

Pearson; 1988). Le processus de phagocytose qui s'amorce lors de 

l'activation de ces récepteurs ne déclenche pas les cascades d'activations 

cellulaires qui contribuent à la destruction des microorganismes dans les 

phagosomes (Wright et Silverstein, 1983). Par conséquent, l'internalisation 

via ces récepteurs favorise la survie des promastigotes dans les 

macrophages. 	Les Leishmania peuvent aussi pénétrer dans les 

macrophages, indépendamment du LPG, par les récepteurs à 

mannose/fucose (Wilson et Pearson, 1986). Ces récepteurs servent aussi à 

l'internalisation d'autres parasites, comme les mycobactéries, sans 

déclencher les fonctions bactéricides des macrophages (Astarie-Dequeker 

et ai., 1999). 

À l'intérieur des phagosomes, les parasites sont exposés à un 

environnement où des enzymes hydrolytiques s'accumulent graduellement. 

Pour survivre, les Leishmania doivent donc s'adapter, soit en neutralisant 

l'action des enzymes dégradatives, soit en y résistant (Alexander et 

Vickerman, 1975; Chang et Dwyer, 1976). Une étude suggère que le LPG 

pourrait jouer un rôle dans l'inactivation des enzymes dégradatives 
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contenues dans les lysosomes (El-On et al., 1980). En plus de protéger le 

parasite contre les enzymes dégradatives, le LPG pourrait servir de 

chélateur de calcium et autres cations divalents prévenant ainsi la 

production de radicaux hydroxyles toxiques lors de l'activation des 

macrophages (Eilam et aL, 1985; Homans et al., 1992). Le LPG influence 

aussi la transduction des signaux chez les macrophages. Une étude a 

permis de démontrer que le LPG est un inhibiteur puissant de la protéine 

kinase C (PKC) (Descoteaux et al., 1992). Cette kinase joue un rôle 

important dans la signalisation transmembranaire qui contrôle plusieurs 

fonctions cellulaires (revu dans Farago et Nishizuka, 1990; Houslay, 1991). 

Une de ces fonctions est le déclenchement de la flambée respiratoire chez 

les macrophages (revu dans Baggiolini et Wyman, 1990) qui mène à la 

production de radicaux oxygénés toxiques pour les Leishmania (Reiner et 

Kazura, 1982). Le mécanisme précis de l'inhibition de la PKC par le LPG 

est encore méconnu. Toutefois, on sait que le LPG n'empêche pas la 

translocation de cette kinase du cytosol vers la membrane plasmique 

(Descoteaux et al., 1992). Le LPG semble plutôt agir sur la PKC en 

empêchant le changement de sa conformation nécessaire à son activation 

(Giorgione et al., 1996). Les autres fonctions possibles du LPG incluent: le 

captage de radicaux toxiques avant qu'ils ne causent des dommages (Chan 

et al., 1989), l'inhibition de la production de IL-1 (Frankenburg et al., 1990), 

une cytokine importante pour l'activation des lymphocytes T (Unanue et 

Allen, 1987), l'inhibition du chimiotactisme (Frankenburg et al., 1990) et la 

réduction de la capacité des macrophages à lier le TNF, une cytokine qui 
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joue un rôle dans l'activation des macrophages (revu dans Sherry et 

Cerami, 1988). 

Tel que mentionné précédemment, une des fonctions probables du 

LPG, consiste à inhiber la fusion phagosome-endosome. Cette fonction du 

LPG a été mise en évidence en utilisant une approche biochimique et 

génétique. En effet, les mutants de Leishmania donovani LPG2-, qui 

expriment un LPG sans unité disaccharidique répétitive (Descoteaux et al., 

1995), induisent la formation de phagosomes très fusogéniques 

comparativement aux phagosomes formés lors de l'internalisation de 

promastigotes de type sauvage (Desjardins et Descoteaux, 1997). L'étude 

de Desjardins et Descoteaux (1997) a aussi montré que l'opsonisation du 

mutant LPG2- avec du LPG purifié permet à ce parasite d'induire la 

formation de phagosomes peu fusogéniques tel qu'observé chez la forme 

sauvage. Le nombre d'unités disaccharidiques répétitives du LPG semble 

être la clef d'une inhibition efficace de la fusion. En effet, le mutant RT5 de 

L. donovani, qui exprime seulement de 3 à 5 unités répétitives (McNeely et 

al., 1990), se retrouve dans des phagosomes dont le taux de fusion se situe 

entre ceux contenant la forme sauvage et le mutant LPG2-. 

La polymérisation des unités disaccharidiques répétitives (PO4-

6Gal(31-4Man) se produit dans l'appareil de Golgi (Carver et Turco, 1991). 

Ce processus implique vraisemblablement l'addition séquentielle et en 

alternance de résidus mannose et galactose directement à la chaîne 

naissante du LPG à partir de précurseurs nucléotidiques (Carver et Turco, 
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1991). Le gène lpg2 code pour un transporteur qui permet la translocation 

de résidus mannoses du cytoplasme vers l'appareil de Golgi (Ma et al., 

1997). Chez le mutant LPG2-, où le gène lpg2 n'est plus fonctionnel, 

l'absence de résidu mannose dans le Golgi ne permet donc pas la synthèse 

ni l'ajout des unités répétitives (PO4-6Gal[31-4Man) à un ensemble de 

molécules incluant, en plus du LPG, la phosphatase acide et les 

phosphoglycans sécrétés (1Ig et al., 1994). L'utilisation du mutant LPG2- ne 

permet donc pas de déterminer directement laquelle de ces molécules est 

responsable de l'altération des propriétés de fusion des phagosomes. La 

figure 1 (section Figures et Légendes) indique l'endroit où la synthèse du 

LPG est affectée par la mutation au gène lpg2. 

En plus de lpg2, un autre gène, le Ipg1, contribue à la biosynthèse du 

LPG. Ce gène joue un rôle dans la synthèse du noyau hexasaccharidique 

présent exclusivement sur la molécule du LPG (voir figure 1). 	Les 

modifications du noyau hexasaccharidique chez le mutant LPG1- ne permet 

pas l'ajout des unités répétitives disaccharidiques à la molécules de LPG. 

Contrairement au lpg2, le gène Ipgl n'affecte donc pas la synthèse des 

autres molécules qui possèdent des sous-unités disaccharidiques. Par 

conséquent, le mutant LPG1- devrait permettre de déterminer si d'autres 

molécules possédant des unités répétitives sont impliquées dans l'inhibition 

de la fusion des phagosomes avec les endosomes. 

Dans le présent travail, nous avons utilisé deux espèces de 

Leishmania et plusieurs mutants afin de déterminer quelle partie de la 
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molécule du LPG est essentielle à l'inhibition de la fusion (Fig. 1). Nous 

avons employé L. donovani, qui synthétise un LPG de structure linéaire, et 

L. major, qui synthétise un LPG plus complexe comportant des chaînes 

oligosaccharidiques latérales. Nous avons aussi employé 3 mutants: 

LPG2-, un mutant de L. donovani, qui n'ajoute pas d'unité disaccharidique 

sur plusieurs molécules de surface en plus du LPG; LPG1-, un autre mutant 

de L. donovani, dont le LPG est la seule molécule qui ne possède pas 

d'unité disaccharidique; et Spock, un mutant de L. major, qui synthétise un 

LPG sans chaîne oligosaccharidique latérale (Fig. 1). Il est à noter que ce 

dernier mutant produit un LPG de structure semblable à celui de L. 

donovani. Par un essai de fusion intracellulaire en microscopie 

électronique basé sur le transfert de particules d'or des endosomes vers les 

phagosomes, le niveau de fusion de phagosomes contenant les différentes 

populations de Leishmania a été évalué. Les résultats obtenus montrent 

que les sous-unités disaccharidiques répétitives attachées au LPG, mais 

pas à d'autres molécules de surface, sont essentielles à l'inhibition de la 

fusion. De plus, l'inhibition de la fusion induite par le LPG est plus efficace 

envers les endosomes tardifs qu'envers les endosomes précoces. Ces 

résultats suggèrent que les promastigotes de Leishmania survivent dans les 

macrophages en inhibant la fusion avec des compartiments contenant des 

enzymes hydrolytiques. Finalement, le LPG ne semble pas suffisant à 

l'inhibition de la fusion puisque des parasites morts avant leur 

internalisation qui possèdent toujours du LPG n'inhibent pas la fusion. 

Cependant, s'ils sont tués après leur internalisation dans les phagosomes, 

ces derniers demeurent peu fusogéniques, ce qui suggère que les 
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propriétés de fusion des phagosomes sont déterminées par un processus 

actif, peu de temps après l'internalisation des parasites. 
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MATERIELS ET METHODES 

Culture cellulaire 

Les macrophages de la lignée cellulaire murine J774 ont été cultivés 

dans du DMEM (Gibco/Life Technologies) auquel 10% de sérum de veau 

foetal (SVF) décomplémenté à la chaleur, 1% de glutamine, 100 U/ml de 

pénicilline et 100 //g/mi de streptomycine ont été ajoutés. Les cellules ont 

été conservées à 37°C dans une atmosphère contenant 5% de 002, jusqu'à 

une confluence d'environ 80 à 100%. Les cellules n'ont pas été gardées 

plus de 15 passages en culture après la décongélation. Les promastigotes 

de Leishmania donovanide type sauvage et les mutants LPG2- et LPG1- de 

la souche soudanaise 1S ont été cultivés à 26 °C dans du RPMI 1640 

(Gibco/Life Technologies) contenant 20% de SVF caractérisé (Hyclone), 

100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine, 0,1 mM d'adénine, 20 

mM de MES, 0,0005% d'heme dans 50% triéthanolamine, 1pg/m1 de 6-

bioptérine et 0,0001% de biotine dans 95% d'éthanol, le tout tamponné à 

pH 5,5 avec du HCI. Les promastigotes de Leishmania majorVI et le mutant 

Spock ont été cultivés dans le même milieu sans MES, mais contenant 

seulement 10% de SVF et 10 mM d'Hepes, le tout tamponné à pH 7,3 avec 

du NaOH. Toutes les souches de Leishmania ont été cultivées jusqu'à la 

phase stationnaire avant chaque expérience, et le milieu de culture a été 

remplacé par du milieu frais la veille des expériences. 
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Essai de fusion intracellulaire entre des phagosomes contenant 
des Leishmania et des endosomes contenant de l'albumine-or 

Pour évaluer le niveau de fusion entre les phagosomes contenant 

des Leishmania et les endosomes, un essai de fusion intracellulaire en 

microscopie électronique a été utilisé. Pour ce faire, deux jours avant les 

expériences, nous avons permis l'adhérence des cellules J774 dans des 

pétris de 35 mm de diamètre traités pour la culture cellulaire (Falcon 3001), 

afin d'atteindre une confluence d'environ 80-100% (environ 2 x 106  

cellules/pétri). 

Formation des phagosomes 

Les macrophages ont été infectés avec des Leishmania en phase 

stationnaire de croissance (au quatrième jour de culture), pendant 60 

minutes à 37 °C. L'infection a été effectuée avec un ratio de 10 parasites 

pour 1 macrophage pour tous les parasites utilisés à l'exception des 

mutants LPG1- et LPG2-, où un ratio de 5 pour 1 suffit pour obtenir le même 

nombre de phagosomes. Après l'internalisation, les cellules ont été lavées 

avec du PBS froid sur glace pour éliminer les parasites non internalisés. 

Les cellules ont ensuite été incubées 60 minutes dans du milieu de culture à 

37 °C pour permettre l'internalisation complète des parasites attachés aux 

cellules. 
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Formation des endosomes chargés d'or 

Pour charger les endosomes, les cellules infectées ont été incubées 

30 minutes à 37 °C dans du DMEM contenant des particules d'or colloïdal 

de 16 nm de diamètre opsonisées avec de l'albumine sérique bovine (BSA). 

Par la suite, les cellules ont été lavées avec du PBS froid 3 fois 5 minutes 

sur glace et incubées à nouveau 30 minutes dans du milieu de culture à 37 

°C pour permettre l'interaction des endosomes chargées d'or avec les 

phagosomes contenant les Leishmania. À la fin de cette étape, les cellules 

ont été préparées pour la microscopie électronique. Pour ce faire, elles ont 

été fixées 1 heure à 4 °C dans un tampon cacodylate 1M à pH 7,4 contenant 

2% de glutaraldehyde, lavées 3 fois 3 minutes dans le tampon cacodylate et 

post-fixées au tétroxyde d'osmium 1% dans le tampon cacodylate 1 heure à 

4 °C. Ensuite, les cellules ont été déshydratées séquentiellement avec de 

l'éthanol 30, 50, 70 et 95% 3 minutes chaque fois et à l'éthanol 100% 3 fois 

5 minutes. Les cellules ont ensuite été imprégnées dans un mélange 

d'Epon 812 et d'éthanol (1:1) une heure à la température de la pièce et 

laissées toute la nuit dans un mélange d'Epon pur. Le lendemain, l'Epon a 

été échangé par un mélange d'Epon frais contenant le catalyseur qui 

permet la polymérisation, qui se fait pendant 3 jours dans un four à 60 °C. 

Des coupes ultra-minces des cellules ont été effectuées à l'ultramicrotome 

et déposées sur des grilles de nickel. Ces coupes ont par la suite été 

colorées à l'acétate d'uranyle 3% dans de l'eau bidistillée pendant 10 

minutes et au citrate de plomb pendant 7 minutes avant d'être observées au 

microscope électronique Zeiss 902. Le niveau de fusion des phagosomes a 
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été évalué selon la présence ou non de particules d'or à l'intérieur des 

phagosomes. 	La présence d'une seule particule d'or suffisait pour 

considérer qu'il y avait eu fusion. Pour chaque condition testée, au moins 

100 phagosomes ont été comptés sur des coupes non sériées. Chaque 

expérience a été exécutée un minimum de 3 fois. 

Essai de fusion intracellulaire en microscopie électronique avec 
les Leishmania dans leur forme amastigote 

Pour évaluer le rôle du LPG et du flagelle dans l'inhibition de la 

fusion chez les parasites dans leur forme amastigote, l'essai de fusion a été 

fait sur des amastigotes extraits de hamsters infectés, qui n'expriment pas 

de LPG, et sur des amastigotes différenciés en culture, qui expriment 

toujours du LPG à leur surface. 

Production d'amastigotes in vitro (ALFs) 

Les ALFs ont été produits en incubant les promastigotes en fin de 

phase exponentielle ou en début de phase stationnaire (au troisième jour 

de culture) dans leur milieu de culture à 37 °C pendant au moins 36 heures 

dans une atmosphère contenant 5% de CO2. La disparition du flagelle 

servait de critère pour signaler la transformation en ALFs. Les essais de 

fusion intracellulaire ont été exécutés tel que décrit plus haut. 
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Production d'amastigotes in vivo 

Les amastigotes in vivo ont été générés en infectant des hamsters par 

une injection intrapéritonéale de 1 ml de milieu de culture contenant 1 x 107  

promastigotes ou amastigotes de Leishmania fraîchement décongelés. Les 

animaux ont été sacrifiés par asphyxie au CO2  dès qu'ils ont présenté des 

signes évidents de maladie (après 1 ou 2 mois), et la rate a été recueillie 

dans du milieu de culture à Leishmania, coupée en petits morceaux et 

homogénéisée. L'homogénat a ensuite été centrifugé 5 minutes à 800 rpm 

à 4 °C pour se débarrasser des débris cellulaires de la rate. Cette étape a 

été répétée 3 fois pour enlever le plus de débris possible. Par la suite, les 

amastigotes ont été récoltés par une centrifugation de 10 minutes à 2800 

rpm. Le culot a été resuspendu dans environ 7 ml de NH4CI 0,17 M froid et 

laissé reposer 10 minutes sur glace afin de lyser les globules rouges. Ce 

mélange a ensuite été dilué dans le même volume de milieu de culture puis 

centrifugé 5 minutes à 800 rpm afin d'enlever les débris cellulaires. Le 

surnageant a ensuite été centrifugé à 2800 rom pour générer un culot 

d'amastigotes, qui ont été resuspendus dans 10 ml de milieu de culture à 

Leishmania. La culture a ensuite été filtrée séquentiellement à l'aide de 

filtres contenant des pores de 8 prn et de 5 pm. Après l'extraction, les 

parasites ont immédiatement été utilisés pour l'infection des macrophages 

en culture afin d'éviter leur différentiation en promastigotes. 
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Essai de fusion avec des Leishmania tués avant leur inter-
nalisation dans les cellules 

Pour déterminer si la viabilité des parasites est essentielle à 

l'inhibition de la fusion entre les phagosomes et les endosomes, le niveau 

de fusion des phagosomes formés à partir de l'internalisation de parasites 

morts et vivants a été évalué. Les Leishmania ont été tués par une 

incubation de 20 minutes dans du DMEM complet à 45 °C avant 

l'internalisation dans les macrophages. L'immobilité du flagelle a servi de 

critère pour évaluer la mortalité des Leishmania. Puisque les parasites 

morts sont rapidement dégradés à l'intérieur des phagosomes, l'essai de 

fusion a été modifié afin de permettre aux parasites morts de résider le plus 

brièvement possible dans les macrophages. Pour ce faire, le chargement 

des endosomes avec la BSA-or a été effectué en premier par une 

incubation de 30 minutes et une chasse de 2 heures. Les Leishmania ont 

ensuite été internalisés pendant 60 minutes. Les cellules ont été préparées 

directement pour la microscopie électronique tel que décrit plus haut. 

Essai de fusion avec des Leishmania tués après leur inter-
nalisation dans les cellules 

Puisque nos résultats indiquent que les parasites tués avant leur 

internalisation dans les cellules induisent la formation de phagosomes très 

fusogéniques, contrairement aux vivants, nous avons vérifié si le fait de tuer 

les parasites après leur internalisation faisait en sorte que les phagosomes 

se remettent à fusionner avec les endosomes. Pour ce faire, les endosomes 

ont été chargés de BSA-or par une incubation de 30 minutes puis chassés 
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120 minutes. Par la suite, les Leishmania ont été internalisés 60 minutes, 

puis chassé 30 minutes. Les Leishmania ont ensuite été tués dans les 

cellules par une incubation de 10 minutes avec du DMEM contenant 10-5 M 

de violet de cristal, un transporteur d'électrons toxique pour les Leishmania, 

mais sans effet apparent sur les macrophages (Mauel, 1984). Les cellules 

ont ensuite été lavées du produit par 3 lavages de 2 minutes dans du PBS 

froid puis incubées 2 heures pour permettre l'action du violet de cristal sur 

les Leishmania et les interactions entre les phagosomes et les endosomes. 

Comme contrôle, toutes ces étapes ont été répétées en employant des billes 

de latex plutôt que des Leishmania. 

Essai de survie avec des Leishmania dans des cellules traitées 
avec du violet de cristal 

Pour vérifier si le violet de cristal est efficace à tuer les Leishmania 

dans les cellules, un essai de survie avec des Leishmania qui expriment un 

gène rapporteur codant pour l'enzyme luciférase a été effectué (St-Denis et 

al., soumis). Puisque cette enzyme n'est synthétisée que par les parasites 

vivants, la mesure de son activité permet d'établir une corrélation entre la 

quantité de lumière émise lors de la réaction avec le substrat et la quantité 

de Leishmania vivants. Pour faire cet essai, 125 000 J774 ont été mises en 

culture dans des puits de 1,5 cm de diamètre (Falcon 3047). Durant une 

période de quinze heures, les cellules se sont collées et multipliées jusqu'à 

un nombre moyen de 200 000/puits. Ensuite, les Leishmania, exprimant la 

luciférase, ont été internalisés 60 minutes dans les cellules avec un ratio 

parasites/cellule de 10 pour 1. Par la suite les cellules ont été lavées dans 
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du PBS froid pour enlever les Leishmania non internalisés, puis incubées 

60 minutes à 37 °C pour permettre l'internalisation de tous les Leishmania. 

Les cellules ont ensuite été incubées 10 minutes à 37 °C dans du milieu 

contenant 10-5 M de violet de cristal. Après 3 lavages de 2 minutes au PBS, 

le transporteur d'électrons a été chassé 0, 30 et 60 minutes pour lui 

permettre de tuer les Leishmania. Après ces temps de chasse, le milieu a 

été enlevé, les cellules lysées, et le lysat lu au luminomètre selon la 

méthode du Luciferase Assay System (Promega E1500). 

Essai de fusion en microscopie électronique entre des 
phagosomes contenant des Leishmania et différentes 
populations d'endosomes 

Pour étudier la fusion des phagosomes contenant des Leishmania 

avec différentes populations d'endosomes, l'or a été internalisé 30 minutes 

et chassé 15 minutes, 2 et 15 heures pour obtenir respectivement des 

endosomes précoces, tardifs et des lysosomes. Après cette étape, les 

Leishmania ont été internalisés pendant 60 minutes et chassés 60 minutes 

ou 4 heures. Par la suite, les échantillons ont été traités pour la microscopie 

électronique, tel que décrit plus haut. 

Détection du LPG de surface par immunofluorescence 

Pour évaluer la présence du LPG à la surface des différentes 

populations de Leishmania, 10 pl de milieu de culture contenant des 

Leishmania ont été déposés sur des lamelles et fixés avec du méthanol 
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20%/acétone 80% 20 minutes à —20 °C. Les Leishmania ont été lavés et 

réhydratés dans du PBS 2x5 minutes et 2x10 minutes, puis bloqués 10 

minutes dans du PBS contenant 2% de BSA fraction V (Sigma) et 0,2 % de 

gélatine. Par la suite, les lamelles ont été incubées 60 minutes avec 

l'anticorps monoclonal de souris CA7AE (dilution 1:1000 dans la solution de 

blocage), qui reconnaît les unités répétitives disaccharidiques (Toison et al., 

1989). Les lamelles ont ensuite été lavées 3 fois 2 minutes dans du PBS 

1% BSA et incubées 30 minutes avec un anticorps de chèvre anti-IgM de 

souris (dilution 1:250 dans la solution de lavage) couplé au Texas-Red. Les 

lamelles ont par la suite été lavées 3 fois 2 minutes dans du PBS 1% BSA et 

une fois dans du PBS, pour ensuite être montées sur lame et observées au 

microscope à fluorescence. 
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R ES U LTATS 

Les agents pathogènes intracellulaires ont développé diverses 

stratégies afin de survivre dans leurs cellules hôtes. Dans plusieurs cas, 

une des caractéristiques de ces stratégies consiste en l'inhibition de la 

biogenèse des phagolysosomes afin d'éviter l'importation de molécules 

toxiques vers le phagosome. Notre laboratoire a déjà fourni plusieurs 

indications qui suggèrent que l'inhibition de la fusion phagosome- 

endosome joue un rôle dans la survie des promastigotes de Leishmania 

donovani peu de temps après leur entrée dans les macrophages. Les 

résultats ont montré que les unités disaccharidiques répétitives 

phosphorylées du lipophosphoglycan, la principale molécule de surface de 

Leishmania, sont possiblement impliquées dans le processus d'inhibition de 

fusion (Desjardins et Descoteaux, 1997). Dans la présente étude, nous 

avons utilisé plusieurs mutants de Leishmania donovani, inaptes à 

synthétiser normalement le LPG, et la souche L. major, qui synthétise un 

LPG de structure plus complexe, afin d'étudier plus en détail le rôle du LPG 

dans l'inhibition de la fusion phagosome-endosome. 

Les propriétés de fusion des phagosomes ont été évaluées en 

utilisant un essai de fusion intracellulaire qui mesure, en microscopie 

électronique, le transfert de la BSA-or des endosomes vers les 

phagosomes. Les avantages de ce système sont d'être sensible et de 

permettre une évaluation quantitative. Nous avons tout d'abord mesuré les 
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propriétés de fusion de phagosomes contenant les deux espèces de 

Leishmania. En plus de L. donovani, nous avons choisi L. major, parce que 

ce parasite produit un LPG comportant plus d'unités disaccharidiques 

répétitives que celui de L. donovani, auxquelles des chaînes 

oligosaccharidiques latérales sont attachées à la position 3 du résidu 

galactose. L'observation en microscopie électronique montre que dans la 

plupart des cas, il y a absence de particule d'or à l'intérieur des 

phagosomes contenant les L. major, et ce, malgré la présence d'endosomes 

chargés d'or qui gravitent autour des phagosomes (fig. 2). Les résultats 

quantitatifs des essais de fusion confirment que L. major, aussi bien que L. 

donovani, induit la formation de phagosomes qui fusionnent peu avec les 

endosomes chargés d'or. Ces deux types de phagosomes ont des 

propriétés de fusion similaires (fig. 3) et sont beaucoup moins 

fusogéniques que des phagosomes contenant des billes de latex 

(Desjardins et Descoteaux, 1997). Nous avons aussi quantifié le nombre de 

particules de BSA-or présentes dans les phagosomes. Cette quantification 

a généré une distribution similaire pour chaque type de Leishmania (fig. 4). 

Ces résultats indiquent que des Leishmania de différentes espèces, qui 

expriment des LPG de structure différente, sont capables d'inhiber la fusion 

phagosome-endosome à des niveaux similaires. 

Par la suite, nous avons déterminé si les chaînes oligosaccharidiques 

latérales du LPG de L. major jouent un rôle dans l'altération des propriétés 

fusogéniques des phagosomes. Pour ce faire, nous avons comparé le 

niveau de fusion de phagosomes contenant le L. major de type sauvage et 
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le mutant Spock, qui n'exprime pas de chaîne latérale. L'observation au 

microscope électronique montre que les phagosomes contenant le mutant 

Spock, tout comme ceux contenant le L. major de type sauvage, fusionnent 

peu avec des endosomes chargés d'or (fig. 2) Les résultats quantitatifs 

obtenus montrent que le niveau de fusion des phagosomes contenant le 

mutant Spock est similaire à celui des phagosomes contenant le L. major de 

type sauvage. 	Ainsi, il est peu probable que les chaînes 

oligosaccharidiques latérales jouent un rôle important dans l'inhibition de la 

fusion phagosome-endosome. 

Après avoir déterminé que les chaînes oligosaccharidiques latérales 

ne participent pas à l'inhibition de la fusion, nous avons étudié plus 

précisément le rôle des unités disaccharidiques répétitives du LPG. Une 

étude précédente faite au laboratoire (Desjardins et Descoteaux, 1997) a 

démontré que les unités répétitives, possiblement celles présentes sur le 

LPG, jouent un rôle dans l'inhibition de la fusion phagosome-endosome. En 

effet, cette étude a démontré que les phagosomes contenant le mutant 

LPG2- de L. donovani fusionnent beaucoup plus avec les organites 

endocytaires que les phagosomes contenant le L. donovani de type 

sauvage. Le gène lpg2 code pour une protéine localisée dans la 

membrane de l'appareil de Golgi et impliquée dans le transport de résidus 

mannoses du cytoplasme vers la lumière du Golgi (Ma et al., 1997). Chez 

les mutants LPG2-, cette protéine est incapable de transporter les résidus 

mannoses vers le Golgi, lieu de synthèse du LPG, ce qui résulte en une 

altération de la biosynthèse des unités disaccharidiques répétitives qui 
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comprennent un résidu mannose. Les mutants LPG2- produisent donc un 

LPG de surface qui ne contient aucune unité répétitive. Toutefois, le LPG 

n'est pas la seule molécule affectée par la mutation au gène lpg2. En effet, 

des unités disaccharidiques sont aussi présentes chez d'autres 

macromolécules du parasite comme la phosphatase acide et les 

phosphoglycans sécrétés (1Ig et al., 1994). Il est donc possible que ces 

molécules participent aussi à l'inhibition de la fusion des phagosomes dans 

la cellule hôte. Afin de démontrer que le LPG est bel et bien la molécule qui 

joue un rôle dans l'inhibition de la fusion phagosome-endosome, nous 

avons utilisé un mutant de L. donovani muté au gène lpgl(Privé et al., 

soumis). Ce gène code pour une galactofuranosyl transférase essentielle à 

la synthèse du noyau de la molécule du LPG (Huang et Turco, 1993). Chez 

ce mutant, les unités disaccharidiques répétitives ne peuvent être ajoutées à 

un noyau incomplet. Par conséquent, une forme tronquée de LPG 

semblable à celle exprimée par le mutant LPG2- se retrouve à la surface 

des parasites. Précisons à nouveau que, contrairement au mutant LPG2-, 

les autres protéines contenant des unités disaccharidiques répétitives ne 

sont pas affectées chez le mutant LPG1-. 

Un immunomarquage avec l'anticorps CA7AE, qui reconnaît les 

unités répétitives phosphorylées du LPG, révèle que le LPG couvre toute la 

surface des promastigotes de L. donovani de type sauvage (fig. 5). On 

constate aussi l'absence de signal chez les mutants LPG2- qui ne 

produisent pas d'unité répétitive, alors que le mutant LPG1- est marqué 

d'une manière pointillée. Ce résultat indique que, malgré l'absence d'unité 
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disaccharidique sur le LPG de ce mutant, d'autres molécules qui ne 

recouvrent pas entièrement sa surface en contiennent toujours. Ces 

résultats démontrent que l'utilisation des mutants LPG2- et LPG1- s'avère 

être un bon système pour déterminer avec exactitude si le LPG est 

responsable de l'inhibition de la fusion des phagosomes ou si d'autres 

molécules des parasites contenant des sous-unités répétitives sont 

impliquées. 

L'observation au microscope électronique montre que, généralement, 

les phagosomes contenant les promastigotes de L. donovani de type 

sauvage fusionnent peu avec des endosomes chargés d'or (fig. 6). Par 

contre, les phagosomes contenant les mutants LPG1- et LPG2-, contiennent 

de nombreuses particules d'or provenant de la fusion avec des endosomes. 

Les résultats quantitatifs des essais de fusion nous révèlent que les 

phagosomes contenant les mutants LPG2- ou LPG1- ont un taux de fusion 

beaucoup plus élevé avec les endosomes chargés d'or que les 

phagosomes contenant le L. donovani de type sauvage (fig. 3B). Tous 

ces résultats démontrent clairement que le LPG est la molécule principale 

contenant des unités répétitives impliquée dans la modification des 

propriétés de fusion des phagosomes. Les autres molécules qui possèdent 

des unités répétitives, toujours présentes chez LPG1-, ne semblent pas 

avoir d'effet sur l'inhibition de la fusion . 

Contrairement à nos résultats qui indiquent que les promastigotes de 

Leishmania résident dans des phagosomes qui sont peu fusogéniques 
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envers les endosomes, plusieurs groupes ont déjà montré que les 

amastigotes de Leishmania résident dans des compartiments très 

fusogéniques qui possèdent certaines caractéristiques des 

phagolysosomes (Antoine et aL, 1990; Prina et al., 1990; Russell et al., 

1992; Lang et aL, 1994). Cette différence est possiblement attribuable au 

fait que les promastigotes possèdent du LPG à leur surface alors que cette 

molécule est absente chez l'amastigote. En effet, lors de la transformation 

des promastigotes en amastigotes dans les phagosomes de macrophages, 

le parasite modifie sa morphologie (perte du flagelle) et perd son LPG 

(McConville et Blackwell, 1991). Afin d'étudier l'implication de cette perte du 

LPG de surface ou du flagelle dans la restauration de la fusogénicité des 

phagosomes, nous avons évalué les propriétés de fusion de phagosomes 

contenant des amastigotes fraîchement extraits de rate de hamsters infectés 

ou des amastigotes différentiés in vitro, aussi appelés ALF (amastigote-like 

form). Cette forme in vitro d'amastigote ressemble morphologiquement à 

son homologue in vivo par l'absence du flagelle. Cependant, il exprime 

toujours du LPG à sa surface. 

Effectivement, l'immunomarquage en fluorescence montre que les 

amastigotes extraits de hamsters infectés n'expriment pas de LPG à des 

niveaux détectables, alors que les ALFs expriment toujours le LPG à leur 

surface malgré l'absence du flagelle (fig. 5). L'observation au microscope 

électronique montre que la plupart des phagosomes contenant des 

amastigotes sans LPG contiennent de nombreuses particules d'or 

provenant des endosomes, alors que les phagosomes contenant des ALFs 
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fusionnent peu avec les endosomes chargés d'or (fig. 7). Les résultats 

quantitatifs des essais de fusion montrent que les phagosomes contenant 

les amastigotes fusionnent beaucoup plus que les phagosomes contenant 

les ALFs (fig. 3 C). De plus, les phagosomes contenant des ALFs, ont un 

niveau de fusion comparable à celui des phagosomes contenant des 

promastigotes. Encore une fois, ces résultats confirment l'implication du 

LPG dans l'inhibition de la fusion des phagosomes. Ils suggèrent aussi que 

la perte du LPG lors de la transformation des promastigotes en amastigotes 

doit s'accompagner de la levée de l'inhibition de fusion, ce qui explique 

pourquoi les amastigotes sont observés dans les phagolysosomes par de 

nombreux groupes. 

Plusieurs études ont déjà montré que divers parasites inhibent la 

fusion phagosome-endosome afin de survivre à l'intérieur des macrophages 

(revue dans Sinai et Joiner, 1997). 	Par contre, lorsque ces 

microorganismes sont tués avant leur internalisation, les phagosomes 

formés fusionnent alors normalement avec les endosomes et se 

transforment en phagolysosomes. 	Ces résultats suggèrent que ces 

pathogènes arrivent à contrôler la maturation des phagosomes par un 

processus actif auquel la viabilité est essentielle. Afin de déterminer si 

l'inhibition de la fusion phagosome-endosome par les promastigotes de 

Leishmania est un processus actif, nous avons comparé le taux de fusion de 

phagosomes formés par l'internalisation de parasites vivants et par 

l'internalisation de parasites tués à la chaleur. Les résultats quantitatifs 

montrent que les phagosomes formés par les parasites morts fusionnent 
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environ deux fois plus que les phagosomes formés par les parasites vivants 

(fig. 8A). Pour éliminer la possibilité que les parasites tués à la chaleur 

puissent perdre leur LPG sous l'action de la chaleur, nous avons fait un 

immunomarquage du LPG sur les parasites vivants et morts . Les résultats 

montrent que les parasites morts aussi bien que les vivants, expriment du 

LPG à leur surface (fig. 5). À la suite de ces résultats, nous avons évalué si 

le fait de tuer les parasites après leur internalisation dans les phagosomes a 

des conséquences sur les propriétés fusogéniques de ces organites. Les 

résultats quantitatifs montrent que tuer les Leishmania avec le transporteur 

d'électron violet de cristal, une fois qu'ils sont à l'intérieur de phagosomes, 

n'a pas d'effet sur le taux de fusion de ces compartiments (fig. 8B). Ce 

résultat suggère que le destin intracellulaire des phagosomes contenant les 

Leishmania est déterminé au moment de l'entrée des parasites dans les 

cellules ou très tôt après l'internalisation des parasites. 

Nous avons choisi le violet de cristal, puisqu'il semble efficace à tuer 

les parasites dans leur compartiment intracellulaire sans altérer la 

morphologie des cellules (Mauel, 1984). Toutefois, afin de s'assurer de son 

efficacité nous avons fait des essais de survie avec des Leishmania 

transfectés avec la luciférase. La luciférase, produite seulement par des 

parasites vivants, nous permet d'établir une corrélation entre la survie des 

Leishmania et la quantité de lumière émise lors de la réaction entre 

l'enzyme et son substrat. Les résultats de l'essai de survie montrent que le 

violet de cristal tue les Leishmania d'une façon dose-dépendante et temps- 

dépendante (fig. 9). La concentration de le M a été retenue pour nos 
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expériences, car nous avons déterminé, en microscopie électronique, que 

les concentrations supérieures altèrent morphologiquement les cellules 

(présence de grosses vacuoles, membranes moins bien définies), ce qui 

peut altérer les fonctions cellulaires ou rendre difficiles les comptages en 

microscopie électronique. 

Des études ont montré que la biogenèse des phagolysosomes se 

produit lors d'une série d'interactions entre les phagosomes et différents 

compartiments endocytaires (Desjardins et al., 1994a, 1997). En effet, les 

phagosomes nouvellement formés fusionnent séquentiellement avec les 

endosomes précoces, les endosomes tardifs et les lysosomes. Cette série 

d'événements de fusion permet la maturation des phagosomes vers les 

phagolysosomes (Desjardins, 1995; Desjardins et al., 1997). Si la stratégie 

de survie des Leishmania consiste à éviter de se retrouver dans 

l'environnement hostile des phagolysosomes enrichis d'hydrolases, il est 

probable que ces parasites inhibent préférentiellement la fusion entre les 

phagosomes et les organites endocytaires tardifs contenant ces enzymes, 

plutôt qu'avec les endosomes précoces. Pour vérifier cette hypothèse, nous 

avons évalué le niveau de fusion entre les phagosomes contenant les 

mutants et le Leishmania de type sauvage et différentes populations 

d'organites endocytaires de plus en plus tardives. Pour ce faire, nous avons 

chargé les endosomes de particules de BSA-or en augmentant le temps de 

chasse de l'or, afin de former des endosomes précoces, tardifs et finalement 

des lysosomes. Ensuite, nous avons infecté les cellules avec les 

promastigotes de type sauvage et les mutants LPG2- et LPG1-. Les 
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résultats quantitatifs du transfert de l'or des différents endosomes vers les 

phagosomes montrent que les phagosomes contenant les mutants 

fusionnent 30% plus avec les endosomes précoces que les phagosomes 

contenant le parasite de type sauvage (fig. 1 OA). Cette différence est 

beaucoup plus importante si les phagosomes interagissent avec des 

endosomes tardifs ou des lysosomes. En effet, les phagosomes contenant 

les mutants fusionnent environ 100% plus avec les endosomes tardifs âgés 

de deux heures que les phagosomes contenant le parasite du type 

sauvage. De plus, la différence de fusion est beaucoup plus prononcée 

lorsque les phagosomes interagissent avec des lysosomes de 15 heures et 

peut s'élever jusqu'à près de 200%. Les différences entres les phagosomes 

contenant les mutants et ceux contenant le type sauvage persistent même si 

les parasites sont chassés pendant 4 heures (fig. 1 OB) Ces résultats 

démontrent que L. donovani a développé une stratégie de survie qui 

consiste à inhiber d'une façon persistante la fusion du compartiment où il 

réside avec les endosomes plus tardifs enrichis en enzymes dégradatives. 
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Figure 1 

Schéma de la molécule du lipophosphoglycan chez L. major. et  
L. donovani. 

Cette figure décrit de façon schématique la structure du LPG chez les deux 
espèces de Leishmania étudiées L. major et L. donovani ainsi que chez le 
mutant de L. major, Spock, et deux mutants de L. donovani, LPG2- et LPG1-. 
En bas, des flèches indiquent les étapes où les mutations aux gènes ipg2 et 
lpg1 affectent la synthèse de la molécule du LPG. 
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Figure 2 

Micrographie illustrant les propriétés de fusion de phagosomes 
contenant le parasite L. major ou le mutant Spock. 

La photo du haut montre un phagosome contenant un promastigote de L. 
major. L'absence de particule d'or à l'intérieur du phagosome montre qu'il 
n'y a pas eu fusion avec les endosomes chargés d'or qui se trouvent en 
périphérie. (7000X). 

La photo du bas montre des phagosomes contenant le mutant Spock de L. 
major, qui ne synthétise pas de chaîne oligosaccharidique latérale (Fig. 1). 
Chez ces phagosomes, il y a absence de particule d'or à l'intérieur dans la 
lumière, indiquant que les chaînes latérales ne participent pas de façon 
significative à l'inhibition de fusion (7000X). 
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Figure 3 

Analyses quantitatives des essais de fusion intracellulaire en 
microscopie électronique décrivant les propriétés fusogéniques 
de phagosomes contenant différentes populations de Leish-
mania. 

Les Leishmania ont été internalisés 60 minutes, puis chassés 60 minutes. 
Par la suite, l'albumine-or a été internalisée 30 minutes, puis chassée 30 
minutes. Au microscope électronique, les événements de fusion ont été 
quantifiés. La présence d'une particule d'or à l'intérieur d'un phagosome 
suffit pour considérer qu'il y a eu fusion entre le phagosome et un 
endosome. 

Afin de faciliter la compréhension des résultats, toutes les données sont 
représentées en "Index de fusion". Dans cet index, le nombre 100 a été 
arbitrairement attribué à la valeur de fusion (le pourcentage de phagosomes 
contenant de l'or), obtenue pour les phagosomes contenant des L. donovani 
de type sauvage. Les valeurs de fusion obtenues pour les autres 
Leishmania, en pourcentage, ont été ajustées en respectant les proportions. 
Pour chaque échantillon, 100 phagosomes par coupe choisie au hasard ont 
été comptés sur un minimum de 3 coupes non sériées. 

A) Comparaison du niveau de fusion entre les phagosomes contenant L. 
donovani et L. major. Les phagosomes contenant L. major et le mutant 
Spock sans chaîne latérale ont le même taux de fusion et fusionnent 25% 
moins que les phagosomes contenant L. donovani de type sauvage, une 
différence qui n'est pas significative (Test Anova p=0,15). 

B) Comparaison du niveau de fusion entre les phagosomes contenant le L. 
donovani de type sauvage et ceux contenant les mutants LPG1- et LPG2-. 
Les phagosomes contenant les mutants, qui ne synthétisent pas les unités 
disaccharidiques répétitives du LPG, sont environ 60% plus fusogéniques 
que les phagosomes contenant L. donovani de type sauvage. Les 
différences entre les mutants LPG1-, LPG2- et le type sauvage sont 
significatives (Test Anova: p=0,0009; Test de t post-hoc: p=0,002 et p=0,005 
respectivement). 

C) Comparaison du niveau de fusion entre les phagosomes contenant les 
promastigotes de L. donovani, les amastigotes générés in vitro (ALF) et les 
amastigotes in vivo. Les phagosomes contenant les ALFs, qui synthétisent 
toujours du LPG, ont le même taux de fusion que les phagosomes contenant 
les promastigotes. 	Par contre, les phagosomes contenant les vrais 
amastigotes, qui ne synthétisent pas de LPG fusionnent 60% plus que les 
phagosomes contenant les promastigotes (Test Anova: p=0,0007; Test de t 
post-hoc entre promastigotes et amastigotes: p=0,0006 ). 
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Figure 4 

Quantification de l'albumine-or présente dans les phagosomes 
contenant L. donovani et L. major. 

Le nombre de particules d'or présentes dans 25 phagosomes a été compté 
pour chaque type de Leishmania. Les phagosomes sont répartis selon 
qu'ils contiennent 0, 1-50 ou 51 et + particules d'or. 	La distribution de l'or 
chez les phagosomes contenant les promastigotes de L. donovani, L. major 
et L. major Spock est semblable. 
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Figure 5 

lmmunomarquage en fluorescence du LPG à la surface des 
Leishmania. 

Les Leishmania ont été déposés sur des lamelles et fixés avec du méthanol 
20c:1/0/acétone 80%. Ils ont ensuite été réhydratés dans du PBS, puis 
bloqués dans du PBS contenant 2% de BSA fraction V (Sigma) et 0,2 % de 
gélatine. Par la suite, les Leishmania ont été incubés avec l'anticorps 
monoclonal de souris CA7AE, qui reconnaît les unités répétitives 
disaccharidiques, puis incubés avec un anticorps de chèvre anti-IgM de 
souris couplé au Texas-Red. Les lamelles ont ensuite été montées sur 
lame et observées au microscope à fluorescence. 

wt pro: 	Le marquage avec l'anticorps CA7AE dirigé contre les unités 
disaccharidiques phosphorylées répétitives est uniforme et 
réparti partout à la surface des promastigotes de L. donovani 
de type sauvage. 

wt killed: 	Les promastigotes tués expriment toujours du LPG à leur 
surface. 	L'intensité de marquage est similaire à l'intensité 
obtenue dans le cas des vivants représentés à gauche. 

LPG1-: Chez ce mutant, le marquage est pointillé plutôt qu'uniforme. 
Ce mutant n'exprime pas d'unité répétitive sur le LPG. 
Toutefois, il en exprime sur d'autres molécules de surface 
moins abondantes que le LPG, ce qui pourrait expliquer le 
marquage discontinu. 

wt Alf: 	Contrairement aux promastigotes, les ALFs ont une forme 
arrondie. Ils expriment toujours du LPG à leur surface. 

LPG2-: Le marquage est complètement négatif. Les mutants LPG2-
n'expriment aucune unité répétitive en surface. 

wt ama: 	Le marquage est négatif, ce qui démontre que la 
transformation du prornastigote en amastigote se traduit par la 
perte du LPG de surface (McConville et Blackwell, 1991). 

Les photos ont toutes été prises avec une exposition de 2 secondes 
(1000X). 
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Figure 6 

Micrographie illustrant les propriétés de fusion de phagosomes 
contenant le L. donovani de type sauvage et les mutants LPG2-
et LPG1-. 

La photo du haut montre un promastigote de L. donovani dans un 
phagosome. La présence du LPG à la surface des promastigotes permet la 
formation de phagosomes peu fusogéniques envers les endosomes 
(7000X). En effet, il n'y a pas eu fusion du phagosome avec les endosomes 
chargés d'or. 

Les photos du milieu et du bas montrent des phagosomes contenant 
respectivement le mutant LPG1- et LPG2- qui synthétisent une forme 
tronquée de LPG. Chez le LPG2- aucune molécule exprimée à la surface 
ne possède d'unité disaccharidique répétitive. Par contre, le LPG1- ajoute 
ces unités sur toutes les molécules qui en contiennent normalement sauf le 
LPG. Ces deux mutants induisent la formation de phagosomes très 
fusogéniques. En effet, la présence d'une très grande quantité de particules 
d'or à l'intérieur des phagosomes indique qu'il y a eu fusion avec des 
endosomes chargés d'or (7000X), ce qui indique que seulement les unités 
répétitives présentes sur le LPG, mais pas sur d'autres molécules, ont un 
impact sur les propriétés de fusion des phagosomes. 
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Figure 7 

Micrographie illustrant les propriétés de fusion de phagosomes 
contenant un amastigote in vivo et un amastigote généré in vitro 
(ALF). 

La photo du haut montre un phagosome contenant un L. donovani sous sa 
forme amastigote, qui ne synthétise pas de LPG de surface. La présence de 
particules d'or à l'intérieur du phagosome indique que le phagosome a 
fusionné avec des endosomes chargés d'or (12000X). 

La photos du bas montre un phagosome contenant un ALF. Bien que les 
ALFs ressemblent morphologiquement aux amastigotes, ils expriment 
toujours du LPG à leur surface. Par conséquent, ils induisent la formation 
de phagosomes peu fusogéniques. En effet, l'absence de particules d'or 
dans le phagosome indique qu'il n'y a pas eu fusion des phagosomes avec 
des endosomes chargés d'or (12000X). 
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Figure 8 

Analyses quantitatives des essais de fusion intracellulaire 
décrivant les propriétés de fusion des phagosomes contenant 
des parasites vivants et morts. 

A) Comparaison des niveaux de fusion de phagosomes contenant des L. 
donovani vivants ou des parasites tués à la chaleur par une incubation de 
20 minutes à 45 °C avant l'internalisation. Les phagosomes formés lors de 
l'internalisation de parasites morts fusionnent plus de deux fois plus que les 
phagosomes formés lors de l'internalisation de parasites vivants (Test de t: 
p=01007). Ce résultat suggère que la viabilité des parasites est nécessaire 
à l'inhibition de la fusion. 

B) Comparaison des niveaux de fusion de phagosomes contenant des L. 
donovani vivants et tués une fois à l'intérieur des cellules en incubant les 
cellules infectées 10 minutes, en présence de violet de cristal. Le fait de 
tuer les parasites à l'intérieur des phagosomes ne rend pas les 
phagosomes plus fusogéniques (Test de t: p=0,72). Ce résultat suggère 
que les propriétés fusogéniques des phagosomes sont déterminées au 
moment ou peu de temps après l'entrée des parasites dans leurs cellules 
hôtes, probablement par un processus actif (Voir A). Par la suite, la seule 
présence du LPG semble suffisante à maintenir l'inhibition de la fusion. 

En A) et B), pour chaque colonne représentée, 100 phagosomes par coupe 
ont été comptés sur un minimum de 3 coupes non sériées. 
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Figure 9 

Effet d'un transporteur d'électrons (violet de cristal) sur la survie 
intracellulaire de L. donovani. 

Dans cet essai, l'activité de la luciférase est directement proportionnelle à la 
quantité de Leishmania vivants. Les Leishmania qui expriment la luciférase 
ont été internalisés 60 minutes puis chassés 60 minutes. Par la suite, les 
cellules ont été traitées avec le transporteur d'électrons violet de cristal (CV) 
pour 10 minutes puis réincubées 0, 30 ou 60 minutes pour permettre au CV 
de tuer les parasites. Après ces temps de chasse, le milieu a été enlevé, les 
cellules lysées, et le lysat, auquel le substrat de la luciférase a été ajouté,lu 
au luminomètre. 

Ce graphique représente la survie de Leishmania (exprimé en RLU/sec) en 
fonction du temps, à l'intérieur des cellules traitées avec le transporteur 
d'électrons violet de cristal . Le CV est beaucoup plus efficace à forte 
concentration et agit en fonction du temps. La concentration de 10-5  M a été 
retenu pour nos expériences puisqu'elle réduit de deux logs la quantité de 
Leishmania après 70 minutes. Cette concentration de CV n'altère pas 
l'ultrastructure des cellules en microscopie électronique. 
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Figure 10 

Analyses quantitatives des essais de fusion décrivant les 
propriétés de fusion entre les phagosomes contenant L. 
donovani et différentes populations d'endosomes. 

Afin de déterminer si les Leishmania inhibent la fusion de préférence avec 
les endosomes tardifs et les lysosomes plutôt qu'avec les endosomes 
précoces, les trois compartiments endocytaires ont été chargés d'or en 
modifiant le temps de chasse après l'entrée de l'or dans la voie endocytaire. 
Pour ce faire, l'or a été internalisé 30 minutes puis chassé 15 minutes pour 
charger les endosomes précoces, chassé 2 heures pour charger les 
endosomes tardifs et chassé 15 heures pour charger les lysosomes. Par la 
suite, les parasites ont été internalisés 1 heure, puis chassés 1 ou 4 heures 
pour permettre les interactions entre les phagosomes et les différentes 
populations d'endosomes. Bien que les endosomes tardifs et les lysosomes 
apparaissaient plus ronds et plus petits que les endosomes précoces, seul 
le temps de chasse de l'or a servi de critère pour différencier les 
compartiments endocytaires. Pour chaque colonne représentée, 100 
phagosomes par coupe ont été comptés sur un minimum de 3 coupes non 
sériées. 

A) Ce graphique montre l'index de fusion entre les phagosomes et les 
endosomes précoces à gauche, les endosomes tardifs au milieu et les 
lysosomes à droite. La différence de fusion entre les phagosomes 
contenant le type sauvage et les mutants s'accroît alors que la population 
d'endosomes devient plus âgée. Les différences entres les mutants et le 
type sauvage sont significatives pour toutes les populations d'endosomes 
observées (Tests Anova: chasse 15 min.: p=0,004; chasse 120 min.: 
p=0,001; chasse 15 heures: p=0,0003; Test de t post-hoc toutes les valeurs 
ps0,01). 

B) Les promastigotes de type sauvage maintiennent l'inhibition de la fusion 
de façon persistante même après 4 heures de chasse. 

Ces résultats démontrent que les Leishmania inhibent de préférence la 
fusion entre les phagosomes et les compartiments endocytaires plus tardifs 
enrichis d'hydrolases. Ce processus permettrait aux parasites d'éviter de se 
retrouver dans des compartiments contenant des composés capables de les 
dégrader. 

71 



in
d

ex
  d

e  
fu

si
o

n
  

nd
ex

  d
e
  f
u

si
o

n
  

3 

350 - 

300 - 

250 - 

200 - 

150 - 

100 - 

50 - 

0 	 
350 - 

300 - 

250 - 

200 - 

150 - 

100 - 

50 - 

A Leish lh 
1 	2 

D Ld type sauvage 

D LPG1- 

ISI LPG2- 	T 

B Leish 4h 

T 

BSA-or 
chasse de 
15 minutes 

BSA-or 
chasse de 

120 minutes 

BSA-or 
chasse de 
15 heures 



73 

DISCUSSION 

Le parasite intracellulaire Leishmania, agent étiologique de la 

leishmaniose, a développé des stratégies qui lui permettent de survivre et 

de se reproduire dans l'environnement hostile de ses hôtes, c'est-à-dire, les 

insectes et les mammifères. Chez les mammifères, les parasites injectés 

sous le derme par une piqûre de la mouche, sont rapidement internalisés 

dans les macrophages par phagocytose. 	Dans ces cellules, les 

promastigotes de Leishmania résident dans des phagosomes où ils se 

transforment en quelques jours en amastigotes, la forme réplicative 

responsable de la maladie chez le mammifère. Cette transformation est 

déclenchée par la température plus élevée chez le mammifère et une 

baisse du pH à l'intérieur des phagosomes (Zilberstein et Shapira, 1994). 

Des études ont démontré que les promastigotes de L. donovani sont 

internalisés dans des phagosomes qui fusionnent peu avec les endosomes 

(Desjardins et Descoteaux, 1997). 	L'absence de fusion a pour 

conséquence d'empêcher la maturation des phagosomes contenant les 

promastigotes de Leishmania en phagolysosomes (Scianimanico et al., 

1999). Par contre, plusieurs études ont montré que les amastigotes de 

Leishmania se retrouvent à l'intérieur de phagolysosomes, ce qui démontre 

que les amastigotes peuvent survivre en toute impunité dans 

l'environnement hostile des phagolysosomes, probablement, en résistant à 

l'action des hydrolases (Alexander et Vickerman, 1975; Chang et Dwyer, 

1976; Shepherd et al., 1983; Rabinovitch et al., 1985; Antoine et al., 1990; 
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Prina et al., 1990; Russell et aL, 1992; Lang et al., 1994). Ces résultats 

indiquent clairement que les promastigotes et les amastigotes ont recours à 

des stratégies de survie différentes dans leurs cellules hôtes. Dans la 

présente étude, nous apportons de nouvelles indications qui démontrent 

que les promastigotes de Leishmania utilisent le LPG présent à leur surface 

pour inhiber la fusion des phagosomes avec les compartiments tardifs de la 

voie endocytaire. Ce processus se fait de façon active, puisque, comme 

nous le montrons, les parasites tués sont incapables d'inhiber la fusion des 

phagosomes. Cette inhibition permet aux promastigotes de résider à 

l'intérieur de compartiments cellulaires incapables de tuer les 

microorganismes. 

Une étude précédente utilisant une approche génétique a montré 

que les molécules responsables de l'inhibition de la fusion phagosome-

endosome possèdent des unités disaccharidiques répétitives 

phosphorylées (PO4-6Galp1-4Man) (Desjardins et Descoteaux, 1997). Le 

squelette de la molécule du LPG est formé d'une suite de ces sous-unités 

(Turco et Descoteaux, 1992), ce qui rend le LPG un candidat apte à jouer un 

rôle dans l'inhibition de la fusion. Toutefois, l'étude de Desjardins et 

Descoteaux (1997) utilisant le mutant LPG2- n'a pas permis de démontrer 

sans équivoque que le LPG est la seule molécule contenant des unités 

répétitives impliquée dans l'inhibition de la fusion. En effet, le mutant LPG2-

utilisé dans cette étude, ne synthétise pas d'unité répétitive sur d'autres 

macromolécules en plus du LPG, comme la phosphatase acide et les 

phosphoglycans sécrétés (1Ig et al., 1994). Chacune de ces molécules 
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pourrait donc participer au processus d'inhibition de la fusion. 	C'est 

pourquoi, dans la présente étude, nous avons tenté de démontrer sans 

équivoque le rôle du LPG dans l'inhibition de la fusion phagosome-

endosome. À cette fin, nous avons utilisé un second mutant, le LPG1-, qui 

ajoute les unités disaccharidiques répétitives à toutes les macromolécules 

qui en contiennent normalement, sauf au LPG (Huang et Turco, 1993). Les 

résultats des essais de fusion en microscopie électronique obtenus dans le 

présent travail montrent que les phagosomes contenant les mutants LPG1-

ou les LPG2- sont beaucoup plus fusogéniques envers les endosomes 

chargés d'or que les phagosomes contenant les parasites de type sauvage. 

De plus, les phagosomes contenant les mutants ont des niveaux de fusion 

similaires. Nos résultats confirment donc que le LPG est la principale 

molécule responsable de l'inhibition de la fusion chez L. donovani. Les 

autres molécules, dont la composition est altérée chez le mutant LPG2-, 

mais intacte chez le mutant LPG1-, n'ont pas ou très peu d'effet sur les 

propriétés fusogéniques des phagosomes. 

Sachant maintenant que ce sont les unités disaccharidiques 

répétitives attachées au LPG qui permettent l'inhibition de la fusion 

phagosome-endosome, il est intéressant de noter qu'il existe un 

polymorphisme structural du LPG chez différentes espèces de Leishmania. 

Les chaînes oligosaccharidiques latérales attachées à la position 3 du 

galactose des unités disaccharidiques, présentes chez L. major, mais 

absentes chez L. donovani, constituent un très bon exemple. La présence 

de telles chaînes chez L. major rend son LPG beaucoup plus complexe que 
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celui de L. donovani. Butcher et collaborateurs (1996) ont montré que les 

chaînes latérales de L. major permettent à ce parasite d'infecter 

spécifiquement une espèce particulière de mouche, appelée Phlebotomus 

papatasi, puisqu'en éliminant ces chaînes, le parasite n'est plus capable de 

se lier aux parois intestinales de cette mouche. Toutefois, le rôle précis de 

ces chaînes latérales dans l'interaction des parasites avec les macrophages 

et dans leur survie à l'intérieur de ces cellules est peu connu. Easterbrook 

et collaborateurs (1995) ont montré que le LPG de L. major est plus efficace 

que le LPG de L. donovani dans l'inhibition de la formation de syncytia de 

cellules, un processus qui implique des phénomènes de fusion 

membranaire. C'est pourquoi, afin de tester si les chaînes latérales ont un 

rôle à jouer dans l'inhibition de la fusion phagosome-endosome, nous 

avons étudié les propriétés de fusion de phagososomes contenant L. 

donovani ou L. major. Nos résultats montrent que les phagosomes 

contenant L. major fusionnent moins avec les endosomes chargés d'or que 

les phagosomes contenant L. donovani. La présence de chaînes latérales 

oligosaccharidiques chez L. major pourrait expliquer pourquoi cette espèce 

inhibe d'avantage la fusion que L. donovani. Toutefois, l'analyse du taux de 

fusion des phagosomes contenant le mutant Spock, qui ne possèdent pas 

les chaînes latérales (Butcher et al., 1996), montre que ces phagosomes 

fusionnent au même niveau que les phagosomes contenant le L. major de 

type sauvage. Ces résultats éliminent donc tout rôle par les chaînes 

latérales dans l'inhibition de la fusion phagosome-endosome. L'efficacité 

accrue de L. major à inhiber la fusion phagosome-endosome peut 

s'expliquer plutôt par le fait que son LPG possède en moyenne plus d'unités 
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répétitives que le LPG de L. donovani (Turco et Descoteaux, 1992). 

D'ailleurs, une étude a montré que l'efficacité de l'inhibition de la fusion 

membranaire induite par le LPG s'accroît en fonction du nombre d'unités 

disaccharidiques présentes sur cette molécule (Easterbrook et al., 1995) 

Plusieurs travaux ont démontré que les amastigotes résident dans 

des compartiments qui ont certaines caractéristiques propres aux 

phagolysosomes (Antoine et al., 1990; Prina et al., 1990; Russell et al., 

1992; Lang et al., 1994), c'est-à-dire, des compartiments capables de 

fusionner librement avec des endosomes ou des lysosomes. Russell et 

collaborateurs (1992) ont montré que la transformation des phagosomes 

contenant L. mexicana en phagolysosomes se fait de façon graduelle et 

concorde avec la transformation des promastigotes en amastigotes. De 

plus, ce groupe a observé que le transfert du contenu des endosomes vers 

les phagosomes formés lors de l'internalisation de promastigotes augmente 

en fonction de la progression de l'infection, ce qui suggère que le 

rétablissement de la fusion se produit alors que les promastigotes se 

transforment en amastigotes. Pour expliquer ce phénomène, il a été 

suggéré que la présence du LPG dans les membranes des macrophages 

au début de l'infection réduit les propriétés de fusion des phagosomes, 

tandis que sa disparition graduelle lors de la transformation des 

promastigotes en amastigotes (McConville et Blackwell, 1991), rétablit la 

capacité de fusion des phagosomes (Desjardins et Descoteaux, 1997). 

Toutefois, il existe plusieurs différences biochimiques et morphologiques 

entre les promastigotes et les amastigotes. Ces différences peuvent 
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expliquer la modification des propriétés fusogéniques des phagosomes lors 

de la différentiation des promastigotes en amastigotes. Une différence 

évidente est l'absence de flagelle et du LPG chez les amastigotes. Dans ce 

travail, nous avons étudié les conséquences de la perte du LPG et du 

flagelle sur la fusion entre les phagosomes et les endosomes lors de la 

transformation des promastigotes en amastigotes. Nos résultats confirment 

le rôle du LPG dans l'inhibition de la fusion et éliminent le flagelle en tant 

que facteur pouvant intervenir dans la modification des propriétés 

fusogéniques des phagosomes. Nous sommes arrivés à cette conclusion 

en employant des amastigotes générés in vitro (ALFs), qui ont la 

morphologie aflagellée des amastigotes, mais qui expriment toujours du 

LPG à leur surface. Cependant, puisque les conditions de culture utilisées 

dans notre étude pour générer des ALFs ne reproduisent pas tout à fait les 

conditions qui prévalent dans les phagolysosomes, il est possible que les 

ALFs ressemblent plus biochimiquement aux promastigotes qu'aux 

amastigotes. Dans ce cas, il est probable qu'il y ait d'autres facteurs, en 

plus de la disparition du LPG lors de la transformation des promastigotes en 

amastigotes, qui puissent contribuer au rétablissement de la fusogénicité 

des phagosomes. Afin d'étudier les modifications biochimiques qui se 

produisent lors de la transformation des promastigotes en amastigotes, il 

serait très avantageux de produire in vitro des ALFs qui ont les mêmes 

caractéristiques que les amastigotes retrouvés chez les mammifères. Déjà, 

certaines conditions de culture axénique des amastigotes ont permis de 

produire des ALFs qui possèdent plusieurs marqueurs biochimiques des 

vrais amastigotes (Saar et al., 1998). En effet, ces amastigotes cultivés in 
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vitro expriment les 7 gènes de la famille A2 spécifiques aux amastigotes 

(Charest et Matlashewski, 1994), n'expriment pas le LPG en surface et 

possèdent des activités métaboliques de transport de proline propres aux 

amastigotes (Glaser et Mukkada, 1992). En employant de telles conditions, 

il devient possible de produire facilement des ALFs en grande quantité pour 

ensuite étudier leur composition biochimique. Sous peu, de telles études 

seront entreprises dans notre laboratoire. 

Notre étude a aussi permis de démontrer que l'inhibition de la fusion 

phagosome-endosonne induite par le LPG, est plus efficace envers les 

endosomes tardifs qu'envers les endosomes précoces. Ces résultats 

suggèrent que L. donovani bloque la biogenèse des phagolysosomes en 

stoppant ou en retardant la fusion des phagosomes avec les organites 

endocytaires tardifs qui permettent l'acquisition des caractéristiques 

lysosomiales par les phagosomes. Ces résultats vont dans le même sens 

que ceux obtenus lors d'une étude effectuée dans notre laboratoire portant 

sur la maturation des phagosomes contenant Leishmania donovani. Dans 

cette étude, nous avons évalué la cinétique d'acquisition de marqueurs 

spécifiques aux phagosomes "fusogéniques" (contenant le mutant LPG2-) et 

aux phagosomes "non fusogéniques" (contenant le promastigote de type 

sauvage) (Scianimanico et al., 1999). Les résultats de cette étude ont 

montré que les deux types de phagosomes amorcent leur maturation de 

façon similaire en recyclant des marqueurs précoces associés aux 

endosomes précoces, comme TFR et EEA1. Par contre, les phagosomes 

contenant le type sauvage acquièrent beaucoup moins la petite GTPase 



80 

rab7, associée aux endosomes tardifs, que les phagosomes contenant le 

mutant LPG2-. Étant donné que cette GTPase intervient dans la régulation 

des événements de fusion entre les endosomes tardifs (Feng et al., 1995; 

Méresse et al., 1995; Vitelli et al., 1997), il est possible que le faible 

recrutement de rab7 soit la cause de la baisse du niveau de fusion entre les 

phagosomes contenant les promastigotes de type sauvage et les 

endosomes tardifs. L'étude de Scianimanico et collaborateur (1999) a aussi 

montré que les phagosomes contenant le L. donovani de type sauvage 

acquièrent le marqueur lysosomial LAMP1 en moins grande quantité et 

avec une cinétique plus lente que les phagosomes contenant le mutant 

LPG2-, ce qui suggère que le L. donovani de type sauvage inhibe ou du 

moins retarde la fusion des phagosomes avec les lysosomes. Nos résultats 

des essais de fusion en microscopie électronique obtenus dans le présent 

travail et ceux obtenus en cytométrie en flux (Scianimanico et al., 1999), 

permettent de proposer que les promastigotes de Leishmania inhibent la 

fusion des phagosomes avec les endosomes tardifs et ainsi bloquent la 

maturation des phagosomes à un stade précoce. Il est intéressant de noter 

que des résultats similaires ont été obtenus lors d'études de la composition 

biochimique de phagosomes contenant d'autres parasites intracellulaires. 

En effet, les phagosomes contenant des mycobactéries fusionnent avec les 

endosomes précoces, mais pas avec les tardifs (de Chastellier et al., 1995; 

Via et al., 1997). L'étude de Via et collaborateurs (1997) a démontré que 

les phagosomes contenant des mycobactéries arrêtent leur maturation entre 

des étapes régulées par rab5, un marqueur d'endosome précoce, et rab7, 

un marqueur d'endosome tardif (Via et al., 1997), ce qui suggère que les 
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phagosomes contenant des mycobactéries fusionnent avec des endosomes 

précoces, mais pas avec des tardifs. De plus, les phagosomes contenant le 

parasite intracellulaire, Brucella et possiblement Salmonella acquièrent des 

marqueurs d'endosomes précoces sans toutefois acquérir des marqueurs 

d'endosome tardifs (Rathman et aL, 1997; Pizarro-Cerdà et al., 1998a). Il 

est possible qu'il y ait plusieurs points communs entre l'inhibition de la 

fusion induite par ces microorganismes, et celle induite par Leishmania. 

D'autres études sont nécessaires afin de répondre à cette question. 

Bien qu'il soit de plus en plus clair que les promastigotes de L. 

donovani inhibent ou retardent la biogenèse des phagolysosomes, la façon 

dont le LPG modifie les propriétés de fusion des phagosomes demeure 

méconnue. On peut cependant imaginer plusieurs scénarios. D'abord, il 

est possible que les Leishmania de type sauvage et mutants pour LPG 

soient internalisés par des récepteurs différents, formant ainsi des 

phagosomes qui ont une composition biochimique et des propriétés 

fusogéniques différentes. Dans cette éventualité, le destin des phagosomes 

contenant les promastigotes mutants et de type sauvage serait déterminé au 

moment de l'entrée dans la cellule. Il est intéressant de noter que ce 

scénario se produit chez d'autres parasites intracellulaires, comme par 

exemple Toxoplasma gondii où les propriétés des phagosomes sont 

déterminées par un processus actif du parasite lors de son internalisation 

(Joiner et al., 1990; Finlay et Falkow, 1997). 
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Un deuxième scénario possible est que le LPG agisse d'une façon 

persistante sur les phagosomes. En effet, bien que les phagosomes 

contenant des promastigotes de Leishmania fusionnent peu avec les 

endosomes, la transformation des promastigotes, riches en LPG, en 

amastigotes, pauvres en LPG, se traduit par le rétablissement de la fusion 

(Russell et al., 1992). Ceci suggère que le LPG affecte les propriétés de 

fusion des phagosomes tant et aussi longtemps qu'il est présent à la surface 

des Leishmania. Le LPG pourrait agir sur les phagosomes en modifiant les 

propriétés physiques des membranes comme le suggèrent plusieurs 

études. D'abord, le LPG se retrouve très rapidement associé à la 

membrane plasmique des macrophages dans la zone d'internalisation 

(Toison et al., 1990). Ceci suggère que ces molécules sont rapidement 

dissociées de la surface des Leishmania et s'insèrent dans les membranes 

des macrophages. De plus, il a été démontré que la présence du LPG dans 

des membranes de cellules réduit de façon appréciable leur fusion avec des 

virus (Miao et al., 1995). Par ailleurs, des travaux plus récents (Rasmusson 

et al., 1998; Martin et al., 1998) ont démontré que l'insertion du LPG dans 

les membranes altère leurs propriétés de fusion en stabilisant les bicouches 

lipidiques, augmentant ainsi la barrière énergétique à franchir pour 

provoquer un événement de fusion. 

Une troisième possibilité est que le LPG empêche la fusion par 

encombrement stérique. Une étude portant sur la formation de syncytia, un 

processus qui implique la fusion de plusieurs cellules entre elles, a montré 

que le LPG de L. major inhibe ce processus plus efficacement que le LPG 



83 

de L. donovani (Easterbrook et al., 1995). 	Cette différence pourrait 

s'expliquer par la présence de chaînes latérales chez le LPG de L. major qui 

rendrait plus difficile le rapprochement de vésicules s'apprêtant à fusionner. 

Toutefois, nos résultats indiquent qu'il n'y a pas de différences de fusion 

chez les phagosomes contenant L. major et le mutant Spock sans chaîne 

latérale, ce qui va à l'encontre de cette idée. De plus, une étude faite avec 

des vésicules artificielles a montré que le LPG peut inhiber la fusion même 

s'il est présent seulement du côté luminal des phagosomes (Martin et al., 

1998). Ce résultat démontre que le LPG ne peut pas inhiber la fusion par 

encombrement stérique, mais qu'il agit plutôt en stabilisant les membranes 

comme mentionné plus tôt (Miao et al., 1995). Si toutefois, le LPG agit par 

encombrement stérique lors de l'inhibition de la formation de syncytia 

(Easterbrook et al., 1995), il est peu probable que ce processus soit 

physiologique puisque, dans le cas de l'inhibition de la fusion induite par la 

présence de L. donovani à l'intérieur des phagosomes, le LPG se retrouve 

uniquement du côté luminal des phagosomes. 

Un autre mécanisme d'action possible du LPG serait d'altérer le 

fonctionnement de protéines régulatrices de la fusion soit en prévenant leur 

recrutement à la membrane phagosomiale ou en inhibant directement leur 

fonction. En effet, la petite GTPase rab7 est acquise en moins grande 

quantité sur les phagosomes contenant le L. donovani de type sauvage que 

sur les phagosomes contenant le mutant LPG2- (Scianimanico et al., 1999). 

Si le LPG n'empêche pas le recrutement de protéines régulatrices de la 

fusion, il est possible que cette molécule puisse modifier leur conformation 
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tridimensionnelle, ce qui aurait pour effet de les inactiver. Ce phénomène 

se produit lors de l'inhibition de la PKC par le LPG. En effet, le LPG 

n'empêche pas le recrutement de cette kinase à la membrane 

phagosomiale, mais l'inactive en modifiant sa conformation (Giorgione et al., 

1996). 

Bien que plusieurs indications suggèrent que le LPG agit directement 

sur les membranes biologiques, notre étude montre qu'à lui seul, il ne 

semble pas suffisant pour inhiber la fusion des phagosomes. En effet, des 

parasites tués avant l'internalisation, qui expriment toujours du LPG à leur 

surface tel que montré en immunofluorescence, induisent la formation de 

phagosomes qui sont beaucoup plus fusogéniques que les phagosomes 

formés lors de l'internalisation de parasites vivants. Ce résultat suggère 

donc qu'un processus actif du parasite, en plus du LPG, agit sur les 

phagosomes de façon à changer leurs propriétés fusogéniques. Toutefois, 

il est possible que les parasites tués à la chaleur aient perdu une partie de 

leur LPG, ce qui rendrait l'inhibition de la fusion moins efficace. Un dosage 

de l'intensité de marquage du LPG chez les parasites tués et vivants en 

cytométrie en flux pourrait répondre à cette question. Il est aussi possible 

que le LPG ait changé de conformation sous l'action de la chaleur utilisée 

pour tuer les parasites. Nous avons aussi montré que tuer les parasites 

après leur internalisation dans les cellules, ne rétablit pas les propriétés 

fusogéniques des phagosomes. Dans l'ensemble, ces résultats suggèrent 

que les propriétés fusogéniques des phagosomes sont déterminées peu de 

temps après l'interaction entre le parasite et l'hôte, plutôt que par une action 
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persistante du parasite sur les phagosomes. 	Il est probable que ce 

processus implique le LPG, puisque certaines études ont montré que du 

LPG purifié a la capacité d'inhiber la fusion membranaire (Miao et al., 1995; 

Rasnnusson et al., 1998; Martin et al., 1998). D'autres études sont requises 

afin de déterminer avec plus de précision la nature des interactions, entre le 

parasite et son hôte, qui permettent la modification des propriétés 

fusogéniques des phagosomes au moment de l'internalisation . 

L'ensemble de nos résultats soulève certaines interrogations sur le 

mécanisme d'action du LPG. Par exemple, pourquoi le LPG inhibe peu la 

fusion entre les phagosomes et les endosomes précoces, mais beaucoup 

celle entre les phagosomes et les endosomes tardifs. En effet, si le LPG 

altère les propriétés physiques des membranes biologiques tel que suggéré 

dans plusieurs études (Miao et al., 1995; Rasmusson et al., 1998; Martin et 

al., 1998), ce changement devrait aussi affecter la fusion entre les 

phagosomes et les endosomes précoces. Il est possible que le LPG agisse 

de façon différente dépendamment de la composition biochimique des 

membranes dans lesquelles il s'insère. Par ailleurs, il est possible que le 

LPG modifie les propriétés de fusion des phagosomes en agissant sur des 

protéines qui régulent la fusion avec les endosomes tardifs, mais pas sur 

des protéines qui régulent la fusion avec les endosomes précoces 

(Scianimanico et al., 1999). De toute évidence, de nombreuses études 

seront nécessaires afin d'identifier le mécanisme d'action de cette molécule. 
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CONCLUSION 

Dans ce travail, nous avons étudié une importante molécule de 

surface des Leishmania, le lipophosphoglycan ou LPG, qui joue un rôle 

primordial dans leur survie à l'intérieur des phagosomes de macrophages. 

Les résultats d'essais de fusion en microscopie électronique, obtenus avec 

deux mutants de L. donovani, montrent que les unités disaccharidiques 

phosphorylées, qui forment le squelette du LPG, sont essentielles à 

l'inhibition de la fusion entre phagosomes et endosomes. Par contre, les 

chaînes saccharidiques latérales présentes chez L. major n'ont aucun 

impact sur la fusion. Nous avons aussi démontré que l'inhibition de la 

fusion phagosome-endosome est plus efficace envers les endosomes 

tardifs et les lysosomes qu'envers les endosomes précoces. L'inhibition de 

la fusion avec les compartiments tardifs permet aux Leishmania d'éviter 

d'entrer en contact avec les enzymes hydrolytiques présentes surtout dans 

les endosomes tardifs et les lysosomes. L'absence d'enzyme hydrolytique 

permet aux Leishmania de résider dans un environnement favorable à leur 

survie et d'initier leur transformation en amastigotes capables de résister 

aux hydrolases. De plus, nous avons déterminé que la viabilité des 

parasites est essentielle au moment de leur internalisation ou très peu de 

temps après, ce qui suggère que le LPG agit très tôt sur les propriétés 

fusogéniques des phagosomes grâce à un processus actif du parasite. 
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La découverte du LPG en tant que facteur de survie important des 

Leishmania au tout début de l'infection, en fait une cible pour le 

développement de nouvelles thérapies contre la leishmaniose. 

Malheureusement, nous ne connaissons pas encore son mécanisme 

d'action. 	C'est pourquoi, d'autres études portant sur les interactions 

potentielles du LPG avec certains composants nnembranaires des 

phagosomes sont essentielles. Nous nous proposons d'entreprendre de 

telles études dans notre laboratoire. 	Pour ce faire, nous tenterons 

d'identifier, par électrophorèse en deux dimensions, les protéines présentes 

chez les phagosomes contenant des mutants de LPG, mais absentes chez 

les phagosomes contenant des L. donovani de type sauvage. 

Parallèlement, ces études pourraient nous révéler des informations 

importantes sur les protéines qui participent à la fusion entre les 

phagosomes et les endosomes. Par ailleurs, les informations obtenues 

pourraient permettre de tracer des parallèles avec les autres parasites 

intracellulaires, comme Mycobacteria, Legionella, Salmonella, et Brucella 

pour n'en nommer que quelques-uns, qui altèrent la voie normale de 

maturation des phagosomes en phagolysosomes. 

Bien que le LPG soit indubitablement un facteur de virulence chez les 

promastigotes de Leishmania, il n'en est pas de même chez les 

amastigotes. En effet, ces derniers peuvent survivre et se reproduire en 

toute impunité dans l'environnement lytique des phagolysosomes même 

s'ils n'expriment pas de LPG à leur surface. 	De toute évidence, les 

amastigotes possèdent des déterminants moléculaires différents des 
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promastigotes qui permettent leur survie et leur reproduction dans les 

macrophages. Malheureusement, très peu de ces déterminants ont été 

identifiés jusqu'à présent. 	Prochainement, nous prévoyons débuter 

l'analyse protéomique1  des promastigotes et des amastigotes afin 

d'identifier des protéines qui joueraient un rôle dans la survie des 

amastigotes à l'intérieur des phagolysosomes (Wilkins et al., 1996). Ces 

protéines pourraient par la suite servir de cibles pour de futures thérapies 

contre la leishmaniose. 

1 Protéonnique vient du mot protéome signifie toutes les PROTéines encodées par le 
génOME. Lorsque que l'on parle du protéome d'un organisme particulier, on désigne toutes 
les protéines présentes chez cet organisme. 
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