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INTRODUCTION 



Le paludisme demeure à l ' h e u r e  a c t u e l l e  un f l é a u  mondial. En 

e f f e t ,  de  t o u t e s  l e s  a f f e c t i o n s  p a r a s i t a i r e s  c h e z  l'homme, l e  paludisme e s t  

c e l l e  q u i  f r a p p e  l e  p l u s  d ' i n d i v i d u s  e t  q u i  e s t  r e s p o n s a b l e  d e  l a  p l u s  

f o r t e  m o r t a l i t é .  Dans l e  t r a i t e m e n t  d e  c e t t e  p a r a s i t o s e ,  l a  v o i e  d e  l a  

c h i m i o t h é r a p i e  est a c t u e l l e m e n t  l a  p l u s  u t i l i s é e .  

L ' a p p a r i t i o n  de  s o u c h e s  r é s i s t a n t e s  aux médicaments, l ' e x t e n s i o n  

d e  ce phénomène au c o n t i n e n t  a f r i c a i n ,  en  p a r t i c u l i e r ,  s o n t  parmi l e s  r a i -  

s o n s  m a j e u r e s  d e  l a  r e c r u d e s c e n c e  d e  l a  m a l a d i e  c e s  d e r n i è r e s  années. 

Le mode d '  a c t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  (amino-4-quinoléïne) , p r i n -  

c i p a l  médicament a n t i p a l u d i q u e ,  reste la rgement  méconnu. Quan t  aux méca- 

n ismes p r é s i d a n t  aux phénomènes d e  r é s i s t a n c e ,  i ls  s o n t  t o t a l e m e n t  i g n o r é s .  

Depuis  que lques  a n n é e s ,  l e  l a b o r a t o i r e  s ' e s t  i n t é r e s s é  au mode 

d ' a c t i o n  d e  l a  s é r i e  majeure  d e s  a n t i m a l a r i q u e s  : l e s  s c h i z o n t i c i d e s  San- 

g u i n s  ( c h l o r o q u i n e ,  qu in ine . .  . ). 
Ce t r a v a i l  s e  s i t u e  d a n s  c e t t e  p r é o c c u p a t i o n .  I l  t e n t e  d ' a p p o r t e r  

une r é p o n s e  à un a s p e c t  du mode d ' a c t i o n  d e  c e s  molécu les  : l e  mécanisme 

m o l é c u l a i r e  r e s p o n s a b l e  d e  l e u r s  c o n c e n t r a t i o n s  i n t r a p a r a s i t a i r e s  . 
Le b u t  de  c e  t r a v a i l  es t  d e  l o c a l i s e r ,  avec  p r é c i s i o n ,  l e s  s i tes  

de r é t e n t i o n  d e s  amino-4-quinoléines chez  d e s  souches  d e  Plasmodium b e r q h e i  

c h l o r o q u i n o  s e n s i b l e  e t  r é s i s t a n t e .  

Conjointement  à c e t t e  é t u d e ,  nous  avons  r e c h e r c h é  e t  dé te rminé  l e s  compar- 

t i m e n t s  a c i d e s  chez  c e s  mêmes s o u c h e s  d e  Plasmodium. 

Avant d ' expose r  nos  t r a v a u x ,  nous p r é s e n t e r o n s  un r a p p e l  s u r  l a  

b i o l o g i e  d e  Plasmodium e t  f e r o n s  l e  p o i n t  s u r  les  conna i s sances  dans  l e  

domaine du mode d ' a c t i o n  d e s  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s .  



GENERALITES 



Le parasitisme e s t ,  t a n t  chez l e s  animaux que chez l e s  végétaux, 

un mode de vie t r è s  répandu. I l  n ' e s t  guère de grand groupe de formes 

vivantes qui ne renferme des espèces ayant opté pour c e t t e  solution qui 

assure par fo i s  l e  "gîte" e t  toujours l e  "couvertn. Tout paras i t e  présente 

en général  au cours de son cycle évo lu t i f  une forme de dissémination sinon 

une reproduction sexuée qui assure son maintien e t  s a  p ro l i fé ra t ion  chez 

l 'hôte .  

A u s s i ,  au se in  des sporozoaires, c e r t a in s  s 'enkystent  (exemple de 

l a  majori té des Grégarines) tandis  que d ' au t res  subissent  des multiplica- 

t ions  asexuées ou schizogoniques. C'est  l e  cas des Coccidies e t  parmi e l l e s  

des Hémosporidies. Ce groupe de pa ra s i t e s  hétéroxènes s e  mul t ip l ie  dans l e s  

hématies de divers vertébrés (Rept i les ,  Oiseaux e t  Mammifères). 

L'agent du paludisme (Hémosporidie plasmodiidés) e s t  connu par son action 

pathogène souvent mortelle, chez l'homme. Sa pro l i fé ra t ion  dans l e  sang 

revêt un caractère  rythmique s e  t radu isan t  par une hémolyse périodique e t  

l a  l i bé r a t i on  des formes infect ieuses ,  accompagnée de c e l l e  de substances 

toxiques responsables des poussées de f i èv re  caractér isant  l ' accès  palus- 

t r e .  

Les quatre espèces reconnues spécif iques  à l'homme sont : 

- Plasmodium falciparum 

- Plasmodium malariae 

- Plasmodium vivax 

- Plasmodium ovale 

Seul l e  Plasmodium falciparum détermine des formes encéphaliques 

e t  e s t  responsable de l'immense majorité des cas  mortels de paludisme. 

Dans l a  majeure pa r t i e  de l a  région afrot ropicale  l e  paludisme à 

P.falciparum s é v i t  avec une t r è s  haute endémicité e t  touche 291 millions de 

personnes ( 3 9 ) .  



1 - HISTORIQUE 

La m a l a d i e  a c t u e l l e m e n t  dénommée p a l u d i s m e  est connue d e p u i s  

l ' a n t i q u i t é  e t  l e s  E g y p t i e n s  s a v a i e n t  d é j à ,  à cet te  é p o q u e ,  que  l a  f i è v r e  

q u i  l a  caractérise s u r v e n a i t  a p r è s  l e s  i n o n d a t i o n s  e t  les p l u i e s .  

En 1 6 3 0 ,  en  E q u a t e u r ,  un a r i s t o c r a t e  e s p a g n o l  f u t  g u é r i  p a r  

l ' a b s o r p t i o n  d ' u n e  d é c o c t i o n  d ' é c o r c e  d e  Q u i n q u i n a ,  d r o g u e  connue d e p u i s  

l o n g t e m p s  p a r  les P é r u v i e n s .  

Ce n ' e s t  que deux  siècles p l u s  t a r d ,  l e  6  Novembre 1880 ,  que 

L a v e r a n  d é c o u v r e  l ' a g e n t  r e s p o n s a b l e  du p a l u d i s m e  à l ' h a p i t a l  militaire de  

C o n s t a n t i n e .  

Le nom d e  g e n r e  Plasmodium l u i  f u t  a t t r i b u é  p a r  M a r c h i a f a v a  e t  

Ce l l i  e n  1885 ,  à l a  s u i t e  d e  l e u r  é t u d e  morpho log ique  d e  l a  s c h i z o g o n i e  

é r y t h r o c y t a i r e .  

Bien  que  l ' a s s o c i a t i o n  pa ludisme-marécage  s o i t  b i e n  connue ,  c e  

n ' e s t  q u ' e n  1883 que  King émet l ' h y p o t h è s e  q u ' i l  e x i s t e  un  r a p p o r t  e n t r e  

m o u s t i q u e s  e t  pa lud i sme .  

Q u a t o r z e  a n s  p l u s  t a r d ,  e n  1897,  l e  c y c l e  s p o r o g o n i q u e  d e s  

Plasmodium d ' o i s e a u x  e s t  d é c r i t  c h e z  Cu lex  f a t i q a n s  p a r  Ross .  

Le c y c l e  s p o r o g o n i q u e  soupçonné  p a r  Ross  e s t  d é f i n i t i v e m e n t  é- 

t a b l i  p a r  G r a s s i - B a s t i a n e l l i  e t  Bignami e n  1898 quand  i l s  m o n t r e n t  l a  

t r a n s m i s s i o n  du  p a l u d i s m e  à l 'homme p a r  l es  Anophèles .  

Le c y c l e  comple t  d u  développement  d e s  Plasmodium r e s t e  c e p e n d a n t  

méconnu j u s q u '  e n  1948,  a n n é e  où  S h o r t t  e t  Garnham d é m o n t r e n t  1' e x i s t e n c e  

d ' u n  c y c l e  s c h i z o g o n i q u e  h é p a t i q u e ,  c h e z  P .cynomolgi  ( s i n g e  r h é s u s )  e t  

P . v i v a x  (homme). 

Dans l a  même a n n é e ,  Vincke  e t  L i p s  o b s e r v e n t  l e  p r e m i e r  Plasmo- 

dium d e  r o n g e u r s  q u i  s'est a v é r é  p a r  l a  s u i t e  un m a t é r i e l  modèle p o u r  les  

é t u d e s  b i o l o g i q u e s  du p a l u d i s m e  d e s  mammifères. 



Fi.;llro r\ : Cycle évolutif de P lasmodium murin. 



II - CYCLE BIOLOGIQUE DE PLASMODIUM SP. ( F i g .  A.) 

La t r a n s m i s s i o n  n a t u r e l l e  du p a l u d i s m e  s ' e f f e c t u e  p a r  l ' i n t e r -  

m é d i a i r e  d e s  p i q û r e s  d ' A n o p h è l e s  f e m e l l e s ,  b i e n  q u ' i l  e x i s t e  d ' a u t r e s  

p o s s i b i l i t é s  d e  t r a n s m i s s i o n s  a c c i d e n t e l l e s  p a r  v o i e  t r a n s f u s i o n n e l l e  ou  

p a r  v o i e  t r a n s p l a c e n t a i r e .  

Le c y c l e  é v o l u t i f  d e  Plasmodium s p .  se p a r t a g e  e n t r e  deux h ô t e s  : 

- 1' h ô t e  i n t e r m é d i a i r e ,  un v e r t é b r é  ( R e p t i l e s ,  o i s e a u x  ou  mammifères)  

a b r i t e  l a  p h a s e  d e  r e p r o d u c t i o n  a s e x u é e  ( s c h i z o g o n i e )  e t  l ' a m o r c e  d e  l a  

phase  s e x u é e  (gamogonie) .  

- 1 1 h 8 t e  d é f i n i t i f ,  un  m o u s t i q u e  ( ~ n o p h è l e  f e m e l l e )  a s s u r e  l a  p h a s e  d e  

r e p r o d u c t i o n  s e x u é e  ( s p o r o g o n i e )  = v e c t e u r .  

1) Le cycle chez le vertébré 

a) Cycle asexué 

* schizogonie hépatique ou exo-érythrocytaire 

Le s p o r o z o ï t e  ( a ) ,  forme i n f e s t a n t e  du Plasmodium, e s t  t r a n s m i s  p a r  

l ' A n o p h è l e  f e m e l l e  q u i ,  p e n d a n t  sa p i q û r e ,  i n o c u l e  a v e c  s a  s a l i v e  p l u s i e u r s  

c e n t a i n e s ,  v o i r e  p l u s i e u r s  milliers, d e  s p o r o z o ï t e s .  

Le s p o r o z o ï t e  i n o c u l é  a un t r o p i s m e  pour  l e  f o i e  ( b )  : il reste 

au  maximum u n e  h e u r e  d a n s  l e  s a n g  p u i s  p é n è t r e  d a n s  un h é p a t o c y t e  où s ' e f -  

f e c t u e  l a  s c h i z o g o n i e  e x o é r y t h r o c y t a i r e .  

Le s p o r o z o ï t e  a y a n t  p é n é t r é  d a n s  l ' h é p a t o c y t e  p r e n d  l e  nom 

d ' h é p a t o z o ï t e  ou c r y p t o z o ï t e .  

P e n d a n t  que  l ' h é p a t o z o ï t e  g r o s s i t  s o n  noyau se d i v i s e  ( c ) ,  il 

d e v i e n t  un s c h i z o n t e  mûr g é a n t  d e  50  à 1 0 0  v m ,  e n c o r e  a p p e l é  c o r p s  b l e u .  Le 

s c h i z o n t e  r e f o u l e  v e r s  l a  p é r i p h é r i e  l e  noyau d e  l a  c e l l u l e  h ô t e .  

Chaque n o y a u - f i l s  s ' e n t o u r e  d e  c y t o p l a s m e  e t  d e v i e n t  a i n s i  un 

m é r o z o ï t e  ( d ) .  A m a t u r i t é ,  l ' h é p a t o c y t e  se  l y s e  e t  l i b è r e  l e s  m é r o z o ï t e s  

(el. 



S e l o n  l ' e s p è c e ,  les m é r o z o ï t e s  p e u v e n t  r e d é m a r r e r  l e  c y c l e  hé- 

p a t i q u e ,  comme ils p e u v e n t  p a s s e r  d a n s  l e  s a n g  où l e  c y c l e  i n t r a é r y t h r o -  

c y t a i r e  d é b u t e  p a r  l ' i n v a s i o n  d e s  h é m a t i e s  (8) .  

* Schizogonie érythrocytaire 
Le mérozo' i te  d a n s  l ' h é m a t i e  ( f )  se d é v e l o p p e  e n  un t r o p h o z o ï t e  

caractérisé p a r  l ' i n g e s t i o n  p u i s  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l ' h é m o g l o b i n e .  A p r è s  un 

p a s s a g e  p a r  un s t a g e  j e u n e  o u  "en anneau"  ( g ) ,  il d e v i e n t  un t r o p h o z o ï t e  

mûr ( h ) .  Ce s t a d e  est caractérisé p a r  l ' a b o n d a n c e  du p igmen t  t y p i q u e  c h e z  

Plasmodium, l ' h é m o z o ï n e  q u i  e s t  l e  p r o d u i t  d e  d é g r a d a t i o n  du  c y t o p l a s m e  

é r y t h r o c y t a i r e .  

Le t r o p h o z o ï t e  â g é  p rend  u n e  forme p l u s  ou moins  s p h é r i q u e  t a n d i s  q u e  l e  

m a t é r i e l  n u c l é a i r e  augmente  d e  volume e t  s u b i t  p l u s i e u r s  d i v i s i o n s  : c ' e s t  

l e  s t a d e  p r é s c h i z o n t e  ( i ) .  Quand l e  p r é s c h i z o n t e  a t t e i n t  s o n  déve loppemen t  

c o m p l e t ,  chaque  noyau s ' e n t o u r e  d e  c y t o p l a s m e  ( i )  t a n d i s  q u ' a p p a r a i s s e n t  

l e s  o r g a n i t e s  a p i c a u x  d e  f u t u r s  m é r o z o ï t e s  q u i  v o n t  se d i s p o s e r  d e  f a ç o n  

c e n t r i f u g e .  I l  se forme un " c o r p s  e n  ro sace ' '  ou s c h i z o n t e .  

L ' h é m a t i e  p a r a s i t é e  se l y s e  e t  l i b è r e  les  m é r o z o ï t e s  (j) : c ' e s t  

à ce moment que  se d é c l e n c h e  l ' a c c è s  p a l u s t r e .  

Chaque m é r o z o ï t e  p é n è t r e  d a n s  une  n o u v e l l e  h é m a t i e  e t  l e  c y c l e  

recommence ( k )  . 
La d u r é e  du c y c l e  é r y t h r o c y t a i r e  e s t  f o n c t i o n  d e  l ' e s p è c e .  

b) Début du cycle sexué : gamogonie 

C e r t a i n s  m é r o z o ï t e s ,  a p r è s  p é n é t r a t i o n  d a n s  l a  c e l l u l e  é r y t h r o -  

c y t a i r e  se d i f f é r e n c i e n t  e n  g a m é t o c y t e s  m â l e s  e t  f e m e l l e s  p r é c u r s e u r s  d e  

gamè te s .  

La p r é s e n c e  d e  g a m é t o c y t e s  ( 1  e t  m) d a n s  l e  s a n g  d ' u n  s u j e t  f a i t  d e  l u i  un 

" r é s e r v o i r  d e  v i r u s " .  C e t t e  p r é s e n c e  n e  d é t e r m i n e  aucune  m a n i f e s t a t i o n  

c l i n i q u e .  



2) L a  sporogonie : fin du cycle sexué 

En cas d e  p i q Q r e  d ' u n  " r é s e r v o i r  d e  v i r u s " ,  l ' A n o p h è l e  femelle 

a s p i r e  un mélange  d ' h é m a t i e s  s a i n e s  e t  d ' h é m a t i e s  p a r a s i t é e s  a v e c  p rédo -  

minance  d e  g a m é t o c y t e s  q u i  se r a s s e m b l e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  d a n s  l e s  

c a p i l l a i r e s  p é r i p h é r i q u e s .  

Dans l ' e s t o m a c ,  l e s  m i c r o g a m é t o c y t e s  s u b i s s e n t  l ' e x f l a g e l l a t i o n  

e t  d o n n e n t  l e s  g a m è t e s  males ( n )  a l o r s  q u e  l e s  macrogamètes  é v o l u e n t  e n  

g a m è t e s  f e m e l l e s  ( O ) .  L ' o e u f  m o b i l e  ou o o k i n è t e  ( p )  r é s u l t a n t  d e  l a  f é -  

c o n d a t i o n  e s t  l e  s t a d e  d i p l o ï d e  du  c y c l e .  

L ' o o k i n è t e  m i g r e  à t r a v e r s  l ' é p i t h é l i u m  i n t e s t i n a l  (q)  e t  s '  en- 

k y s t e  s o u s  l a  lame b a s a l e  e t  d e v i e n t  un o o c y s t e  ( r ) .  

A l ' i n t é r i e u r  d e  l ' o o c y s t e ,  d e s  d i v i s i o n s  a c t i v e s  du  noyau 

a b o u t i s s e n t  à l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  s p o r o z o l t e s .  A l a  f i n  d e  l a  s p o r o -  

g é n è s e ,  l ' o o c y s t e  se l y s e  e t  l i b è r e  l es  s p o r o z o ï t e s  ( s )  q u i  v o n t  

s ' a c c u m u l e r  d a n s  l e s  g l a n d e s  s a l i v a i r e s  du m o u s t i q u e ,  e n  a t t e n t e  d ' ê t r e  

i n o c u l é s  l o r s  d ' u n e  p i q û r e .  

III - RAPPELS DU MECANISME D'ENDOCYTOSE DE L'HEMOGLOBINE CHEZ PLASMODIUM 

La s y n t h è s e  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  t r a v a u x  d e  morpho log ie  u l t r a s t r u -  

r a l e  c o n d u i t  à c o n s i d é r e r  q u ' i l  e x i s t e  c h e z  Plasmodium deux s y s t è m e s  

d ' e n d o c y t o s e  ( F i g .  B). 

- S u r  l e  p o u r t o u r  d e s  g r a n d e s  i n v a g i n a t i o n s  (IV) a i n s i  que  s u r  l a  

p é r i p h é r i e  du p a r a s i t e ,  S lomianny e t  P r e n s i e r  n o t e n t  l ' e x i s t e n c e  d e  p e t i t e s  

v é s i c u l e s  s u g g é r a n t  l a  p r é s e n c e  d ' u n  phénomène d e  m i c r o p i n o c y t o s e .  



- Un système cytostomal composé d'un cytostome (Cs) typ ique d 'oh  

bourgeonne une vacuole cytostomale (VC) s ' a l l ongean t  en un tube profond q u i  

peut d ' a i l l e u r s  se r a m i f i e r  ( tube cytostomal  TC).  De l ' e x t r ê m i t é  d i s t a l e  de 

ce tube, se détachent des vacuoles (54). 

F ig.  B. Schéma des processus d'endocytose chez P.chabaudi 



La membrane i n t e r n e  d e  ces v a c u o l e s  e t  v é s i c u l e s  d i s p a r a î t .  A ce 

moment s eu lemen t  l e u r  c o n t e n u  s ' a l t è re  p o u r  d o n n e r  e n  p h a s e  f i n a l e  un  com- 

posé  c r i s t a l l i n ,  l e  pigment  p a l u s t r e ,  p a r t i e  non d é g r a d é e  d e  l ' hémog lob ine .  

Les s t r u c t u r e s  i n t e r n e s  du p a r a s i t e  n e  s o n t  p a s  f i g é e s  ; el les  

é v o l u e n t  en  permanence.  I l  es t  connu q u e  l e s  v a c u o l e s  e t  les  v é s i c u l e s  

p i g m e n t a i r e s  f u s i o n n e n t  p l u s  ou moins r a p i d e m e n t  s e l o n  l ' e s p è c e  pour fo rmer  

une v a c u o l e  r é s i d u e l l e  q u i  sera l i b é r é e  e n  f i n  d e  s c h i z o g o n i e .  

I V  - CHIMIOTHERAPIE 

La c h i m i o t h é r a p i e  e s t  d é f i n i e ,  e n t r e  a u t r e s ,  comme l ' a d m i n i s -  

t r a t i o n  d ' une  s u b s t a n c e  q u i  p o s s è d e  une a c t i o n  a n t i m i c r o b i e n n e  s y s t é m i q u e .  

Depuis  t rès  l o n g t e m p s ,  l 'homme a c h e r c h é  d a n s  les  p r o d u i t s  d e  l a  n a t u r e  un 

remède a u  pa lud i sme .  Un d e s  p l u s  a n c i e n s  e s t  l e  c h ' a n g  s h a n  f a b r i q u é  en  

Chine  à p a r t i r  d ' u n e  poudre  d e  r a c i n e  d e  D i c h r o a  f é b r i f u g a .  Des r e c h e r c h e s  

r é c e n t e s  o n t  m o n t r é  que l e  p r i n c i p e  a c t i f  d e  c e t t e  p l a n t e  est  l a  f é b r i f u -  

q ine .  

Le s e c o n d  médicament a c t i f  v é g é t a l  l a r g e m e n t  u t i l i s é  est  l a  

q u i n i n e  con tenue  d a n s  l ' é c o r c e  d e  Q u i n q u i n a .  

Depuis ,  b i e n  d ' a u t r e s  a n t i p a l u d i q u e s  o n t  é t é  m i s  au p o i n t  e t  

c o m m e r c i a l i s é s  ; il s ' a g i t  d e  p r o d u i t s  d e  s y n t h è s e  : l a  p l a smoqu ine  ou 

pamaquine,  l a  q u i n a c r i n e  ou mépac r ine ,  l a  c h l o r o q u i n e  ou r é s o q u i n e ,  l a  p r i -  

maquine ,  l e  c h l o r g u a n i d e  ou p r o g u a n i l  e t  l a  pyr iméthamine .  

P u i s ,  pendan t  l e s  a n n é e s  1950 ,  il y e u t  un d é c l i n  d a n s  l a  r e c h e r c h e  d e  

nouveaux a n t i m a l a r i q u e s .  Beaucoup d e  c h e r c h e u r s  c o n s i d é r a i e n t  a l o r s  q u e  l e  

problème du t r a i t e m e n t  du p a l u d i s m e  é t a i t  r é s o l u .  C ' e s t  a l o r s  q u ' u n  i n -  

q u i é t a n t  phénomène d e  r é s i s t a n c e  f i t  s o n  a p p a r i t i o n ,  t o u t  d ' a b o r d  v i s - à - v i s  

du c h l o r g u a n i d e  e t  d e  l a  pyr iméthamine .  
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La r é s i s t a n c e  à un médicament e s t  d é f i n i e  comme " l a  p o s s i b i l i t é  

pour une souche d e  p a r a s i t e s  de  s u r v i v r e  ou d e  s e  m u l t i p l i e r  dans  l ' o r g a -  

nisme d ' u n  malade,  en  d é p i t  d e  l ' a d m i n i s t r a t i o n  e t  d e  l a  r é s o r p t i o n  d ' u n  

médicament à d e s  d o s e s  é g a l e s  ou s u p é r i e u r e s  à c e l l e s  h a b i t u e l l e m e n t  recom- 

mandées, s a n s  t o u t e f o i s  d é p a s s e r  les  limites d e  t o l é r a n c e  du s u j e t " .  

(O.M.S. 1973) .  

P l u s  récemment, l a  r é s i s t a n c e  d e  P . fa lc ipa rum à l a  c h l o r o q u i n e  e t  

aux a u t r e s  a n t i p a l u d i q u e s  d e  s y n t h è s e  commença à s e  m a n i f e s t e r .  La q u i n i n e  

r e s t e  l e  t r a i t e m e n t  l e  p l u s  s û r  dans  l e  c a s  du paludisme.  

L ' a p p a r i t i o n  d e  c e s  phénomènes d e  r é s i s t a n c e  r e n d a i t  p l u s  que 

j amais  n é c e s s a i r e  l a  p o u r s u i t e  d e s  r e c h e r c h e s .  

Ac tue l l ement ,  l e s  t h é r a p e u t e s  o n t  à l e u r  d i s p o s i t i o n  t r o i s  

g r a n d e s  c l a s s e s  d e  médicaments d é f i n i e s  à p a r t i r  d e s  c r i t è r e s  s u i v a n t s  : 

- l e  n iveau  du c y c l e  p a r a s i t a i r e  oh s ' e x e r c e  l e u r  a c t i o n  

- l e u r  s t r u c t u r e  chimique 

- e t  s u r t o u t  l e u r  mode d ' a c t i o n .  

1) Les antimétabolites 

Ils a g i s s e n t  l e n t e m e n t  e t  s o n t  a c t i f s  à presque t o u s  l e s  s t a d e s  

d e  développement du p a r a s i t e .  S e u l s  les gam6tocytes  matures  ne s o n t  p a s  

t o u c h é s  (34).  

La v o i e  d e  b i o s y n t h è s e  d e  l ' a c i d e  t é t r a h y d r o f o l i q u e  est p r é s e n t é  

dans  l e  schéma s u i v a n t  : 



s u l f a m i d e s  

s u l f o n e s  

p y r i m i d i n e s  

Acide para-aminobenzoïque 

+ d i h y d r o p t é r i n e  

d i h y d r o p t é r o a t e  s y n t h é t a s e  

Acide d i h y d r o p t é r o ï q u e  
' + a c i d e  g l u t a m i q u e  

d i h y d r o f o l a t e  s y n t h é t a s e  

Acide d i h y d r o f o l i q u e  

+ Hz 
d i h y d r o f o l a t e  r é d u c t a s e  

Acide t é t r a h y d r o f o l i q u e  

Le n i v e a u  d ' a c t i o n ,  sur c e  métabol isme,  d e s  s u l f a m i d e s  e t  pyra-  

mid ines  e s t  i n d i q u é  p a r  l e s  f l è c h e s .  

P a r t o u t  où l a  pyriméthamine a é t é  employée à g r a n d e  é c h e l l e  d e s  

souches  r d s i s t a n t e s  s o n t  rapidement  apparues .  

2) L e s  amino-8-quinoléines 

E l l e s  a g i s s e n t  à t o u s  l e s  s t a d e s  du c y c l e  d e  développement du 

p a r a s i t e .  Par l e u r  t o x i c i t é  impor tan te  pour  l'homme, e l l e s  ne s o n t  u t i -  

l i s é e s  que pour é l i m i n e r  l e s  formes p e r s i s t a n t e s  p r é - é r y t h r o c y t a i r e s  de  

3) L e s  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s  

Ils c o n s t i t u e n t  l a  c l a s s e  l a  p l u s  u t i l i s é e  d e  médicaments,  t a n t  

en t h é r a p i e  qu ' en  p r o p h y l a x i e .  I l s  s o n t  a c t i f s  uniquement s u r  l e s  formes 

i n t r a é r y t h r o c y t a i r e s  du p a r a s i t e .  



Nous examinerons en d é t a i l ,  dans l e  chap î t re  suivant ,  l e  point  

des connaissances s u r  l e  mécanisme d ' ac t ion  de ces  molécules, dont l ' é t ude  

const i tue  l ' o b j e t  de ce  t r ava i l .  
1 

Nous exposerons brièvement i c i ,  l e s  aspects  l i é s  à l ' appa r i t i on  i 
e t  au développement de l a  rés is tance  à l a  chloroquine essentiel lement.  1 

I 
L'appar i t ion de souches de P.falciparum r é s i s t an t e s  à l a  chloro- 

quine a  é t é  reconnue dans l e s  années 1959 e t  1960 en Amérique l a t i ne ,  en 

Asie du Sud-est e t  dans l e  pacifique. Durant l e s  années qui  su iv i ren t  des ' 

cas  de p lus  en plus  son t  apparus su r  l e  cont inent  indien e t  dans des zones 

importantes d'Afrique cen t ra le  e t  d'Afrique de l ' E s t  (Fig. C) (39). 

Seul P.fa1ciparui-n présente une rés i s t ance  à l a  chloroquine con- 

trairement aux t r o i s  espèces pa r a s i t e s  de l'homme (vivax malariae e t  - 9  

ovale) qu i ,  e l l e s ,  son t  sensibles  à l a  chloroquine. 
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LES SCHIZONTICIDES SANGUINS 

Les  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s ,  c a t é g o r i e  d e  m o l é c u l e s  a n t i m a l a r i -  

q u e s  l e s  p l u s  u t i l i s é e s  e n  t h é r a p e u t i q u e ,  s o n t  e n  r éa l i t é  très mal connus  

q u a n t  à l e u r s  mécanismes d ' a c t i o n .  Ils p e u v e n t  ê t re  c l a s s é s  s u r  l a  b a s e  de  

l e u r s  s t r u c t u r e s  c h i m i q u e s  e t  d e  l e u r s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  en  deux 

c a t é g o r i e s  : 

- l es  m o l é c u l e s  d e  t y p e  c h l o r o q u i n e  

- l e s  m o l é c u l e s  d e  t y p e  q u i n i n e  

Nous a l l o n s  examine r  en  d é t a i l  ces d i v e r s  a s p e c t s .  

1 - STRUCTURES CHIMIQUES 

1°) M o l é c u l e s  de t y p e  c h l o r o q u i n e  

La c h l o r o q u i n e ,  l ' a m o d i a q u i n e  s o n t  d e s  amino-4 -qu ino lé ines ,  

c a r a c t é r i s é e s  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' u n  noyau q u i n o l é i q u e  e t  d ' u n e  c h a î n e  l a t é -  

r a l e  c o m p o r t a n t  un a z o t e  b a s i q u e  : 

AMODIAQUINE. 



La chloroquine présente deux azotes basiques (33)  : 

- l ' a zo t e  du groupement diéthy.lamine pka = 10,16 

- L'azote du noyau quinoléique pka = 8,06 

2) Holécules de type quinine 

Les molécules de ce groupe sont  caractér isées  par u n  noyau aro- 

matique (quinoléine ou phénanthréne), une fonction alcool e t  un azote à 

carac tè re  basique. . , 

Nous ret iendrons essentiellement deux molécules : l a  quinine e t  

l a  méfloquine. 

MEFLBQUINE 
QUININE 

La quinine possède un azote basique de pKa = 8 ,4  e t  présente une 

configuration R en C9. 





I I  - PROPRIETES BIOLOGIQUES 

Nous examinerons  e n  p remie r  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  s t r u c t u r e s  e t  

a c t i v i t é s  b i o l o g i q u e s  d e  ces deux séries de  médicaments ; p u i s  l e s  e f f e t s  

b i o l o g i q u e s  connus d e  c e s  mêmes molécules .  

1 )  Relat ions  s t ruc ture -ac t iv i t é  

E l l e s  s o n t  i s s u e s  d e  t r è s  nombreuses molécu les  s y n t h é t i s é e s  

a u t o u r  d e  ces deux têtes de  f i l e s  que s o n t  l a  c h l o r o q u i n e  e t  l a  q u i n i n e .  

a )  Molécules de type chloroquine 

. M o d i f i c a t i o n s  du noyau q u i n o l é ï q u e  

La s u p p r e s s i o n  d e  l ' a t o m e  d e  c h l o r e  e n  p o s i t i o n  7  a b o u t i t  à une 

molécule  (SN6732) d o n t  l ' a c t i v i t é  a  c h u t é  de  93 % ( 6 ) .  

Lorsque c e t  atome e s t  d é p l a c é  en p o s i t i o n  6  (WR8671), l ' a c t i v i t é  

a n t i m a l a r i q u e  n ' e s t  p a s  a l t é r é e .  Par  c o n t r e ,  l e  déplacement  de  l ' a t o m e  d e  

c h l o r e  d e  l a  p o s i t i o n  7  à l a  p o s i t i o n  5  ou 8  provoque une d i m i n u t i o n  d e  97% 

de l ' a c t i v i t é  d e  l a  c h l o r o q u i n e  ( 6 ) .  

Les molécu les  v o i e n t  l e u r  a c t i v i t é  i n  v i t r o  d iminuée de  m o i t i é  s i  

c e  même atome d e  c h l o r e  e s t  s u b s t i t u é  p a r  un ha logène  p l u s  volumineux 

(brome : SN7373), p a r  un atome moins l i p o p h i l e  ( f l u o r )  ou p a r  un groupement 

t r i f l u o r o m é t h y l e  (SN11524) ( 6 ) .  

La p r é s e n c e  d 'un groupement méthyle  en  p o s i t i o n  3 du noyau qu i -  

n o l é ï q u e  diminue l ' a c t i v i t é  t a n t  i n  v i t r o  q u ' i n  v i v o  ; l a  molécule a i n s i  

formée e s t  l a  s o n t o q u i n e  ( 6 ) .  



HYDROXYCHLOROQUINE 

OXYCHLOROQUINE (WR 4 2 0 6 )  



L 'e f f i c ac i t é  de l a  chloroquine chute de 90 76 lorsque l'hydrogène 

en pos i t ion  2 du noyau quinoléique e s t  subs t i tué  par un groupement méthyle 

(6) .  

Ces expériences montrent que l 'atome de chlore  a i n s i  que l ' env i -  

ronnement de l ' a zo t e  aromatique jouent un r a l e  important dans l ' a c t i v i t é  

antimalarique de l a  chloroquine. 

. Modifications de l a  chatne l a t é r a l e  

Les amino-4-quinoléines possèdant une fonction hydroxyle su r  l a  

chaîne l a t é r a l e  conservent l ' a c t i v i t é  antimalarique (Hydroxychloroquine, 

oxychloroquine). 

L'azote terminal e s t  indispensable : son remplacement par un 

atome de carbone (WR93156) s e  t r a d u i t  par l a  chute de l ' a c t i v i t é  de l a  

chloroquine i n  v i t r o  e t  i n  vivo (59).  

La subs t i tu t ion  d'un groupement é thy le  f i xé  sur  l ' a zo t e  terminal 

par un atome d'hydrogène conduit à une molécule (WR29623) ne possédant plus 

que 50 % de l ' a c t i v i t é  antimalarique de l a  chloroquine (6 ) .  

Par contre,  l a  suppression du groupement méthyle (SN81361 

n ' a l t è r e  pas l ' a c t i v i t é  de l a  chloroquine (6 ) .  

Burckhalter e t  a l .  (1948-1949) ont  i n t rodu i t  dans l e s  amino-4-quinoléines, 

l a  s t r u c t u r e  -dialkylamino-O-crésol, à a c t i v i t é  antimalarique connue, ce 

qui  abou t i t  à l a  formation de molécules u t i l i s é e s  en thérapeutique t e l l e s  

que l'amodiaquine, l'amopyroquine e t  l a  cycloquine. 

b) Molécules de type quinine 

. Modifications du noyau quinoléique 

La présence d'un subs t i tuan t  volumineux près de l ' a zo t e  aroma- 

t ique semble de peu d'importance contrairement à ce l ' o n  observe chez l e s  

médicaments de type chloroquine. 



QUININE 

CHOHCH, 7H1Tc1Hs 
H 



I l  semble même pouvoir  ê t re  suppr imé.  A i n s i ,  e n  l ' a b s e n c e  de  

l ' a z o t e  q u i n o l é i q u e ,  l a  molécule  s y n t h é t i q u e  WR122455 es t  un bon an t ima-  

l a r i q u e  (59) .  

. M o d i f i c a t i o n s  d e  l a  c h a î n e  l a t é r a l e  

~ ' a i t i v i t é  a n t i m a l a r i q u e  es t  é t r o i t e m e n t  l i é e  à l a  s t é r é o c h i m i e  

d e  l ' a t o m e  d e  ca rbone  e n  p o s i t i o n  9  d o n t  l a  c o n f i g u r a t i o n  d o i t  ê t re  R. 

L 'épimère  en 9  ( é p i q u i n i n e )  e s t  i n a c t i f .  De p l u s ,  l a  s u p p r e s s i o n  ou l e  

remplacement p a r  un ha logène ,  une c é t o n e ,  d e  l a  f o n c t i o n  h y d r o x y l e  en 

p o s i t i o n  9  a f f e c t e n t  c o n s i d é r a b l e m e n t  l ' a c t i v i t é  a n t i m a l a r i q u e  (46) .  

Les mêmes r é s u l t a t s  s o n t  o b t e n u s  e n  suppr imant  ou en r e m p l a ç a n t  

l a  f o n c t i o n  v i n y l e  en  p o s i t i o n  p a r  une f o n c t i o n  a l c o o l  ( q u i n i n o l )  ou p a r  

une f o n c t i o n  a c i d e  c a r b o x y l i q u e  ( q u i n é t i d i n e )  ( 4 6 ) .  Par  c o n t r e  l a  p e r t e  de  

l ' a s y m é t r i e  du ca rbone  e n  p o s i t i o n  3 ( i s o q u i n i n e )  a i n s i  que l ' i n v e r s i o n  de  

c o n f i g u r a t i o n  d e  d i r e c t i o n  d e  c e  groupement v i n y l e  r é d u i t  ( ép ihydroqu i -  

n i n e )  n ' o n t  que peu d ' e f f e t  s u r  l ' a c t i v i t é  a n t i m a l a r i q u e  de  l a  q u i n i n e  

(46) .  

La r u p t u r e  d e  l a  l i a i s o n  e n t r e  l e  carbone e n  p o s i t i o n  8 e t  

l ' a z o t e  en p o s i t i o n  1 donnent  d e s  composés i n a c t i f s  t e l s  que  l e s  q u i n i c i n e s  

e t  l e s  d i h y d r o q u i n i c i n o l s  ( 4 6 ) .  

2) Propriétés biologiques 

Lorsque l e s  é r y t h r o c y t e s  i n f e s t é s  a v e c  P .be rqhe i  s o n t  s o u m i s  à 

l ' a c t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  on o b s e r v e  deux phénomènes : 

- une accumula t ion  r a p i d e  du médicament d a n s  l e s  c e l l u l e s  i n f e s t é e s  ; 

- une c o a l e s c e n c e  du pigment ma la r ique .  



a) Concentration dans les hématies parasitées 

La c o n c e n t r a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d e s  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s  dans  

l es  hémat ies  p a r a s i t é e s  a u  dépend d e s  c e l l u l e s  d e  l ' h ô t e  ( g l o b u l e  rouge  ou 

a u t r e s  c e l l u l e s )  e s t  un phénomène e s s e n t i e l  d a n s  l a  compréhension du mode 

d ' a c t i o n  de  ces molécules .  

L ' a p t i t u d e  d e  molécu les  t e l l e s  que l a  q u i n i n e  à s e  c o n c e n t r e r  

d a n s  l e s  é r y t h r o c y t e s  p a r a s i t é s  f u t  démontré d è s  1938 p a r  Bock. F i t c h  e n  

1969 a n a l y s a  p l u s  f inement  l e  phénomène d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  

d a n s  l es  h é m a t i e s  p a r a s i t é e s  pa r  P .berghei  démontré p a r  Macomber e t  C o l l .  

( 3 8 ) .  

Lorsque l e s  h é m a t i e s  p a r a s i t é e s  e t  non p a r & i t é e s  s o n t  mises e n  

p r é s e n c e  de  l a  c h l o r o q u i n e  ( I O - ~ M ) ,  l e  r a p p o r t  d e  c o n c e n t r a t i o n  en c h l o r o -  

q u i n e  ( c e l l u l e / m i l i e u  d e  c u l t u r e )  est  l e  s u i v a n t  : 

- 600/1 pour  l e s  h é m a t i e s  p a r a s i t é e s  pa r  une souche s e n s i b l e ,  

- 100/1  pour  l e s  h é m a t i e s  p a r a s i t é e s  p a r  une souche r é s i s t a n t e ,  

- 14/1  pour  l e s  h é m a t i e s  non p a r a s i t é e s .  

Cependant,  ce phénomène e s t  s e n s i b l e  aux c o n d i t i o n s  de  pH du 

m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  : u n e  é l é v a t i o n  du pH augmente l a  q u a n t i t é  de  c h l o r o -  

q u i n e  accumulée dans  l a  c e l l u l e  p a r a s i t é e .  

Ce phénomène dépend également  d e s  f o n c t i o n s  é n e r g é t i q u e s  d e  l a  

c e l l u l e  p a r a s i t é e  (23)  : il e s t  s t i m u l é  p a r  l a  p r é s e n c e  de  p y r u v a t e ,  

l a c t a t e ,  g l u c o s e  ou g l y c é r o l .  Le g l u c o s e  s t i m u l e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  

c h l o r o q u i n e  c h e z  P . f a l c i p a r u m  s e n s i b l e  p a r  c o n t r e  une souche  r é s i s t a n t e  ne  

p r é s e n t e  p a s  cet e f f e t  d e  s t i m u l a t i o n  p a r  l e  g l u c o s e  (23) .  

Des d rogues  d e  l a  même c l a s s e  t h é r a p e u t i q u e  ( s c h i z o n t i c i d e s  

s a n g u i n s )  t e l l e s  que l a  q u i n i n e ,  1' amodiaquine,  l a  méf loquine  i n h i b e n t  l a  

c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  dans  l e s  hémat ies  p a r a s i t é e s  (21) .  





F i t c h  e t  c o l l .  ( 2 3 )  montrent  également  que c e r t a i n e s  modif ica-  

t i o n s  s t r u c t u r a l e s  d e  l a  c h l o r o q u i n e  c o n d u i s e n t  à d e s  molécu les  provoquant  

une i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  d e  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  d a n s  l e s  

hémat ies  p a r a s i t é e s .  Pa r  l a  mesure d e s  c o n s t a n t e s  d ' i n h i b i t i o n  (Ki  ), c e s  

a u t e u r s  o n t  f a i t  l e s  c o n s t a t a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

- Les molécu les  oh l ' a t o m e  d e  c h l o r e  en p o s i t i o n  7  es t  remplacé  p a r  un 

atome d e  brome (Ki  = 5 . 1 0 - 7 ~ 1 ,  d ' i o d e  (Ki  = 4 . 1 0 - 7 ~ )  ou p a r  un groupement 

t r i f l u o r o m é t h y l e  (Ki  = 3 . 1 0 - 7 ~ )  ou p a r  un hydrogène (Ki  = 5 . 1 0 - 7 ~ )  provo- 

quen t  une f o r t e  i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  d e  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  

- Deux composés oh l e  noyau q u i n o l é i q u e  e s t  s u b s t i t u é  e n  p o s i t i o n  6 

p a r  un c h l o r e  (WR 8671, K i  = 7 . 1 0 - 7 ~ )  ou p a r  un méthoxy (SN3294, K i  = 

5 . 1 0 - ~ ~ )  donnent  éga lement  l e s  mêmes r é s u l t a t s .  

- On o b s e r v e  également  une f o r t e  i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  pour  l e s  mo- 

l é c u l e s  d o n t  l a  longueur  d e  l a  c h a i n e  a l i p h a t i q u e  v a r i e  d e  2 à 5  c a r b o n e s ,  

ou d o n t  les  groupements é t h y l e s  s o n t  suppr imés .  

Les r e l a t i o n s  e n t r e  s t r u c t u r e s  e t  i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  d e  l a  

c o n c e n t r a t i o n  i n t r a p a r a s i t a i r e  d e  l a  c h l o r o q u i n e  semblen t  donc moins r e s -  

t r i c t i v e s  que l e s  r e l a t i o n s  s t r u c t u r e - a c t i v i t é  de  l a  s é r i e  c h l o r o q u i n e .  En 

e f f e t ,  l e  s i m p l e  d é r i v é  (SN6732) ne p r é s e n t a n t  p a s  l ' a t o m e  d e  c h l o r e  en 

p o s i t i o n  7  ( e t  donc i n a c t i f )  e s t  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  

c h l o r o q u i n e  avec  une c o n s t a n t e  d ' i n h i b i t i o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  o b s e r v é e  pour 

l a  c h l o r o q u i n e  ( k i  = 5 . 1 0 - 7 ~ )  ( 2 3 ) .  

b - Coalescence du pigment malarique 

Le pigment m a l a r i q u e ,  r é s i d u  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l ' hémoglob ine ,  s e  

p r é s e n t e  s o u s  forme d e  c r i s t a u x  l o r s  d e  l ' o b s e r v a t i o n  a u  microscope é l e c -  

t r o n i q u e .  Sa  n a t u r e ,  s a  compos i t ion  chimique f o n t  t o u j o u r s  l ' o b j e t  

d ' é t u d e s .  



Le pigment m a l a r i q u e  e s t  t rès  couramment d é s i g n é  s o u s  l e  nom 

d'hémozoine. Sa s t r u c t u r e  p r o b a b l e  es t  une a s s o c i a t i o n  e n t r e  l a  f e r r i p r o -  

t o p o r p h y r i n e  IX ( f e r  au d e g r é  d ' o x y d a t i o n  + 3 complexé à l a  porphyr ine )  e t  

d e s  p r o t é i n e s .  

T r e n t e  à t r e n t e  c i n q  minu tes  a p r è s  a d m i n i s t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o -  

q u i n e  à d e s  s o u r i s  i n f e s t é e s  p a r  P .be rqhe i ,  l e s  g r a i n s  d e  pigments  d i s -  

p e r s é s  commencent à f u s i o n n e r  e t  en  s o i x a n t e  à q u a t r e - v i n g t  minu tes  s e  

r a s s e m b l e n t  e n  un ou deux g r o s  amas (60) .  Ce phénomène est d é s i g n é  p a r  l e  

t e rme  c o a l e s c e n c e  du pigment (ou "pigment clumping",  en  a n g l a i s ) .  

C e t t e  c o a l e s c e n c e  du pigment m a l a r i q u e  est p r o d u i t e  p a r  d e s  médi- 

caments  d é r i v é s  d e  l a  c h l o r o q u i n e  (amodiaquine ,  mépacr ine)  e t  e l l e  e s t  

i n h i b é e  p a r  d e s  molécu les  du t y p e  d e  l a  q u i n i n e  ( 6 1 ) .  

Les médicaments du t y p e  q u i n i n e  n e  p r o d u i s e n t  p a s  l a  c o a l e s c e n c e  

du pigment m a l a r i q u e  mais p l u t ô t  s a  d i s p e r s i o n  ( 1 5 ) .  

Pour c e  phénomène, il e s t  éga lement  p o s s i b l e  d e  d é f i n i r  une cons- 

t a n t e  d e  d i s s o c i a t i o n  (Kd 2 . 1 0 - 8 ~ )  pour  l a  c h l o r o q u i n e  (611,  a i n s i  que d e s  

r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  s t r u c t u r e s  ch imiques  e t  l e u r  a c t i v i t é  (58)  : l a  pré-  

s e n c e  d e  l ' a t o m e  d e  c h l o r e  en  p o s i t i o n  7 ,  d e  même que c e l l e  d e  l ' a z o t e  

t e r m i n a l  s o n t  i n d i s p e n s a b l e s  à l ' o b t e n t i o n  d e  l a  c o a l e s c e n c e  du pigment,  

comme ils l e  s o n t  pour expr imer  l ' a c t i v i t é  a n t i r n a l a r i q u e .  

C e t t e  a c t i v i t é  e s t  u t i l i s é e  comme tes t  d e  l ' a c t i v i t é  d e s  molé- 

c u l e s  a n t i m a l a r i q u e s .  

III - MODE D'ACTION 

A p a r t i r  de  ces deux p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  : c o n c e n t r a t i o n  i n -  

t r a p a r a s i t a i r e  e t  c o a l e s c e n c e  du pigment m a l a r i q u e ,  l e s  a u t e u r s  o n t  proposé  

l ' i n t e r v e n t i o n  d e  r é c e p t e u r s  b i o l o g i q u e s  pour  l e s  s c h i z o n t i c i d e s  sangu ins .  



Les mesures de concentration à l ' équ i l i b r e  en t r e  chloroquine 

i n t r apa ra s i t a i r e  e t  chloroquine externe permettent d ' a t t e indre  une valeur 

de constante d ' a f f i n i t é  (ka) de l a  chloroquine pour l 'hématie paras i t ée  de 

108~-1.  

La recherche du ou des récepteurs supposés a  f a i t  l ' o b j e t  de 

nombreux travaux. Nous retiendrons t r o i s  p i s t e s  de t r a v a i l  qui  ont  é t é  

développées pour expliquer l e s  propr ié tés  antimalariques de ces médica- 

ments : 

1. Interact ion avec l ' A D N  pa r a s i t a i r e  

2. Concentration dans des lysosomes 

3. Interact ion avec l a  ferriprotoporphyrine IX 

Nous a l lons  examiner en d é t a i l  ces t r o i s  approches. 

1) Interaction ADN-chloroquine 

Parker e t  I rvin ,  en 1949 e t  en 1952 (43),  ont montré par des 

mesures de dia lyse  e t  de viscosi té  mais sur tout  par des études spectros- 

copiques que l a  chloroquine forme un complexe avec l ' A D N  ( l e  spectre  U.V. 

de l a  chloroquine e s t  a l t é r é  en présence de l'ADN). 

En 1965, Cohen e t  a l .  (12) observent l e s  in te rac t ions  en t r e  l a  

chloroquine e t  l ' A D N  par spectroscopie e t  i ls  en concluent q u ' i l  ex i s t e  

deux s i t e s  pour l a  formation du complexe, l ' u n  ayant une constante d 'asso- 

c ia t ion  Ka de 104 1.mole-1 e t  l ' a u t r e  de 103 1.mole-1. 

En 1965, O'Brien e t  Hahn (42) proposent un modèle tenant compte 

de l ' a c t i v i t é  antirnalarique de l a  chloroquine e t  de ses  dérivés.  En par- 

t i c u l i e r ,  ils suggèrent que : 



- l e s  molécules exercent  l e u r  a c t i v i t o  ant imalar ique en s ' i n t e r c a l a n t  

avec l ' A D N  p a r a s i t a i r e .  L ' a c t i v i t é  d 'une  moljcule dépend de l a  s t a b i l i t é  du 

'complexe formé avec l ' A D N .  

- un groupement é l e c t r o n é g a t i f  en pos i t i on  7  du noyau quinolé ique  e s t  

ind ispensable  à l ' a c t i v i t é .  

- l e s  fonc t ions  amines de l a  cha ine  l a t é r a l e  i n t e r a g i s s e n t  par l i a i s o n  

ionique avec l e s  groupements phosphates des  deux b r in s  de l ' A D N .  

A c e  s t a d e ,  il e s t  donc prouvé que l a  chloroquine s e  l i e  aux 

ac ides  nucléiques.  Cependant, l a  s t r u c t u r e  du complexe formé n ' e s t  pas 

clairement  d é f i n i e  a u s s i  en 1975, Bol te  ( 9 )  a r é a l i s é  des t ravaux dans l e s -  

que ls  s e u l e  l ' a f f i n i t é  de  l a  qu inolé ine  pour l a  base e s t  é tud iée .  

- - L ' i n t e r a c t i o n  par  recouvrement des  systèr i i~s  base e t  qu inolé ine  

provoque en U.V.  un e f f e t  hypochrome. Cet e f f e t  e s t  directement  l i é  à 

l ' a f f i n i t é  des  deux chromophores. 



Les c o n c l u s i o n s  s o n t  l es  s u i v a n t e s  : 

- La c h l o r o q u i n e  s ' a s s o c i e  p a r  empilement aux t r o i s  b a s e s  : a d é n i n e ,  

g u a n i n e  e t  thymine.  

- L ' o r d r e  d ' a f f i n i t é  c r o i s s a n t e  d e  l a  quinoléine c h l o r é e  pour l e s  

b a s e s  est  : thymine << adén ine  = guan ine .  

L ' a f f i n i t é  de  l a  c h l o r o q u i n o l é ï n e  pour  l e s  b a s e s  d e s  a c i d e s  nu- 

c l é f q u e s  é t a n t  é t a b l i e ,  l a  n a t u r e  d e s  f o r c e s  r e s p o n s a b l e s  e s t  d é f i n i e  p a r  

B o l t e  e n  1975 : c e  s o n t  d e s  f o r c e s  d e  Van d e r  Waals du t y p e  f o r c e s  d e  d i s -  

p e r s i o n ,  q u i  s ' e x p r i m e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  e n  phase  aqueuse .  

Néanmoins, l ' i n t e r a c t i o n  chloroquine-ADN comme mécanisme de  

c o n c e n t r a t i o n  e t  d ' a c t i o n  d e s  s c h i z o n t i c i d e s ,  e s t  a c t u e l l e m e n t  é c a r t é e .  

T r o i s  é l é m e n t s  s o n t  à r e t e n i r  d a n s  c e t t e  a n a l y s e  : 

- La c o n s t a n t e  d ' a f f i n i t é  obse rvée  e n t r e  c h l o r o q u i n e  e t  ADN 

( ~ a = 1 0 4 ~ - 1 )  (31)  e s t  t r o p  f a i b l e  pour  r e n d r e  compte de  l ' a f f i n i t é  de  c e t t e  

molécu le  pour l e  p a r a s i t e  ( ~ a = 1 0 8 ~ - 1 ) .  

- La c h l o r o q u i n e  s e  l i e  t o u t  a u t a n t  au  DNA de mammifère q u ' a u  DNA 

p l a s m o d i a l  (30) .  

On ne  p e u t  donc e x p l i q u e r  par  c e  mécanisme l a  remarquable  s é l e c t i v i t é  de  l a  

c h l o r o q u i n e  pour l e  g l o b u l e  rouge  p a r a s i t é  au dépend d e s  c e l l u l e s  de 

1' h ô t e .  

- La méf loqu ine ,  a n t i m a l a r i q u e  e f f i c a c e ,  s e  c o n c e n t r a n t  de  manière  

i m p o r t a n t e  d a n s  l e  p a r a s i t e  e s t  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  compét i t ivement  l a  con- 

c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  mais  n ' i n t é r a g i t  pas  i n  v i t r o  avec l e  DNA 

(44)  

2) P r o p r i é t é s  lysosornotropes  de l a  c h l o r o q u i n e  

I l  e s t  b i e n  connu que l a  c h l o r o q u i n e  est une d r o g u e  lysosomotrope 

( 1 6 ) .  En e f f e t ,  l a  c h l o r o q u i n e  q u i  e s t  une b a s e  f a i b l e  p e u t  s e  c o n c e n t r e r  

d a n s  l es  compar t iments  a c i d e s .  



Le mécanisme de concentrat ion lysosomiale  suppose bien évidemment 
1 

l ' e x i s t e n c e  d'un g rad ien t  de pH e n t r e  un compartiment ac ide  ( l e  lysosome) , 
I 
I 

e t  le  milieu e x t é r i e u r  de pH plus  élevé.  Ce mécanisme implique que s e u l e s  

l e s  formes neu t r e s  (non protonées) t r a v e r s e n t  l ibrement l e s  membranes ; I 
l e u r s  concent ra t ions  s o n t  Bquivalentes dans l e s  d i f f é r e n t s  compartiments 1 

1 
c e l l u l a i r e s .  Par con t r e ,  l e s  formes chargées (protonées)  des  bases f a i b l e s  1 

1 
( ch lo ru re  d'  ammonium ( N H 4 c 1 ) ,  méthylamine (CH3NH2), chloroquine,  . . . ) ne I 

f r anch i s sen t  pas  faci lement  l e s  b a r r i è r e s  membranaires d'où l e u r  concen- 
I 
I 

t r a t i o n  dans l e s  lysosomes (16). 
I 

Milieu 

extraoelluhk 

Les molécules du type chloroquine possèdent deux fonc t ions  bas i -  

ques au pi! physiologique (pH = 7 , 4 ) ,  e l l e s  s o n t  majori ta irement  sous  forme 

diprotonées.  Les deux fonc t ions  amine de l a  chloroquine possèdent des  pKa 

r e s p e c t i f s  de 8 ,06  e t  10,16 ( 3 3 ) .  



Au pH physiologique, l e s  proportions des d i f fé ren tes  formes de 

chloroquine sont  l e s  suivantes  : 86 ?A des molécules sont sous forme dipro- 

tonée, 14 7; sous forme monoprotonée (seul  l ' a z o t e  terminal de l a  chaine 

l a t é r a l e  e s t  protonée) e t  seulement O,2 % de forme neutre (non protonée) 

(24). 

Lors de s a  protonation dans l e  lysosome, l a  chloroquine consomme 

des protons f a i t  remonter a i n s i  l e  pH intralysosomial. 

En perturbant  ce  pH, l a  chloroquine a f fec te  sérieusement cer- 

t a i ne s  a c t i v i t é s  enzymatiques lysosomiales (16). 

L'action de ce  médicament sur  l e s  lysosomes permet son u t i l i s a -  

t ion  thérapeutique l o r s  des trai tements antiinflammatoires. E l les  expli- 

quent en pa r t i e ,  l e s  e f f e t s  secondaires sur l a  r é t i n e  (7 ) .  

Dès 1972, Homewood e t  a l .  (32) proposaient que l ' a c t i v i t é  an t i -  

malarique de l a  chloroquine s'exprime grâce à un mécanisme identique.  

Leur hypothèse repose sur  l e s  t r o i s  postula ts  suivants  : 

* I l  ex i s t e  un compartiment acide de type lysosome chez Plasmodium. 

* Ce compartiment e s t  l e  s i ège  de l a  dégradation de l'hémoglobine : il es t  

const i tué  par l e s  vacuoles d iges t ives  du paras i t e .  

* La chloroquine s e  concentre dans ces  vacuoles e t  bloque l a  dégradation de 

l'hémoglobine par une remontée du pH vacuolaire ; l a  dégradation de l'hémo- 

globine é tan t  e s s e n t i e l l e  au développement du paras i t e .  

Cependant, on note une di f férence importante en t r e  l e s  a c t i v i t é s  

antimalarique e t  anti-inflammatoire de l a  chloroquine. La concentration 

intralysosomiale de l a  chloroquine dans une c e l l u l e  de mammifère e s t  a i -  

sèment réa l i sée  en présence d'une concentration ex t race l lu la i re  en chlo- 

roquine de 20 P M  à 100 FM (13,29). 

L ' a c t i v i t é  antimalarique s'exprime, e l l e ,  à des doses de 100 à 

1000 f o i s  plus f a i b l e  (24) c 'est-à-dire à des concentrations externes de 

l ' o r d r e  de 10-7 à 1 0 - 8 ~  (27).  



De très nombreux t r a v a u x  o n t  é t é  c o n s a c r é s  à l a  r e c h e r c h e  e t  à 

l ' é t u d e  d e s  compar t imen t s  a c i d e s  d e  Plasmodium. 

I l  e s t  i n d é n i a b l e ,  que  d i v e r s e s  méthodes d e  mesures  d e  pH i n t r a -  

c e l l u l a i r e  c o n d u i s e n t  à montrer  l ' ' e x i s t e n c e  d ' u n  compar t iment  a c i d e  c h e z  

Plasmodium ( 3 5 , 6 3 ) .  I l  es t  même p o s s i b l e  d e  mont re r  p a r  f l u o r e s c e n c e  que  c e  

compar t iment  c o r r e s p o n d  à d e s  z o n e s  b i e n  l o c a l i s é e s  d a n s  l e  p a r a s i t e ,  ( ) 

m a i s  l a  n a t u r e  e t  l a  f o n c t i o n  d e  ces compar t imen t s  n e  peuven t  ê fke  p r é c i -  

sées. Les v a l e u r s  de  pH o b t e n u e s  p a r  p l u s i e u r s  a u t e u r s  a v e c  d e s  méthodes 

d i f f é r e n t e s  s o n t  c o n v e r g e n t e s  e t  c o n d u i s e n t  à une v a l e u r  d e  l ' o r d r e  d e  5 

u n i t é s  de  pH ( 6 3 ) .  

Une a c t i v i t é  p h o s p h a t a s e  a c i d e  a  é t é  également  r é v é l é e  e t  l o c a -  

l i s é e  d a n s  d e s  v é s i c u l e s  c h e z  P . b e r g h e i  ( 2 ) .  C. Slomianny d a n s  un t r a v a i l  

r é c e n t  v i e n t  d e  montrer  que  c e t t e  même a c t i v i t é  s e  r e t r o u v e  d a n s  d e s  vé- 

s i c u l e s  d ' e n d o c y t o s e  néo-formées (50) .  

E n f i n  il est  i n d é n i a b l e  que l e  p a r a s i t e  possède  une e n d o p r o t é a s e  

a c i d e  c a p a b l e  d e  d é g r a d e r  1' hémoglobine ( 3 , 3 7 ) .  

L 'ensemble  d e  ces é l é m e n t s  c o n d u i t  à démontrer  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  

compar t iment  a c i d e  chez  Plasmodium, ma i s  il n ' e s t  p a s  démontré que ce com- 

p a r t i m e n t  e s t  l e  s i è g e  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l ' hémoglob ine ,  e t  q u ' i l  cons-  

t i t u e  l e  s i t e  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  Néanmoins, une é t u d e  

r é a l i s é e  en 1972 p a r  M. Aikawa ( l ) ,  p o r t a n t  s u r  l a  l o c a l i s a t i o n  d e  c h l o -  

r o q u i n e  t r i t i é e  chez  P . b e r g h e i ,  s u g g è r e  que l a  v a c u o l e  d i g e s t i v e  e s t  l e  

s i t e  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  Ce t r a v a i l  a  é t é  r é a l i s é  d a n s  d e s  

c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  non c o n c l u a n t e s ,  e t  ne  permet  p a s  e n  r é a l i t é  

d ' a b o u t i r  à une d é m o n s t r a t i o n  r i g o u r e u s e .  Nous a n a l y s e r o n s  u l t é r i e u r e m e n t  

les  l imites  d e  ce t te  méthode. 

Le mécanisme d e  c o n c e n t r a t i o n  lysosorn ia le  a é t é  p roposé  pour l e s  

m o l é c u l e s  d e  t y p e  q u i n i n e  où s e u l  l ' a z o t e  d e  l a  c h a i n e  l a t é r a l e  e s t  a s s e z  

b a s i q u e  pour c a p t e r  un p r o t o n  au  pH p h y s i o l o g i q u e .  



Pour l a  quinine, l e s  valeurs de pKa pour l e s  fonctions aminées du 

noyau quinoléique e t  de l a  chaine l a t é r a l e  sont  respectivement : 4,3 e t  

8,4. Au pH physiologique, l e s  d i f f é r en t e s  formes de quinine sont dans l e s  

proportions suivantes : 89 % sous forme monoprotonée e t  11 76 sous forme 

neutre  (24) .  

3) Interaction chloroquine-hématine 

Récemment, Chou e t  a l .  (10) reprenaient une observation f a i t e  dès 

1963 (49) selon laquel le  l a  chloroquine i n t e r ag i t  avec l 'hématine l ibé rée  

par ac t ion protéolytique du Plasmodium sur l'hémoglobine. 

I l s  montrent que l a  chloroquine, i n  v i t r o ,  présente une f o r t e  

a f f i n i t é  pour un produit de dégradation de l'hémoglobine, qui  présente une 

f o r t e  absorption à 380 nm, l a  ferr iprotoporphyrine IX ou hématine. La cons- 

t a n t e  de dissocia t ion d u  complexe chloroquine-hématine obtenue par d ia lyse  

à l ' é q u i l i b r e  e s t  de 3,5 1 0 - 9 ~ .  I l s  montrent également que c e t t e  a f f i n i t é  

é levée  de l a  chloroquine pour l 'hématine e s t  inhibée par des antimalariques 

t e l s  que l a  quinine, l a  méfloquine. 

Des études r é a l i s ée s  à l ' a i d e  de l a  spectroscopie u l t r av io l e t  ont 

montré l ' ex i s tence  d'une i n t e r ac t i on  entre  hématine e t  d ivers  schizonti-  

c ides ,  mais e l l e s  ne permettent pas d'accéder à l a  géométrie de l ' i n t e r a c -  

t ion.  Une l i a i son  en t re  l ' a z o t e  quinuclidique de l a  quinine e t  l 'atome de 

f e r  de l a  porphyrine a é t é  montrée par spectroscopie u l t r av io l e t  (58).  

Malheureusement, c e t t e  étude r éa l i s ée  en milieu non aqueux (benzène) 

s ' é l o igne  notablement des condit ions nature l les .  Son i n t é r ê t  biologique e s t  

donc contestable.  

Chou e t  Fitch (10) proposent que l a  concentration in t raparas i -  

t a i r e  de l a  chloroquine s o i t  due à l ' i n t e r a c t i o n  chloroquine-hématine gr%ce 

à l a  l ibé ra t ion  de l a  prophyrine l o r s  de l a  dégradation de l'hémoglobine 

par l e  parasi te.  I l s  supposent que c e t t e  in te rac t ion  ne s e  produit que l o r s  



de l a  formation de l 'hématine. Le pigment malarique complètement const i tué  

n'ayant aucune a f f i n i t é  pour l a  chloroquine (22) .  De plus,  ils proposent 

que l ' a c t i v i t é  antimalarique de l a  chloroquine s'exprime par l ' intermé- 

d i a i r e  du complexe chloroquine-hématine (5) ,  e t  que l e  r é s u l t a t  de c e t t e  

a c t i v i t é  se t r a d u i t  par l a  l y se  des membranes du pa r a s i t e  (11).  

Malheureusement, l e s  études u l t r a s t r uc tu r a l e s  r é a l i s ée s  sur l e s  

e f f e t s  de l a  chloroquine chez Plasmodium sont en contradic t ion avec c e t t e  

proposition. I l  n ' a  jamais é t é  observé de l y se  des membranes du pa r a s i t e  ou 

des vacuoles d iges t ives  ( 50,66 ) . 
D'autre pa r t ,  des études r é a l i s ée s  par RMN sur  l a  s t r uc tu r e  du 

complexe chloroquine-porphyrine, en milieu aqueux (41) (Fi9.D) montrent que 

l 'hématine ne peut cons t i tue r  l e  récepteur des schizont ic ides  sanguins. En 

e f f e t ,  l e s  2 atomes e s s e n t i e l s  à l ' a c t i v i t é  antimalarique de l a  chloroquine 

: atome de chlore  en pos i t ion  7 e t  l ' a z o t e  de l a  chaîne l a t é r a l e ,  ne par- 

t i c i p e n t  pas à l a  formation du complexe. I l  n ' y  a  donc pas de r e l a t i on  

en t r e  l ' ap t i t ude  à i n t e r ag i r  avec l 'hématine, e t  l ' a c t i v i t é  biologique de 

l a  chloroquine. Ceci a  é t é  confirmé en examinant l a  s p é c i f i c i t é  de l ' i n -  

t e rac t ion  hématine-chloroquine à l ' a i d e  de diverses  molécules modèles (40).  

I l  a  é t é  a i n s i  montré que des molécules présentant un noyau aromatique, 

mais ne possédant pas obligatoirement une a c t i v i t é  antimalarique, avaient  

une a f f i n i t é  importante pour l 'hématine (kd 1 0 - 6 ~ ) .  

Enfin l a  présence du complexe chloroquine-hématine n ' a  jamais pu 

ê t r e  mise en évidence i n  vivo. 

La proposit ion de Fitch e t  c o l l .  nous semble donc actuellement 

peu s a t i s f a i s a n t e  pour expliquer l e  mécanisme d 'ac t ion de l a  chloroquine. 



Figure D - In teract ion chloroquine - hématine 
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I V  - CONCLUSION 
C e t t e  a n a l y s e  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  t r a v a u x  r é a l i s é s  d a n s  l e  b u t  d e  

c l a r i f i e r  l e  mode d ' a c t i o n  d e s  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s  montre q u e  l 'hypo-  

t h è s e  l a  p l u s  s a t i s f a i s a n t e  e s t  c e l l e  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  l e s  p r o p r i é t é s  

lysosomot ropes  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  
P 

C e t t e  v o i e  d ' approche  nous a p p a r a î t  néanmoins p r é s e n t e r  d e s  

i n c e r t i t u d e s  s u r  deux p o i n t s  e s s e n t i e l s  : 

- l e  s i t e  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  d a n s  l e  p a r a s i t e .  

- l a  n a t u r e  e t  l a  l o c a l i s a t i o n  du compar t iment  a c i d e  d e  Plasmodium. 

Nous nous proposons  donc d ' é t u d i e r  c o n j o i n t e m e n t  c e s  deux 

a s p e c t s .  

Nous a v o n s  c h o i s i  d ' a b o r d e r  c e t t e  é t u d e  avec  une méthode expé- 

r i m e n t a l e  p e r m e t t a n t  une v i s u a l i s a t i o n  d i r e c t e ,  d e s  compar t iments  a c i d e s  

c e l l u l a i r e s ,  e t  d e s  s i t e s  de  r é t e n t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  Pour c e l a ,  

l ' immunodé tec t ion  s u r  coupes  u l t r a f i n e s  nous a  semblé s e u l e  c a p a b l e  d ' a t -  

t e i n d r e  l a  p r é c i s i o n  s o u h a i t é e .  Le c h a p î t r e  s u i v a n t  a n a l y s e  e n  d é t a i l  l a  

méthode adoptée .  



RESULTATS 



SONDES MOLECULAIRES 

En 1984, Anderson e t  a l .  (4) p r é s e n t a i e n t  une méthode o r i g i n a l e  

pour  l a  v i s u a l i s a t i o n  d e s  o r g a n i t e s  a c i d e s  d e s  c e l l u l e s  p a r  mic roscop ie  

é l e c t r o n i q u e .  C e l l e - c i  r e p o s a i t  s u r  1' immunodétection d '  une  molécule ( l e  

DAMP) (F ig .  E) a y a n t  l a  p r o p r i é t é  d e  se c o n c e n t r e r  dans  l e s  compar t iments  

a c i d e s  c e l l u l a i r e s .  I l  montre que l e  DAMP se c o n c e n t r e  dans  d i v e r s e s  s t r u c -  

t u r e s  t e l l e s  que l e s  lysosomes,  endosomes, de  f i b r o b l a s t e s  e n  c u l t u r e .  

C o n s i d é r a n t  c e  t y p e  d ' a p p r o c h e  nous avons  conçu e t  r é a l i s é  une 

sonde m o l é c u l a i r e  (CQA) (F ig .  E ) ,  a n a l o g u e  d e  l a  c h l o r o q u i n e  p e r m e t t a n t  l a  

l o c a l i s a t i o n  u l t r a s t r u c t u r a l e  d e s  s i tes  de  c o n c e n t r a t i o n  d e  c e t t e  molécule  

chez  Plasmodium. 

Du p o i n t  d e  vue e x p é r i m e n t a l ,  nous avons  u t i l i s é  l e s  deux s o n d e s  

m o l é c u l a i r e s  DAMP e t  CQA pour  l a  d é t e r m i n a t i o n  c o n j o i n t e  d e s  compar t iments  

a c i d e s  e t  d e s  s i t e s  d e  r é t e n t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  chez l es  p a r a s i t e s .  

1 - CONCEPTION DES SONDES 

Les deux molécu les  u t i l i s é e s  p r é s e n t e n t  d e s  p a r t i c u l a r i t é s  s t r u c -  

t u r a l e s ,  e t  d e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  p r é c i s e s  l e u r  c o n f é r a n t  l e s  Capa- 

c i t é s  ment ionnées  précédemment. Nous a l l o n s  p r é s e n t e r  d a n s  l e  d é t a i l  c e s  

d i v e r s  a s p e c t s  c a r  i ls  o n t  p r é s i d é  à l a  c o n c e p t i o n  de  n o t r e  sonde CQA. 

1) S t r u c t u r e s  a n t i g é n i q u e s  

L' immunodétection d e  c e s  molécu les  impose l a  p r é s e n c e  d ' u n e  

s t r u c t u r e  a n t i g é n i q u e  p e r m e t t a n t  une f o r t e  i n t e r a c t i o n  a n t i g è n e - a n t i c o r p s .  

Tel e s t  l e  c a s  d e  l a  p a r t i e  d i n i t r o a r o m a t i q u e  du DAMP, q u i  peu t  ê t r e  a i -  

sèment d é t e c t é e  p a r  d e s  a n t i c o r p s  a n t i - d i n i t r o p h é n o l .  C e t t e  f o n c t i o n  est  

a s s u r é e  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  l e  noyau c h l o r o q u i n o l é ï q u e  pour l a  sonde CQA. 



Figure E. 
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2) P r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  

La sonde ,  DAMP p r é s e n t e  deux f o n c t i o n s  amines  p r i m a i r e  e t  ter- 

t i a i r e  (pKa a p p a r e n t  1 0 , 6 )  l u i  c o n f é r a n t  d e s  p r o p r i é t é s  d e  b a s e  f a i b l e  e t  

donc l a  p r o p r i é t é  d e  c i b l e r  l e s  compar t iments  a c i d e s .  

La sonde CQA, q u i  est  une amino-4-quinoléine,  possède d e s  pro- 

p r i é t é s  d e  base  f a i b l e  e t  une a c t i v i t é  a n t i m a l a r i q u e  é t r o i t e m e n t  l i é e s .  De 

p a r  sa s t r u c t u r e ,  c e t t e  molécu le  r e s p e c t e  l ' e s s e n t i e l  d e s  r e l a t i o n s  e n t r e  

s t r u c t u r e  e t  a c t i v i t é  d e s  amino-4-quinolé ïnes  : 

- un noyau q u i n o l é i n e  s u b s t i t u é  en  p o s i t i o n  7 p a r  un atome d e  c l o r e .  

- un a z o t e  t e r m i n a l  s u r  l a  c h a î n e  l a t é r a l e .  

3) R é t i c u l a t i o n  

L ' u t i l i s a t i o n  immunocytochimique d e s  a n t i c o r p s  n ' e s t  r é a l i s a b l e  

que s i  l e s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  s o n t  r e s p e c t é e s  : 

a )  l e s  s o n d e s ,  q u i  n e  f o n t  p a s  p a r t i e  i n t é g r a n t e  d e s  s t r u c t u r e s  

c e l l u l a i r e s ,  d o i v e n t  ê t r e  maintenues  p a r  d e s  a g e n t s  de  f i x a t i o n  ( formal-  

déhyde,  g l u t a r a l d é h y d e )  pour ne p a s  ê t r e  é l i m i n é e s  au c o u r s  d e s  p répara -  

t i o n s  pour  l a  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e .  

b)  L ' a n t i g è n e  d o i t  ê t r e  a c c e s s i b l e  aux a n t i c o r p s  d a n s  l e s  con- 

d i t i o n s  d e  d é t e c t i o n  e t  l e  complexe formé d o i t  ê t r e  maintenu dans  l e s  

s t r u c t u r e s  obse rvées .  

Ces deux c o n d i t i o n s  s o n t  r e m p l i e s  s i  l e s  s o n d e s  comportent  d e s  fonc- 

t i o n s  amine p r i m a i r e  l i b r e  (-NH2). En e f f e t ,  l e  formaldéhyde a l a  p r o p r i é t é  

d e  c r é e r  d e s  l i e n s  c o v a l e n t s  e n t r e  c e s  f o n c t i o n s  s e l o n  un schéma r é a c t i o n -  

n e l  proposé  pa r  M.Y.  Feldman ( 1 9 )  : 



A i n s i  les  s o n d e s  peuven t  ê t r e  r é t i c u l é e s  g r â c e  au  f o r m a l d é h y d e  

a v e c  l e s  p r o t é i n e s  c e l l u l a i r e s .  

De même l ' é v e n t u e l l e  i n t e r a c t i o n  l i g a n d - r é c e p t e u r ,  d rogue - r écep -  

t e u r ,  de m o l é c u l e s  t e l l e s  q u e  l a  c h l o r o q u i n e  c o n s t i t u e  un empêchement à l a  

d é t e c t i o n  p a r  un a n t i c o r p s  d e  c e  même l i g a n d .  La r é t i c u l a t i o n  d e s  s t r u c -  

t u r e s  p r o t é i q u e s  a u  fo rma ldéhyde ,  p e u t  c o n d u i r e  à l a  p e r t e  d e  l ' i n t e r a c t i o n  

l i g a n d - r é c e p t e u r .  Le l i g a n d  (ou l a  d r o g u e )  d e v i e n t  a i n s i  a c c e s s i b l e  à une 

i n t e r a c t i o n  a v e c  un a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e .  Le m a i n t i e n  d e  l ' a n t i g è n e  i n  s i t u  

e s t  donc  l à  éga l emen t  une  n é c e s s i t g ,  c a r  il f a u t  i m m o b i l i s e r  l e  complexe  

a n t i g è n e - a n t i c o r p s  pou r  l e  d é t e c t e r .  

Une démarche a n a l o g u e  a  é t 6  a d o p t é e  pour  l a  l o c a l i s a t i o n  immuno- 

c y t o c h i m i q u e  d e  l ' a c é t y l c h o l i n e  e t  d e s  n e u r o n e s  c h o l i n e r g i q u e s  p a r  G e f f a r d  

e t  a l .  (28).  L ' a c é t y l c h o l i n e  a  é t é  f i x é e  i n  s i t u  g r % c e  à un mé lange  corn- 

p l e x e  d ' a l c o o l  a l l y l i q u e  e t  de  g l u t a r a l d é h y d e .  



4) L i a i s o n  a v e c  les macromolécules  e t  o b t e n t i o n  d e s  a n t i c o r p s  

Le d é r i v é  s u c c i n y l é  d e  l a  sonde CQA est  con jugué  à une p r o t é i n e ,  

l a  sérumalbumine d e  s o u r i s  (MSA ) pour 1 ' o b t e n t i o n  d  ' a n t i c o r p s  monoclonaux. 

Après immunisat ion d e s  s o u r i s  BALB/C avec c e t  a n t i g è n e  (CQA succinylé-MSA) , 
l e s  c e l l u l e s  d e  l a  r a t e  s o n t  i s o l é e s .  

La f u s i o n  d e s  s p l é n o c y t e s  avec  l es  c e l l u l e s  d e  myélome SP2/0 e s t  

r é a l i s é e  s e l o n  G a l f r e  e t  a l .  ( 2 6 ) .  

Une f o i s  que l a  s é l e c t i o n  d e s  hybridomes p a r  R I A  (Radio Immuno- 

logy  Assay) e s t  r é a l i s é e ,  l ' é t a p e  s u i v a n t e  est  l e  c l o n a g e  p a r  l a  méthode du 

f r a c t i o n n e m e n t  p a r  d i l u t i o n s  l i m i t e s .  

La p r o l i f é r a t i o n  d e  l ' hybr idome e t ,  p a r  l à  même, l a  p r o d u c t i o n  

d e  s o n  a n t i c o r p s  monoclonal ,  e s t  r é a l i s é e  i n  v ivo  s o u s  forme d ' a s c i t e .  

En ce q u i  c o n c e r n e  l a  sonde DAMP, s a  d é t e c t i o n  s e  f a i t  p a r  

l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' a n t i c o r p s  polyclonaux a n t i d i n i t r o b e n z è n e .  Les l a p i n s  s o n t  

immunisés c o n t r e  l e  con jugué  DNB-RSA r é s u l t a n t  du g r e f f a g e  du 1-chloro-2 ,4  

d i n i t r o b e n z è n e  s u r  l a  sérumalbumine bovine.  

II - SYNTHESES CHIMIQUES 

1 )  S y n t h è s e  d e  CQA (ch lo ro -7  (amino-4-buty1amino)-4 q u i n o l é i n e )  

Le schéma de  s y n t h è s e  adop té  comporte l a  c o n d e n s a t i o n ,  dans  l e  

d i m é t h y l s u l f o x y d e ,  d e  l a  monoacétyldiaminobutane avec  l a  d i c h l o r o - 4 , 7  qui-  

n o l é i n e ,  e t  l ' h y d r o l y s e  du p r o d u i t  d e  condensa t ion .  

Le monoacétyldiaminobutane e s t  p r é p a r é  à p a r t i r  du diamino-1,4 

b u t a n e  e t  d ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  s e l o n  Tabor e t  a l .  (56) .  

La c r i s t a l l i s a t i o n  d a n s  l e  méthanol. permet d ' o b t e n i r  un composé 

c r i s t a l l i n  i n c o l o r e  de  p o i n t  d e  f u s i o n  : c o r r e s p o n d a n t  a u  d é r i v é  dihydro-  

c h l o r é  : CQA, 2HC1. 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c t r a l e s  RMN 1 ~ ,  , 1 3 ~  s o n t  e n  p l e i n  accord  

avec  l a  s t r u c t u r e  i n d i q u é e .  
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2) Synthèse  d e  l a  sonde  DAMP (N(Dinitroani10-2,4)-3 Amino-3 'méthyl-  

d ip ropy lamine)  

La s y n t h è s e  du DAMP e s t  e f f e c t u é e  s e l o n  Anderson e t  a l .  ( 4 )  p a r  

condensa t ion  d e  l a  N diarnino-3,3' rnéthyldipropylarnine e t  du ch lo ro -1  

d i n i t r o - 2 , 4  benzène d a n s  l ' a c é t o n i t r i l e .  

1 
N H - N w N H ,  

02N a N 0 2  

DAMP 



Après chromatograph ie  s u r  s i l i c e  e t  p r é p a r a t i o n  du c h l o r h y d r a t e ,  

on o b t i e n t  un d é r i v é  c r i s t a l l i s é  j aune  ( F  ). Les c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c -  

t r a l e s  (RMN 1 ~ ,  1 3 ~ )  s o n t  e n  accord avec  l a  s t r u c t u r e  p roposée  e t  l e s  

données  ment ionnées  p a r  Anderson e t  C o l l .  ( 4 ) .  

3) Dérivé succinylé 

Le d é r i v é  s u c c i n y l é  de  CQA e s t  u t i l i s é  pour l e  g r e f f a g e  d e  

l ' h a p t è n e  s u r  une p r o t é i n e  por teuse .  Sa s y n t h è s e  es t  r é a l i s é e  p a r  r é a c t i o n  

avec  l ' a n h y d r i d e  s u c c i n i q u e  e n  s o l v a n t  p y r i d i n i q u e .  Après é v a p o r a t i o n  du 

s o l v a n t ,  on o b t i e n t  un composé q u i  c r i s t a l l i s e  d a n s  l e  méthanol ( F  ). 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c t r a l e s  concorden t  a v e c  l a  s t r u c t u r e  

proposée .  

III - PREPARATION DES CONJUGUES ANTIGENIQUES 

1) CQA-MSA 

Un con jugué  (CQA-MSA) c h l o r o q u i n o l é ï n e ,  a lbumine d e  s o u r i s  e s t  

u t i l i s é  comme a n t i g è n e  pour  l a  p r o d u c t i o n  d ' a n t i c o r p s  monoclonaux. L ' a l -  

bumine d e  s o u r i s  e s t  p u r i f i é e  au l a b o r a t o i r e  p a r  chromatographie  d ' échange  

d ' i o n s  s u r  DEAE T r i s o c r y l  s e l o n  l a  méthode de  S a i n t  Blancard  (47) .  

Le d é r i v é  s u c c i n y l é  de  CQA e s t  g r e f f é  à l ' a l b u m i n e  p a r  une rné- 

t h o d e  c l a s s i q u e  au  c a r b o d i i m i d e .  Une f i l t r a t i o n  s u r  une co lonne  sephadex 

G-25 permet d ' i s o l e r  l a  f r a c t i o n  p r o t é ï q u e .  Un dosage  d e  p r o t é i n e s  (BIORAD) 

e t  une mesure d ' a b s o r p t i o n  à 343 nm (bande d ' a b s o r p t i o n  d e  l a  q u i n o l é i n e )  

p e r m e t t e n t  une e s t i m a t i o n  du nombre d e  molécu les  d e  q u i n o l é ï n e  g r e f f é e  p a r  

molécule  d 'a lbumine.  



2') DNB-RSA 

Un conjugué dini trobenzène, albumine de l a p i n  e s t  u t i l i s é  comme 

immunogène pour l a  p roduct ion  d 'an t i co rps  spéc i f i ques  chez l e  l a p i n .  

Le ch lo ro-1  d in i t ro -2 ,4  benzène e s t  g r e f f é  sur l 'a lbumine dans un 

mélange DMSO, Hz0 se lon  l a  technique de Fleischman e t  c o l l .  (25).  Une 

f i l t r a t i o n  sur  une colonne sephadex G-25 permet d ' i s o l e r  l a  f r a c t i o n  pro- 

téïque. Un dosage de p ro té ines  (BIORAD) e t  une mesure d 'absorp t ion  à 347 nm 

(bande d 'absorp t ion  du DNB) permettent une es t ima t ion  du nombre de molé- 

cu les  de d in i t robenzène g re f fées  sur l 'a lbumine.  

I V  - PRODUCTION D'ANTICORPS 

1) Ant icorps  monoclonaux 

Les an t i co rps  monoclonaux ant i -ch lo roqu ino lé ïne  ont  é té  r é a l i s é s  

au l a b o r a t o i r e  par  B. F o r t i e r  e t  A. Loyens. 

Des s o u r i s  Balb/c on t  é té  immunisées par i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o -  

néale du conjugué CQA-MSA. Les an t i co rps  sont  révé lés  à l ' a i d e  d 'un t e s t  

R I A  u t i l i s a n t  de l a  ch loroquine marquée au carbone 14. La fus ion  des splé-  

nocytes, pré levés 30 j o u r s  après l a  première i n j e c t i o n  d'ant igène, a  é té  

r é a l i s é e  avec des c e l l u l e s  de myélome SP2/0 se lon  l a  technique de G a l f r e  e t  

c o l l .  (26). Les hybridomes o n t  é té  sé lec t ionnés à l ' a i d e  du t e s t  R I A  p u i s  

c lonés par l a  méthode de d i l u t i o n s  l i m i t e .  La product ion  massive d ' a n t i -  

corps e s t  r é a l i s é e  i n  v i v o  sous forme d ' a s c i t e .  

2) Ant icorps  polyc lonaux an t i d in i t robenzène  

Les ant isérums o n t  é té  obtenus se lon  l a  méthode de V a i t u k a i t i s  

e t  a l .  (57). Des l a p i n s  sont  immunisés par  i n j e c t i o n s  in t radermiques du 

conjugué DNB-RSA. 

L ' i n t é r ê t  de c e t t e  technique r é s i d e  dans l ' o b t e n t i o n  rap ide  d' im- 

munsérums : un mois après une seule immmunisation. 

La présence d 'an t i co rps  e s t  c o n t r a l é e  par  t e s t  ELISA. 
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V - SPECIFICITE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL ANTI-CHLOROQUINOLEINE 

A. Enge l s  e t  S. Moreau o n t  m i s  a u  p o i n t ,  a u  l a b o r a t o i r e ,  un test  

ELISA pour  é v a l u e r  l a  s p é c i f i c i t é  d e  r e c o n n a i s s a n c e  d e  l ' a n t i c o r p s  u t i l i s é  

en  immunodétection.  Ce test  e s t  basé  s u r  l a  c o m p é t i t i o n  e n t r e  un a n t i g è n e  

c o n s t i t u é  pa r  l a  q u i n o l é ï n e  l i é e  à l ' a l b u m i n e  e t  d i v e r s e s  molécules  d e  

s y n t h è s e  ana logues  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  

L ' a n t i c o r p s  monoclonal ,  i s o l é  à p a r t i r  d ' a s c i t e  de  s o u r i s  

Balb/c ,  est p u r i f i é  s e l o n  S a i n t  B lancard  e t  a l .  (47) p a r  chromatographie  

d ' a f f i n i t é  s u r  une co lonne  g r e f f é e  avec  une c h l o r o q u i n o l é ? n e .  

Les r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  e n  c o n c e n t r a t i o n  e n  compét i t eu r  né- 

c e s s a i r e  pour i n h i b e r  à 50 /; l a  f i x a t i o n  d e  l ' a n t i g è n e  s u r  l ' a n t i c o r p s  

monoclonal .  
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IMMUNODETECTION 

Nous avons  l o c a l i s é  les  s i t e s  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  

a i n s i  que l e s  compar t imen ts  a c i d e s  c h e z  deux s o u c h e s  d e  Plasmodium de  ron-  

g e u r s  : 

- Plasmodium b e r g h e i  N (Normale, s e n s i b l e  à l a  c h l o r o q u i n e )  

- Plasmodium b e r q h e i  RC ( r é s i s t a n t e  à l a  c h l o r o q u i n e ) .  

1 - EVOLUTION DES SOUCHES 

1) Plasmodium berghei N 

Une i n f e s t a t i o n  à r a i s o n  d e  108 h é m a t i e s  p a r a s i t é e s  par s o u r i s  

permet d ' a t t e i n d r e  une p a r a s i t é m i e  d e  30 à 40 % à J 3  (3ème j o u r  a p r è s  l ' i n -  

f e s t a t i o n )  a l o r s  que l a  r é t i c u l o c y t é m i e  e s t  e n c o r e  normale ( 1  à 2 %) a u s s i  

c e  j o u r  e s t  c h o i s i  pour s a c r i f i e r  l e s  s o u r i s .  A Jg-Jg,  l a  p a r a s i t é m i e  e s t  

v o i s i n e  de  80 à 90 76, e t  l a  s o u r i s  meurt .  

On peu t  donc c o n s i d é r e r  que P .be rghe i  N ,  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  

normales  d e  développement,  e s t  v i r u l e n t  e t  s e  développe e s s e n t i e l l l e m n t  e n  

normocytes. 

2) Plasmodium berghei RC 

C e t t e  souche s e  déve loppe  exc lus ivement  dans  l e s  r é t i c u l o c y t e s .  

L ' é v o l u t i o n  de  l a  p a r a s i t é m i e  e s t  p l u s  l e n t e  du f a i t  de  l a  montée p rogres -  

s i v e  d e  l a  r é t i c u l o c y t é m i e .  

La p a r a s i t é m i e  e n  r é t i c u l o c y t e s  est v o i s i n e  d e  40 % à 514, a u s s i  

avons-nous c h o i s i  c e  j o u r  pour  immoler l e s  s o u r i s  p a r a s i t é e s .  



3) Plasmodium y o e l i i  n i q e r i e n s i s  

Après p a s s a g e  mécanique, p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  l e  dévelop-  

pement d e  P . y o e l i i  n i q e r i e n s i s  e s t  r a p i d e  p u i s q u ' i l  e n t r a î n e  l a  mort  d e  l a  

s o u r i s  e n  s i x  j o u r s .  

Comme c h e z  P .be rqhe i  N, s e u l s  l e s  norrnocytes s o n t  p a r a s i t é s .  

II - LOCALISATION DES AMINO-4-QUINOLEINES 
Avant d e  l o c a l i s e r  l e s  s i t e s  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  c e t t e  c a t é g o r i e  

de  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s ,  e t  en p a r t i c u l i e r  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  nous 

a l l o n s  donner  l e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  d e  l ' a n a l o g u e  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  

l a  sonde CQA. 

1 ) T e s t s  b i o l o g i q u e s  

La sonde CQA c o n s e r v e  l e s  e f f e t s  b i o l o g i q u e s  d e  l a  c h l o r o q u i n e  : 

a) Le tes t  d e  4  j o u r s  (45)  permet d ' é v a l u e r  l ' a c t i v i t é  antima- 

l a r i q u e  d ' u n  composé. I l  i n d i q u e  l a  d o s e  j o u r n a l i è r e  n é c e s s a i r e ,  pendant  4 

j o u r s  c o n s é c u t i f s ,  pour  i n h i b e r  l e  développement du p a r a s i t e .  

Nous u t i l i s o n s  pour c e  t e s t  l a  souche  P . y o e l i i  n i q e r i e n s i s  q u i  s e  

développe rapidement  s u r  s o u r i s  swiss. Nous exprimons l e  r é s u l t a t  s o u s  l a  

forme d e  l a  dose  q u o t i d i e n n e  n é c e s s a i r e  pour l ' i n h i b i t i o n  t o t a l e  du déve- 

loppement du p a r a s i t e .  C e t t e  dose  e s t  d e  5 mg/kg pour l a  c h l o r o q u i n e  e t  de 

1 0  mg/kg pour son  a n a l o g u e ,  l a  CQA. 

b )  Le tes t  d e  c o a l e s c e n c e  du pigment proposé  p a r  D. Warhurst  (60)  

permet une é v a l u a t i o n  complémentai re  d e  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d 'un  composé 

s u r  l e  p a r a s i t e .  I l  t r a d u i t  un e f f e t  b i o l o g i q u e  d e  l a  molécu le  t e s t é e  s u r  

l e  p a r a s i t e .  Cet  e f f e t  est  s p é c i f i q u e  d e s  amino-4-quinoléines e t  o b s e r v a b l e  

en mic roscop ie  o p t i q u e .  Sa mise e n  oeuvre  c o n s i s t e  à i n j e c t e r  i n  v i v o  une 



d o s e  unique du composé à t e s t e r  à d e s  s o u r i s  p a r a s i t é e s  p a r  P . y o e l i i  

n i q e r i e n s i s  ( p a r a s i t 6 m i e  moyenne 20 7;). 

La l e c t u r e  du t e s t  s e  f a i t  s u r  d e s  f r o t t i s  s a n g u i n s  f i x é s ,  non 

c o l o r 6 s .  

L ' é v o l u t i o n  de  l a  c o a l e s c e n c e  du pigment peu t  s e  résumer p a r  l e  

schéma s u i v a n t  : 

Stade 1 Stade 11 Stade I I I  

L 1 a c t i v i t 6  e s t  mesurée p a r  l e  pourcen tage  de  s t a d e s  I I I  o b s e r v é s  a p r è s  1 

h e u r e  de  t r a i t e m e n t .  

Pour l a  c h l o r o q u i n e ,  on o b s e r v e  63 % de s t a d e s  I I I  pour une dose  

d e  20 mg/kg. En comparaison,  on compte, pour  l a  sonde CQA, 58 Y6 de  s t a d e s  

I I I  pour  l a  dose  de  20 mg/kg. 

2) Immunoloca l i sa t ion  d e  l a  sonde  CQA 

Des s o u r i s  p a r a s i t é e s  r e ç o i v e n t  une i n j e c t i o n  i n t r a p o r i t o n é a l e  de 

CQA d e  20 mg/kg. T r e n t e  minutes  a p r è s ,  l e  s a n g  e s t  p r é l e v é  s o i t  p a r  s a i g n é e  

r é t r o - o r b i t a l e  s o i t  p a r  ponc t ion  de  l a  c a v i t é  s o u s  b r a c h i a l e  e t  e s t  f i x é  

p a r  un mélange formaldéhyde-glutara ldéhyde.  



Après imprégnation dans un cryopréservateur, glycérol-DMSO, l e s  

échant i l lons  sanguins sont congelés dans l ' azo te  pateux. Des coupes à 

congélation u l t r a f i ne s  sont effectuées  à - l O O ° C  sur un ultrocryotrome. 

L'immunodétection e s t  réa l i sée  sur l e s  coupes en u t i l i s a n t  un ant icorps  

monoclonal (sous forme d ' a sc i t e ) .  La protéine A marquée à l ' o r  co l lo lda l  

permet l a  révéla t ion du complexe antigène anticorps. 

L'immunodétection u l t r a s t ruc tu r a l e  de l a  sonde C4A s e  t r a d u i t  

donc par un marquage représenté par des g ra ins  d 'or  opaques aux électrons.  

Les expériences sont f a i t e s  en para l l é le  sur des sour i s  témoins 

paras i tées  non t r a i t é e s .  

a) Plasmodium berqhei N 

Sur l e s  coupes r éa l i s ée s  sur  l e  sang des sour i s  témoins parasi-  

t é e s  non t r a i t é e s ,  l e  cytoplasme érythrocyta i re  a i n s i  que l e  paras i t e  ne 

présentent aucun marquage (Planche 1 ) .  

En ce qui concerne, l ' é chan t i l l on  sanguin provenant des sou r i s  

paras i tées  t r a i t é e s ,  l e  marquage e s t  détecté en des l ieux précis  du para- 

s i t e .  I l  apparaî t  concentré, dans : 

- l e s  vacuoles digest ives  (ou vacuoles d'endocytose pigmentaires ou 

non), où l a  dégradation de l'hémoglobine e s t  ef fect ive ,  montrant s o i t  une 

matrice plus dense que l e  stroma érythrocyta i re  (VNP) s o i t  contenant des 

cr is taux de pigment (VP) (Planche 1 ) .  

- l e s  vacuoles autophages (VA), indu i tes  par l e  t ra i tement ,  où nous 

notons l a  présence de vésicules d'endocytose, pigmentées ou non, (planche 

I I  e t  I I I )  e t  des fragments du cytoplasme pa ra s i t a i r e  (CP) (Planche I I ) .  

- l e s  vacuoles rés iduel les  (VR) dans l e s  schizontes âgés (Planche I I ) .  

Le noyau (N), l e  cytoplasme pa ra s i t a i r e  a i n s i  que l e  stroma 

érythrocyta i re  sont exempts de marquage. 



Nous notons  également l 'absence de marquage dans l e s  vacuoles 

d'endocytose en fo rmat ion  (VF), encore en r e l a t i o n  avec l e  stroma é ry th ro -  

c y t a i r e .  

A f i n  de s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  du marquage au cours  du temps, nous 

avons f a i t  une c i n é t i q u e  d ' i nco rpo ra t i on  de l a  sonde CQA aux temps su i van ts  

2 minutes - 10  minutes - 30 minutes e t  60 minutes (planche I I I ) .  

Deux minutes  après i n j e c t i o n  de l a  sonde CQA, s e u l  l e  cytoplasme 

de l a  c e l l u l e - h ô t e  e s t  marqué. 

Après d i x  minutes de t ra i tement ,  l e s  vacuoles d iges t i ves  d isper -  

sées dans l e  cytoplasme p a r a s i t a i r e  sont  marquées. 

Au bout de t r e n t e  minutes, l e s  vacuoles d'endocytose marquées se 

rassemblent e t  fus ionnent  pour ne p l u s  former, au bout  d'une heure, que 

deux ou t r o i s  grosses vacuoles d iges t i ves  marquées. 

b) Plasmodium berghei RC 

La planche V montre l e  r é s u l t a t  de l ' immunodétect ion de CQA, sur l a  

souche P.berqhei RC. Les g ra ins  d ' o r  sont  r é p a r t i s  sur l 'ensemble du cyto-  

plasme p a r a s i t a i r e .  Comme précédemment, l e  noyau, l e s  vacuoles d iges t i ves  

en formation (VF) a i n s i  que l e  cytoplasme de l a  ce l l u le -hô te  sont exempts 

de marquage (Planche I V ) .  Les vés icu les  de micropynocytose ou vacuoles 

d iges t i ves  ne concent ren t  pas pa r t i cu l i è remen t  l a  sonde. Des t r è s  nom- 

breuses observa t ions  réa l i sées ,  nous n'avons pu o b t e n i r  qu 'excep t i owe l -  

lement des images de vacuoles pigmentaires où l ' o n  peut  observer une con- 

c e n t r a t i o n  du marqueur (planche V-3). 



Les g l o b u l e s  b l a n c s  ( g r a n u l o c y t e s  n e u t r o p h i l e s ) ,  p r é s e n t s  d a n s  

nos  é c h a n t i l l o n s  s a n g u i n s ,  n e  mont ren t  j a m a i s  d e  marquage au n iveau  de  

l e u r s  g r a n u l a t i o n s  (Gr)  n i  d e  l e u r  cy top lasme  (p lanche  V). Les monocytes 

s o n t  exempts de  marquage ( p l a n c h e  V). 

3) Discussion 

Les p r e m i e r s  r é s u l t a t s  s u r  l a  d é t e c t i o n  e t  l a  l o c a l i s a t i o n  

d'amino-4-quinoléines a p p e l l e n t  q u e l q u e s  commentaires.  

Le p r e m i e r  p o i n t  à s o u l i g n e r ,  e s t  que l a  méthode d ' immunodétect ion u t i l i s é e  

permet e f f e c t i v e m e n t  d e  d é t e c t e r  l a  sonde c h o i s i e  dans  l e  p a r a s i t e ,  a p r è s  

a d m i n i s t r a t i o n  d ' u n e  d o s e  unique d e  20 mg/kg. Dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s  

e x p é r i m e n t a l e s  (20 mg/kg), nous n ' avons  p a s  r é u s s i  à d é t e c t e r  n i  l a  ch lo -  

r o q u i n e ,  n i  l e  d é r i v é  acétyl-CQA. De p a r  l e u r s  s t r u c t u r e s ,  c e s  deux molé- 

c u l e s  n e  peuvent ê t r e  r é t i c u l é e s  p a r  l e  formaldéhyde e t  donc r e t e n u e  dans  

l e s  s t r u c t u r e s  du p a r a s i t e .  Néanmoins, il f a u t  s o u l i g n e r  que l ' a n t i c o r p s  

monoclonal  u t i l i s é  possède  une a f f i n i t é  p l u s  f a i b l e  pour l a  c h l o r o q u i n e  que 

pour CQA, d iminuan t  a i n s i  l a  s e n s i b i l i t é  de  l a  méthode d e  d é t e c t i o n .  Te l  

n ' e s t  p a s  l e  c a s  d e  l ' acé tyl -CQA pour  l e q u e l  l ' a n t i c o r p s  possède une f o r t e  

a f f i n i t é .  

Chez l a  souche P.berghei  N, l ' amino-4-qu ino lé ine  e s t  d é t e c t é e  

uniquement dans  l e s  v a c u o l e s  d ' endocy tose .  L ' a n a l y s e  u l t r a s t r u c t u r a l e  e t  

cy toch imique  d e  d i v e r s e s  e s p è c e s  d e  Plasmodium a  permis  à C. Slomianny e t  

c o l l .  (53,11,54)  d e  p r é c i s e r  l e s  é t a p e s  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l 'hémoglobine .  

Ils o n t  a i n s i  montré  que l a  d é g r a d a t i o n  d e  l ' hémoglob ine  n ' e s t  e f f e c t i v e  

que  l o r s q u e  les v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  compor ten t  une s e u l e  membrane. En 

e f f e t ,  l e  p r o c e s s u s  d ' e n d o c y t o s e  c o n d u i t  à d e s  v a c u o l e s  p r é s e n t a n t  deux 

membranes, une membrane i n t e r n e  p rovenan t  d e  l a  vacuole  p a r a s i t o p h o r e ,  e t  



une membrane e x t e r n e  a p p a r t e n a n t  au p a r a s i t e .  La d i s p a r i t i o n  d e  l a  membrane 

i n t e r n e  e s t  a s s o c i é e  à l a  c a p a c i t é  b ioch imique  d e s  v a c u o l e s  à d é g r a d e r  

1' hémoglobine ( 5 3 ) .  

Dans t o u t e s  l e s  o b s e r v a t i o n s  r é a l i s é e s  s u r  d e s  coupes  d e  

P.berghei  N ,  l e  marquage n ' a  é t é  r e t r o u v é  que d a n s  d e s  v a c u o l e s ,  p igmentées  

ou non p igmentées ,  n e  p r é s e n t a n t  qu 'une  s e u l e  membrane. 

Les  amino-4 q u i n o l é ï n e s  se c o n c e n t r e n t  donc d a n s  l e s  v a c u o l e s  

d ' endocy tose  du p a r a s i t e ,  s i è g e  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l 'hémoglobine .  On p e u t  

n o t e r  éga lement  que l ' e f f e t  b i o l o g i q u e  d e  l a  sonde  CQA s u r  l e  p a r a s i t e  e s t  

man i fes te .  I l  s e  t r a d u i t  p a r  une f u s i o n  prématurée  d e s  v é s i c u l e s  e t  

vacuo les ,  p igmentées  ou non pigmentées ,  a v e c  l a  v a c u o l e  r é s i d u e l l e .  Ce la  

provoque une accumula t ion  d e  v é s i c u l e s  e t  v a c u o l e s  dans  l a  vacuo le  r é s i -  

d u e l l e ,  comme o b s e r v é  a p r è s  t r a i t e m e n t  à l a  c h l o r o q u i n e  ( 5 0 , 6 5 ) .  

Les  o b s e r v a t i o n s  r é a l i s é e s  a v e c  l a  souche P . b e r q h e i  ch lo roqu ino-  

r é s i s t a n t e ,  a p p o r t e n t  d e s  é l é m e n t s  i m p o r t a n t s  d a n s  l a  d i s c u s s i o n  s u r  l e  ou 

l e s  mécanismes d ' a c t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  

Les s o u c h e s  P. b e r g h e i  RC s o n t  également  f o r t e m e n t  marquées, e t  

donc p r é s e n t e n t  une a p t i t u d e  i m p o r t a n t e  à c o n c e n t r e r  l es  amino-4-quino- 

l é l n e s .  C e c i  e s t  e n  c o n t r a d i c t i o n  avec  l e s  r é s u l t a t s  d e  Macomber e t  c o l l .  

(38) e t  d e  F i t c h  ( 2 0 )  q u i  l i e n t  l a  r é s i s t a n c e  à l a  c h l o r o q u i n e  à une c h u t e  

de l a  c a p a c i t é  à c o n c e n t r e r  c e t t e  drogue chez  l e s  s o u c h e s  ch lo roqu ino-  

r é s i s t a n t e s .  

Dans c e t t e  hypo thèse ,  nous n ' a u r i o n s  p a s  dû r e t r o u v e r  un marquage i m p o r t a n t  

chez P . b e r q h e i  RC. Néanmoins, nos  r é s u l t a t s  r e j o i g n e n t  l e s  t r a v a u x  de 

D i r i b e  e t  Wharhurst  (17)  q u i  montrent  que d e s  souches  r é s i s t a n t e s  d i f f è r e n t  

d e s  s e n s i b l e s  non p a s  p a r  l a  c a p a c i t é  à c o n c e n t r e r  l e s  a n t i m a l a r i q u e s ,  ma i s  

p l u t a t  p a r  une c h u t e  de  l ' a f f i n i t é  pour  c e s  molécules .  



I l  f a u t  en e f f e t  a s s u r e r  une c o n c e n t r a t i o n  e x t e r n e  e n  c h l o r o q u i n e  

p l u s  i m p o r t a n t e  chez c e s  souches  r é s i s t a n t e s  pour o b s e r v e r  une c o n c e n t r a -  

t i o n  n o t a b l e  dans  l e  p a r a s i t e .  Ces a u t e u r s  o n t  même montré que c e s  s o u c h e s  

c o n c e n t r a i e n t  davantage d e  c h l o r o q u i n e  que  l e s  souches  s e n s i b l e s .  Cec i  p e u t  

ê t r e  f a c i l e m e n t  montré dans  l e  schéma s u i v a n t  : 

La r é p a r t i t i o n  du marquage o b s e r v é  s u r  l a  souche P .be rqhe i  RC 

c o n s t i t u e  l e  f a i t  l e  p l u s  remarquable  d e  c e t t e  é t u d e .  Le cytoplasme p a r a -  

s i t a i r e  d e s  souches  r é s i s t a n t e s  p r é s e n t e  l a  c a p a c i t é  à r e t e n i r ,  d e  maniè re  

n o t a b l e ,  les  amino-4-quinol6Fnes e t  c o n s t i t u e  donc un s i t e  de  c o n c e n t r a t i o n  

pour ces drogues.  Les vacuo les  d i g e s t i v e s  d e  c e t t e  souche ne p r é s e n t e n t  p a s  



de  p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s  à c o n c e n t r e r  ces mêmes m o l é c u l e s ,  comme l e  

montre l a  r é p a r t i t i o n  du marqueur. Morphologiquement, c e t t e  souche d i f f è r e  

de  l a  souche c h l o r o q u i n o - s e n s i b l e  p a r  une moindre p i g m e n t a t i o n  e t  p a r  un 

sys tème v é s i c u l a i r e  p l u s  abondant  (53). 

L ' a n a l y s e  g l o b a l e  d e  nos  r é s u l t a t s  montre que l ' o n  obse rve  deux 

s i t e s  d i s t i n c t s  de  f i x a t i o n  d e s  amino-4-quinoléines : l e s  v a c u o l e s  d i g e s -  

t i v e s  du p a r a s i t e  e t  l e  cytoplasme p a r a s i t a i r e .  Ces s i t e s  s o n t  r e s p e c t i -  

vement l i é s  à l a  s e n s i b i l i t é  e t  à l a  r é s i s t a n c e  à c e s  médicaments. Ceci 

montre donc que l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  amino-4 q u i n o l é ï n e s  d a n s  l a  v a c u o l e  

d i g e s t i v e  p a r a s i t a i r e  es t  une c o n d i t i o n  n é c e s s a i r e  pour  l ' a c t i v i t é  b i o l o -  

g ique  d e  c e s  molécu les .  I l  est donc très p r o b a b l e  que l ' a c t i v i t é  ant ima-  

l a r i q u e  d e  c e s  d rogues  s o i t  l i é e  à une a c t i v i t é  s u r  c e s  sys tèmes  vacuo- 

l a i r e s  . 
I l  est f r a p p a n t  d e  c o n s t a t e r  également  que d a n s  nos  c o n d i t i o n s  

e x p é r i m e n t a l e s  l e s  g l o b u l e s  b l a n c s  d e s  s o u r i s  p a r a s i t é e s  n e  r e t i e n n e n t  p a s  

l a  sonde,  e t  que l e u r s  lysosomes,  e n  p a r t i c u l i e r ,  ne  c o n c e n t r e n t  pas  c e t t e  

base  f a i b l e  que c o n s t i t u e  CQA. C e c i  semble s o u l i g n e r  que  l e s  Plasmodium 

i n t r a é r y t h r o c y t a i r e s  c o n s t i t u e n t  une c i b l e  p r i v i l é g i é e  v i s - à - v i s  d e  ce t t e  

c a t é g o r i e  d e  molécu les .  

III - LOCALISATION DE LA SONDE DAMP 

La sonde DAMP, u t i l i s é e  i n  v i t r o  p a r  Anderson, possède  l a  pro- 

p r i é t é  de  se c o n c e n t r e r  d a n s  l e s  lysosomes.  C e t t e  sonde nous  a  permis  d e  

l o c a l i s e r  l e s  compar t imen ts  a c i d e s  i n  v i v o  c h e z  l e s  Plasmodium de rongeurs .  

C e t t e  sonde e s t  i n j e c t é e  p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e  à d e s  s o u r i s  

p a r a s i t é e s  à r a i s o n  d e  200 mg/kg. Des e s s a i s  à d e s  d o s e s  p l u s  f a i b l e s  20- 

50-100 e t  1 5 0  mg/kg o n t  é t é  r é a l i s é s  m a i s  s e u l e  l a  dose  200 mg/kg a  pu ê t r e  

d é t e c t é e  p a r  n o t r e  méthode. 



T r e n t e  m i n u t e s  a p r è s  l e  t r a i t e m e n t ,  l ' é c h a n t i l l o n  s a n g u i n  est 

p r é p a r é  s e l o n  l a  méthode  d é c r i t e  d a n s  l e  c h a p î t r e  p r é c é d e n t ,  c o n c e r n a n t  l a  

s o n d e  CQA. L ' i n c u b a t i o n  d e s  c o u p e s  à c o n g é l a t i o n  e s t  f a i t e  e n  p r é s e n c e  

d ' a n t i c o r p s  p o l y c l o n a u x .  La r é v é l a t i o n  est f a i t e  p a r  l a  p r o t é i n e  A marquée 

à l ' o r  c o l l o ï d a l .  

1 )  Plasmodium berqhei N : 

L e s  p a r t i c u l e s  d ' o r  r é v é l a n t  l a  p r g s e n c e  ae i a  s o n d e  s e  concen-  

t r e n t  d a n s  l e s  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  p i g m e n t a i r e s  (VP) a i n s i  que  c e l l e s  n e  

c o n t e n a n t  p a s  d e  p igmen t  m a l a r i q u e  (VNP) ( P l a n c h e  VI ) .  

L e s  v a c u o l e s  d ' e n d o c y t o s e  e n  f o r m a t i o n  (VF),  oh l a  d é g r a d a t i o n  d e  

l ' h é m o g l o b i n e  n ' a  p a s  d é b u t é  ne  p r é s e n t e n t  p a s  d e  marquage  ( p l a n c h e  VI) .  

Le noyau e t  l e  c y t o p l a s m e  n e  s o n t  j a m a i s  marqués  ( p l a n c h e  VI) .  

2) Plasmodium berqhei RC : 

La s o n d e  DAMP e s t  é g a l e m e n t  a i s è m e n t  d é t e c t é e  s u r  c e t t e  s c u c h e .  

Les  p a r t i c u l e s  d ' o r  s o n t  r é p a r t i e s  s u r  l ' e n s e m b l e  du  c y t o p l a s m e  p a r a s i t a i r e  

( p l a n c h e  VI1 ) . Les  v é s i c u l e s  d e  p i n o c y t o s e  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c e t t e  s o u c h e  

n e  s o n t  p a s  p a r t i c u l i è r e m e n t  marquées .  Nous o b s e r v o n s  c e p e n d a n t ,  d a n s  ces 

c o n d i t i o n s ,  q u e l q u e s  v a c u o l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  e n  volume q u i  r e t i e n n e n t  

n o t a b l e m e n t  l e  DAMP. Le noyau n ' e s t  jamais marqué. E n f i n ,  l e  c y t o p l a s m e  d e  

l a  c e l l u l e - h ô t e ,  l e  r é t i c u l o c y t e ,  p r é s e n t e  é g a l e m e n t  un marquage d i f f u s  

( p l a n c h e  VI1 ) . 
L e s  t é m o i n s ,  r e p r é s e n t é s  p a r  d e s  c o u p e s  u l t r a f i n e s  e f f e c t u é e s  s u r  

d e s  é c h a n t i l l o n s  s a n g u i n s  d e  s o u r i s  p a r a s i t é e s  non t r a i t ées ,  n e  m o n t r e n t  

p a s  d e  marquage.  

L e s  g l o b u l e s  b l a n c s  t r o u v é s  d a n s  n o s  é c h a n t i l l o n s  s a n g u i n s  mon- 

t r e n t  l a  p r é s e n c e  d e  p a r t i c u l e s  d ' o r  r é v é l a n t  d o n c  l a  f i x a t i o n  d e  l a  s o n d e  

DAMP. On o b s e r v e  une  c o n c e n t r a t i o n  du  marquage  au  n i v e a u  : 



- d e s  phagolysosomes (PH ) d e s  g r a n u l o c y t e s  n e u t r o p h i l e s  ( P l a n c h e  

V I I I ) .  

- d e s  phagolysosomes (PH) a i n s i  que  d e s  g r a n u l a t i o n s  é o s i n o p h i l e s  ( G E )  

d e s  c e l l u l e s  p o l y n u c l é a i r e s  é o s i n o p h i l e s  ( P l a n c h e  VIII) .  

3) Discussion 

L' immunodétect ion d e  l a  sonde  DAMP c h e z  P .be rghe i  N r é v è l e  l a  

p r é s e n c e  d e  compar t imen ts  a c i d e s  b i e n  i d e n t i f i a b l e s .  C e t t e  a n a l y s e  u l t r a s -  

t r u c t u r a l e  permet  d e  m o n t r e r ,  comme nous l ' a v o n s  s o u l i g n é  dans  l a  d i s c u s -  

s i o n  du c h a p î t r e  p r é c é d e n t ,  que c e s  compar t iments  a c i d e s ,  c o n s t i t u é s  p a r  

d e s  v é s i c u l e s  e t  d e s  v a c u o l e s  à membrane un ique ,  s o n t  l e  s i è g e  d e  l a  dé- 

g r a d a t i o n  d e  l ' hémoglob ine .  Ce r é s u l t a t  c o n s t i t u e  l a  p remiè re  i d e n t i f i c a -  

t i o n  d i r e c t e ,  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  r e s p e c t a n t  l ' i n t é g r i t é  

b i o l o g i q u e  du p a r a s i t e ,  d e s  o r g a n i t e s  a c i d e s  d e  P.berqhei .  

Nous démontrons  c l a i r e m e n t ,  i c i ,  que  l e s  v é s i c u l e s  e t  v a c u o l e s  

d i g e s t i v e s  du p a r a s i t e  p r é s e n t e n t  un c a r a c t è r e  a c i d e  l o r s q u ' e l l e s  d é g r a d e n t  

e f f e c t i v e m e n t  l ' hémoglob ine .  

Les r é s u l t a t s  o b s e r v é s  au  c o u r s  d e  l a  d é t e c t i o n  du DAMP s u r  l a  

souche P .be rghe i  c h l o r o q u i n o - r é s i s t a n t e  a p p e l l e n t  p l u s i e u r s  remarques. 

La p r é s e n c e  du DAMP dans  l e  cy top lasme  p a r a s i t a i r e  de  c e t t e  

souche c o n d u i t  à p e n s e r  que c e  compar t iment  est a c i d e  p a r  r a p p o r t  à 

l ' env i ronnement  d e  l a  c e l l u l e .  I l  f a u t  s o u l i g n e r ,  à c e  propos ,  que  c e t t e  

sonde n e  permet p a s  d ' a c c é d e r  à une mesure d e  pH mais q u ' e l l e  r e f l é t e  l a  

p r é s e n c e  d e  compar t imen t  à b a s  pH dans  un environnement  déterminé.  

Sur c e t t e  s o u c h e  P.berghei  RC,  l e  DAMP r é v è l e  également l a  pré- 

s e n c e  d e  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  pigmentées a c i d e s .  La t a i l l e  d e  c e s  v a c u o l e s  

e s t  no tab lement  p l u s  i m p o r t a n t e  que l e s  v a c u o l e s  d ' endocy tose .  Elles ne 

s o n t  q u ' e x c e p t i o n n e l l e m e n t  obse rvées  s u r  d e s  s o u c h e s  non t r a i t é e s  ou t r a i -  

t é e s  p a r  CQA. Leur p r é s e n c e  p l u s  f r é q u e n t e ,  i c i ,  p o u r r a i t  t r a d u i r e  un e f f e t  



spécifique du  DAMP sur P.berghei RC. Une étude ul t rastructurale  réal isée 

par C.Slomianny e t  a l .  (52) sur ce t t e  souche montre que l e  parasite pré- 

sente l a  par t icu lar i té  d'éliminer l e  matériel pigmentaire par exocytose. 

L 'e f fe t  du DAMP pourrait ê t r e  de r a l en t i r  ou bloquer l e  processus augmen- 

t an t  a i n s i  l a  fréquence des vacuoles pigmentaires dans l e  parasite. 

Les vésicules de micropinocytose, peu marquées, ne concentrent 

pas spécifiquement l a  sonde. Elles ne constituent pas un compartiment 

particulièrement acide chez ce t te  souche. 

Enfin l a  présence d ' u n  marquage plus diffus  dans l e  cytoplasme du  

réticulocyte,  cellule-hôte, révèle également un caractère acide pour ce 

compartiment. 



DISCUSSION GENERALE 



Le but de ce  t r a v a i l  é t a i t  d'examiner deux points  e s s en t i e l s  l i é s  

au mécanisme d 'ac t ion de l a  chloroquine : 

- l e  s i t e  de concentration de l a  chloroquine dans l e s  pa ras i t es  

- l a  nature e t  l a  l oca l i s a t i on  des compartiments acides dans ces  mêmes 

paras i tes .  

Cet te  étude conjointe devait  permettre de préciser  l e  rô le  du pH, 

dans l e  mécanisme de concentration des amino-4-quinoléines dans l e  para- 

s i t e .  

Nous avons montré dans l ' ana ly se  bibliographique que l e s  t en ta -  

t i v e s  dans ce sens, ef fectuées  par d ' au t r e s  auteurs présentaient  des 

é cue i l s  quant au schéma expérimental adopté. Les mesures de pH é t a i en t  s o i t  

ef fectuées  s u r  des pa r a s i t e s  i s o l é s  de l e u r  hôte (36) s o i t  basées s u r  des 

hypothèses concernant l e  s i t e  e t  l e  volume du compartiment acide (63-64). 

La l oca l i s a t i on  de chloroquine t r i t i é e  sur P.berghei ef fectuée  en 

1972 par M. Aikawa (11, n ' é t a i t  pas s a t i s f a i s a n t e  en plus ieurs  points. Le 

marquage retrouvé é t a i t  t r è s  f a i b l e  e t  c a r ac t é r i s é  par l a  présence de r a r e s  

g ra ins  d 'argent ,  ne permettant pas d ' a ssure r  l a  loca l i sa t ion  exacte des 

molécules t r i t i é e s  à l ' o r i g i n e  de l ' i r r a d i a t i o n  de ces gra ins .  Ce f a i b l e  

marquage é t a i t  probablement dû à l a  pe r t e  de l a  chloroquine radioact ive  

l o r s  de l a  préparation des échant i l lons  e t  des lavages success i fs  des cou- 

pes. 

Nous avons essayé de contourner ces  d i f f i c u l t é s  en r éa l i s an t  nos 

travaux dans des condit ions expérimentales précises  : 

- Incorporer l e s  d ivers  marqueurs dans l e s  pa ras i t es  i n  vivo, respec- 

t a n t  a i n s i  l ' é q u i l i b r e  biologique du pa r a s i t e  e t  de s a  c e l l u l e  hôte. Ceci 

nous a  imposé l e  choix du modèle Plasmodium murin. 



- Utiliser d e s  s o n d e s  s u s c e p t i b l e s  d ' ê t r e  r e t e n u e s ,  d a n s  l e s  s t r u c -  

t u r e s  c e l l u l a i r e s  pour  é v i t e r  l e u r  é l i m i n a t i o n ,  t a n t  au  c o u r s  d e s  l a v a g e s  

que d e s  i n c u b a t i o n s  s u c c e s s i v e s ,  l o r s  d e  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s .  

- D é t e c t e r  c e s  s o n d e s  avec  d e s  méthodes a s s u r a n t  un p o u v o i r  de  réso-  

l u t i o n  compat ib le  avec  une a n a l y s e  u l t r a s t r u c t u r a l e .  

Nous avons d a n s  un premier  temps montré que s u r  une souche de  

P .be rghe i  s e n s i b l e  à l a  c h l o r o q u i n e ,  on r é v é l a i t  a i sément  l a  p r é s e n c e  d e s  

amino-4-quinoléines d a n s  l es  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  du p a r a s i t e .  Ces mêmes 

v a c u o l e s ,  s i t e s  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l ' hémoglob ine ,  s e  s o n t  r é v é l é e s  ê t r e  l e s  

compar t iments  a c i d e s  p a r a s i t a i r e s .  Nous démontrons a i n s i ,  p a r  d e s  méthodes 

d i r e c t e s ,  l a  c o ï n c i d e n c e  e n t r e  compar t iments  a c i d e s  p a r a s i t a i r e s ,  s i t e s  d e  

d é g r a d a t i o n  de  l ' hémoglob ine  e t  s i tes  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e .  

Ce r é s u l t a t  ne permet p a s  de  c o n c l u r e  q u a n t  au  mécanisme r e s p o n s a b l e  d e  l a  

c o n c e n t r a t i o n  i n t r a p a r a s i t a i r e  de  l a  c h l o r o q u i n e .  I l  n ' e x c l u t  p a s  l ' i n t e r -  

v e n t i o n  du g r a d i e n t  d e  pH comme "moteur" de  c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  mais ne  l e  

démontre pas .  

Les r é s u l t a t s  o b s e r v é s  a v e c  l a  souche c h l o r o q u i n o - r é s i s t a n t e  

(P .be rqhe i  RC) a p p o r t e n t  que lques  é l é m e n t s  à c e t t e  d i s c u s s i o n .  

En e f f e t ,  il y  a l à  éga lement  c o ï n c i d e n c e  e n t r e  compartiment 

a c i d e  p a r a s i t a i r e  ( l e  cy top lasme  du p a r a s i t e )  e t  compartiment de  f i x a t i o n  

d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  mais c e s  deux s i t e s  n e  c o ï n c i d e n t  p l u s  a v e c  l e  l i e u  de  

d é g r a d a t i o n  d e  l ' hémoglob ine  q u i  r e s t e  l o c a l i s é  dans l e s  vacuo les .  C e c i  

semble  i n d i q u e r  que l ' a c t i v i t é  a n t i m a l a r i q u e  de  l a  c h l o r o q u i n e  e s t  l i é e  à 

une i n t e r a c t i o n  avec  l e  s i t e  d e  d é g r a d a t i o n  d e  l 'hémoglobine .  

La r é s i s t a n c e  à c e  médicament e s t  donc a s s o c i é e  à une r é t e n t i o n  

d e  l a  drogue d a n s  l e  cy top lasme  p a r a s i t a i r e .  Nous montrons également  que 

ce t te  r é s i s t a n c e  est l i é e  à une a c i d i f i c a t i o n  d e  c e  même cytoplasme.  La 



c o ï n c i d e n c e  e n t r e  s i t e  a c i d e  e t  s i t e  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e s  amino-4-quino- 

l é ï n e ,  t a n t  c h e z  l a  souche s e n s i b l e  q u e  c h e z  l a  souche r é s i s t a n t e ,  s u g g è r e  

p a r  c o n t r e  que l e  g r a d i e n t  d e  pH i n t e r v i e n t  d a n s  l e  mécanisme d e  concen- 

t r a t i o n  d e s  a n t i m a l a r i q u e s .  

On p e u t  s u g g é r e r  un mécanisme p o s s i b l e  d e  r é s i s t a n c e ,  pour  l e  

p a r a s i t e  p a r  une m o d i f i c a t i o n  du pH d e  s o n  cy top lasme  empêchant a i n s i  une 

c o n c e n t r a t i o n  i m p o r t a n t e  d e  l a  c h l o r o q u i n e  d a n s  l a  v a c u o l e  d i g e s t i v e .  La 

r é s i s t a n c e  ne  s e r a i t  p l u s  a s s o c i é e  à une c h u t e  d e  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a p a r a -  

s i t a i r e  g l o b a l e  d e  l a  c h l o r o q u i n e  (20)  mais & un d é f a u t  d e  c o n c e n t r a t i o n  

dans  l a  v a c u o l e  d i g e s t i v e  uniquement. Ce d é f a u t  d e  c o n c e n t r a t i o n  semble  

ê t r e  a s s o c i é  à un d é f a u t  d ' a c i d i f i c a t i o n  d e s  v a c u o l e s  ou p l u t ô t  v é s i c u l e s ,  

e t  une a c i d i f i c a t i o n  c o n c o m i t t a n t e  du cytoplasme.  

C e t t e  p r o p o s i t i o n  d o i t  ê tre modulée, c a r  nous avons  montré que l a  souche 

r é s i s t a n t e  possède t o u j o u r s  d e s  v a c u o l e s  r é s i d u e l l e s  a c i d e s  d o n t  l a  f r é -  

quence semble  l i é e  au  t r a i t e m e n t  p a r  l e  DAMP. 

Nous i d e n t i f i o n s  donc deux s i t e s  d e  r é t e n t i o n  pour l a  c h l o r o q u i n e  

chez Plasmodium : l e s  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  d ' u n e  p a r t  e t  l e  cy top lasme  

d ' a u t r e  p a r t .  Nous pouvons montrer  que c e s  deux s i t e s  peuvent  s e  r e n c o n t r e r  

s u r  une même souche ,  e n  même temps. En e f f e t ,  l a  souche P .be rghe i  s e n s i b l e  

t r a i t é e  a v e c  d e s  d o s e s  c r o i s s a n t e s  d e  CQA, montre que l ' o n  p e u t  d é t e c t e r  

s imul tanément  l a  s o n d e  dans  l e s  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  e t  l e  cytoplasme para-  

s i t a i r e s .  

La p l a n c h e  (VIII) montre l a  r é v é l a t i o n  d e  l a  sonde CQA chez  

P .be rghe i  N a p r è s  t r e n t e  minu tes  d e  t r a i t e m e n t  à une dose  unique d e  100 

mg/kg. C e t t e  o b s e r v a t i o n  e s t  à r a p p r o c h e r  d e s  r é s u l t a t s  ob tenus  p a r  D i r i b e  

e t  Warhurs t  d a n s  une é t u d e  compara t ive  d e s  c a p a c i t é s  à c o n c e n t r e r  l a  ch lo -  

r o q u i n e  pour une souche  s e n s i b l e  (NK65) e t  une souche r é s i s t a n t e  (RC) (17) .  



Ils o b s e r v e n t ,  e n  e f f e t ,  deux sites d ' a f f i n i t é  d i f f é r e n t e  : un s i t e  d e  

h a u t e  a f f i n i t é  ~ d = 1 0 - ~  M - ~  e t  un s i t e  d e  p l u s  f a i b l e  a f f i n i t é  d o n t  s e u l e s  

l e s  p r o p o r t i o n s  v a r i e n t  c h e z  ces s o u c h e s .  La souche  s e n s i b l e  p r é s e n t a n t  

b i e n  s û r  l a  p l u s  f o r t e  p r o p o r t i o n  e n  s i t e  d e  h a u t e  a f f i n i t é  (62 7;) c o n t r e  

27 76 pour  l a  souche  P . b e r g h e i  RC. 

I l  est t e n t a n t  d ' a t t r i b u e r  une h a u t e  a f f i n i t é  aux  s i t e s  c o n s t i t u é s  p a r  l e s  

v é s i c u l e s  e t  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  e t  une p l u s  f a i b l e  a f f i n i t é  au  c y t o p l a s m e  

p a r a s i t a i r e .  I l  f a u t  s o u l i g n e r  que  n o u s  n ' a v o n s  p a s  l a  p r e u v e  ( d a n s  ce t te  

e x p é r i e n c e  à h a u t e  c o n c e n t r a t i o n  en  C Q A ) ,  d e  l ' i n t e r v e n t i o n  du g r a d i e n t  d e  

pH pour  l a  c o n c e n t r a t i o n  c y t o p l a s m i q u e  d e s  amino-4-quinolé ines .  



CONCLUSION 



Le mode d ' a c t i o n  d e s  s c h i z o n t i c i d e s  s a n g u i n s ,  e t  en p a r t i c u l i e r  

c e l u i  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  r e s t e  e n c o r e  l a r g e m e n t  méconnu, comme s o n t  i g n o r é s  

éga lement  l e s  mécanismes r e s p o n s a b l e s  d e  l ' a p p a r i t i o n  d e  souches  r é s i s -  

t a n t e s  à ces médicaments. 

Notre  t r a v a i l  t e n t e  d ' a p p o r t e r  d e s  r é p o n s e s  au  n iveau  d ' é l é m e n t s  

c l é s  du mode d ' a c t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  à s a v o i r  : 

- s i t e s  de c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  

- n a t u r e  e t  l o c a l i s a t i o n  d e s  compar t iments  a c i d e s  d e  Plasmodium. 

Pour c e l a ,  nous avons conçu e t  s y n t h é t i s é  une sonde amino-4- 

q u i n o l é ï n e  (CQA) d a n s  l e  b u t  d e  d é t e r m i n e r ,  p a r  immunodétect ion,  l e s  s i t e s  

de  f i x a t i o n  d e  c e t t e  molécule  d a n s  l e  p a r a s i t e .  Nous avons ,  d ' a u t r e  p a r t ,  

s y n t h é t i s é  une sonde s p é c i f i q u e  d e s  compar t iments  c e l l u l a i r e s  a c i d e s  conçue 

p a r  Anderson e t  a l .  ( 4 ) .  Ce t  a u t e u r  a v a i t  démontré q u ' e l l e  p e r m e t t a i t  une 

d é t e c t i o n  u l t r a s t r u c t u r a l e  d e s  lysosomes c e l l u l a i r e s .  

De l ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  nous pouvons r e t e n i r  l e s  

a p p o r t s  s u i v a n t s  : 

- l e  s i t e  de  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  chez  une  souche de  - Plas -  

modium d e  rongeurs  (P .be rghe i  N) s e n s i b l e  à c e  médicament, e s t  c o n s t i t u é  

p a r  l e s  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s  du p a r a s i t e .  

- c e s  vacuo les  c o n s t i t u e n t  les  compar t iments  a c i d e s  d e  Plasmodium, 

- une souche d e  P .be rghe i  r é s i s t a n t e  (P .be rqhe i  RC) s ' a v è r e  i n c a p a b l e  

de  c o n c e n t r e r  l a  c h l o r o q u i n e  d a n s  s e s  v a c u o l e s ,  mais  p i è g e  c e l l e - c i  au 

niveau d e  s o n  cytoplasme.  

- l e  cytoplasme d e  c e  même p a r a s i t e  p r é s e n t e  un c a r a c t è r e  a c i d e .  

Ces  r é s u l t a t s  nous o n t  pe rmis  d ' a p p o r t e r  q u e l q u e s  é léments  nou- 

veaux d a n s  l a  d i s c u s s i o n  s u r  l es  mécanismes d ' a c t i o n  e t  d e  r é s i s t a n c e  d e s  

amino-4-quinoléines : 



* l a  chloroquine a g i t  au niveau de l a  vacuole d iges t ive  du paras i t e ,  

s i t e  de dégradation de l'hémoglobine. 

* l e  mécanisme responsable de l a  concentration i n t r apa ra s i t a i r e  des  

amino-4-quinoléines, e s t  l i é  à l ' exis tence d'un gradient  de pH. 

* l a  rés is tance n ' e s t  pas associée à une chute de l ' a p t i t u d e  du para- 

s i t e  à concentrer ces  molécules mais p lu tô t  à l eu r  ré tent ion dans l e  

cytoplasme paras i t a i re .  

Nous montrons donc un parallélisme important en t r e  mécanisme de 

concentration de l a  chloroquine, s i t e  de concentration e t  a c id i t é  des com- 

partiments ce l l u l a i r e s  chez Plasmodium. 

Nos r é su l t a t s  ne permettent toujours pas d'expliquer l a  par t icu-  

l a r i t é  des schizonticides sanguins vis-à-vis des compartiments parasi-  

t a i r e s ,  c 'est-à-dire l eu r  apt i tude à s ' y  concentrer à un s e u i l  de concen- 

t r a t i on  externe bien plus bas que chez l e s  c e l l u l e s  de mammifères. 

Cette analyse a conduit récemment D . J .  Krogstad e t  ses  collabo- 

ra teurs  à proposer l ' i n t e rven t ion  de "non weak-base e f fec t s t '  pour expliquer 

l e s  propr ié tés  antimalariques de l a  chloroquine ( 3 5 ) ,  e t  D. Warhurst à 

émettre l 'hypothèse de l ' ex i s tence  d'une perméase à l a  chloroquine chez 

P lasmodium ( 24). 

Les travaux à venir  devraient essayer d 'analyser l e s  mécanismes 

d 'ac t ion e t  de concentration des amino-4-quinoléines en dissociant  l e s  

e f f e t s  dus à leurs p ropr ié tés  basiques de ceux propres à l eurs  a c t i v i t é s  

antimalariques. 

En e f f e t ,  l a  chloroquine présente deux propr ié tés  qui sont  

étroitement l i é e s  : 

- base fa ible .  

- a c t i v i t é  antimalarique. 



On p o u r r a i t  e s p é r e r  s é p a r e r  c e s  p r o p r i é t é s  en  t e n t a n t  de  l o c a -  

liser chez Plasmodium une amino-4-quinol&ine, base  f a i b l e ,  mais a y a n t  perdu 

l a  p resque  t o t a l i t é  d e  s o n  a c t i v i t é  an t i rna la r ique .  

Ce modèle p o u r r a i t  ê t r e  une s i m p l e  amino-4-quinoléine : 

Le t r a v a i l  e f f e c t u é  s u r  l e s  s o u c h e s  de  Plasmodium de r o n g e u r s  

a b o u t i t  à proposer  un mécanisme nouveau pour  l a  r d s i s t a n c e  aux a n t i m a l a -  

r i q u e s  : une r é t e n t i o n  de  l a  ch lo roqu ine  d a n s  l e  cytoplasme p a r a s i t a i r e  au 

dépend d e  s a  c o n c e n t r a t i o n  dans l e s  v a c u o l e s  d i g e s t i v e s .  

I l  e s t  i m p o r t a n t  de t e s t e r  l ' e x i s t e n c e  de  ce  même mécanisme chez  

l e s  souches  p l a s m o d i a l e s  humaines e t  en  p a r t i c u l i e r  P . fa lc iparum q u i  dé- 

veloppe,  p a r t i c u l i è r e m e n t ,  une r é s i s t a n c e  à c e s  médicaments. 



MATERIEL ET METHODES 



- 78 - 

1 - SOURIS - SOUCHES - HEMATOLOGIE ET INFESTATION 

1) Hôte expérimental : souris 

Nous u t i l i s o n s  d e s  s o u r i s  S w i s s  (E. O. P.S. ) d e  l ' é l e v a g e  

d t IFFA CREDO, s o u r i s  f e m e l l e s  â g é e s  d e  6 à 1 2  s e m a i n e s ,  p e s a n t  e n v i r o n  2 0  g e t  

dépourvues  d ' é p e r y t h r o z o o n .  

L e s  s o u r i s  r e ç o i v e n t  une n o u r r i t u r e  c o n d i t i o n n é e  s tér i l i sée .  

2) Souches 

L e s  s o u c h e s  d e  Plasmodium que  nous  u t i l i s o n s  pour  ce t r a v a i l  s o n t  

l e s  s u i v a n t e s  : 

- P . b e r g h e i  N ,  s e n s i b l e  à l a  c h l o r o q u i n e  

- P.be rghe i  RC,  r é s i s t a n t  à l a  c h l o r o q u i n e  

- P. y o e l i i  n i q e r i e n s i s  

a) Entretien des souches 

L ' e n t r e t i e n  d e s  s o u c h e s  s ' e f f e c t u e  p a r  p a s s a g e s  mécan iques  d e  l a  

man iè re  s u i v a n t e  : i n o c u l a t i o n ,  p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  d ' u n e  s u s p e n s i o n  

d ' h é m a t i e s  d e  s o u r i s  p a r a s i t é e s  à d e s  s o u r i s  s a i n e s  à r a i s o n  d e  106 héma- 

t i e s  p a r a s i t é e s  dans  0,5 m l  d e  m i l i e u  1 9 9  p a r  s o u r i s .  

P é r i o d i q u e m e n t ,  nous  r é a l i s o n s  d e s  c y c l e s  n a t u r e l s  pour que  l a  

souche  n e  p e r d e  p a s  p r o g r e s s i v e m e n t  l a  c a p a c i t é  d e  b o u c l e r  s o n  c y c l e  gamo- 

gonique  e t  s p o r o g o n i q u e .  

b) Cryopréservation 

En d e h o r s  d e  l e u r  e n t r e t i e n  s u r  animaux,  l es  s o u c h e s  s o n t  con- 

s e r v é e s  c o n g e l é e s  d a n s  l ' a z o t e  l i q u i d e .  

Nous u t i l i s o n s  l a  t e c h n i q u e  d e  c o n g é l a t i o n  en  p r é s e n c e  du dimé- 

t h y l s u l f o x i d e  (D.M.S.0) : 



- 50 à 60 % de  s a n g  d e  s o u r i s  p a r a s i t é e ,  r e c u e i l l i  s u r  h é p a r i n e  

- 42 à 32 % d e  m i l i e u  1 9 9  

- 7 ,5  % d e  D.M.S.0 

Ce mélange est e n s u i t e  r é p a r t i  d a n s  l e s  c r y u l e s  ( e n v i r o n  1 m l  

p a r  c r y u l e ) .  

Nous p rocédons  à u n e  c o n g é l a t i o n  p a r  p a l i e r s  : 1 n u i t  à -80° C 

a v a n t  d e  p a s s e r  à l ' a z o t e  l i q u i d e  -196OC. 

Avant  u t i l i s a t i o n ,  l e s  c r y u l e s  s o n t  r é c h a u f f é s  à 3 7 O C  e t  e t  l e u r  

c o n t e n u  e s t  d i r e c t e m e n t  r é i n o c u l é  à d e s  s o u r i s  s a i n e s  , à r a i s o n  d e  0,5 m l  

p a r  s o u r i s .  

Le m i l i e u  1 9 9  est un m i l i e u  d e  c u l t u r e  i s o t o n i q u e  e t  tamponné. I l  

c o n t i e n t  : 

- d e s  s e l s  m i n é r a u x  

- d e s  amino-ac ides  

- d e s  v i t a m i n e s  

- e t  d ' a u t r e s  c o m p o s a n t s  d o n t  l e  r o u g e  d e  p h é n o l  q u i  e s t  un i n -  

d i c a t e u r  d e  pH. 

I l  nous  est  f o u r n i ,  p a r  l a  f i r m e  EUROBIO, s o u s  forme d e  p o u d r e  à 

r e p r e n d r e  p a r  d e  l ' e a u .  Le m i l i e u  1 9 9  a i n s i  r é g é n é r é  est  s t é r i l é  e t  con-  

s e r v é  en  f l a c o n s  s t é r i l e s  à + 4OC. 

3) Hématologie - Infestation 

a) Frottis sanguins 

Ils s o n t  r é a l i s é s  à p a r t i r  d ' u n e  g o u t t e  d e  s a n g  r e c u e i l l i e  à l a  

q u e u e  d e  l a  s o u r i s ,  s u r  u n e  lame p a r f a i t e m e n t  p r o p r e ,  d é g r a i s s é e  p a r  du  

m é t h a n o l  e t  s é c h e .  



Les f r o t t i s ,  séchés instantanément, sont f i xé s  par du méthanol 

pendant 1 min e t  colorés  par une solut ion de GIEMSA 10 R dans un tampon de 

colora t ion de pH 7.2 contenant : 

- KHz PO4 0.7 g 

- Na2 HP04 1 g 

- Eau d i s t i l l é e  qsp 1000 m l  

Les lames sont  colorées pendant 35 min. Les lames sont  ensui te  

r incées  à l ' e au  du robinet ,  à l ' eau  permutée puis séchées. 

b) Parasitémie 

Après colora t ion,  l e s  f r o t t i s  sont  l u s  au microscope optique à 

immersion. 

On appel le  parasitémie l e  pourcentage d'hématies pa ras i t ées  par 

rapport au nombre t o t a l  d'hématies sa ines  e t  parasi tées.  

c) La réticulocytémie 

El le  e s t  déterminée à l ' a i d e  des f r o t t i s  r é a l i s é s  comme précé- 

demment. 

La rét iculocytémie e s t  l e  pourcentage de ré t i cu locy tes  par 

rapport au nombre t o t a l  d'hématies matures e t  jeunes ( r é t i cu locy t e s ) .  

d) Infestation 

Nous effectuons des i n f e s t a t i ons  massives par voie in t rapér i to -  

néale, à raison d'environ 1.108 hématies paras i tées  dans 0 ,5  m l  de milieu 

199 par sour is .  



4) Activités biologiques 

a) Test de 4 jours 

On i n j e c t e  pendant  q u a t r e  j o u r s  c o n s é c u t i f s ,  p a r  v o i e  i n t r a p é -  

r i t o n é a l e ,  à d e s  s o u r i s  p a r a s i t é e s  à 20-30 76 p a r  P . y o e l i i  n i g e r i e n s i s ,  l a  

c h l o r o q u i n e  ou l a  sonde CQA aux d o s e s  s u i v a n t e s  : 1-3-5-10 e t  20 mg/kg. 

Après l e  t r a i t e m e n t  d e  q u a t r e  j o u r s ,  on r é a l i s e  d e s  f r o t t i s  

s a n g u i n s ,  q u i  a p r è s  f i x a t i o n  e t  c o l o r a t i o n  au  Giemsa s o n t  l u s  au microscope 

o p t i q u e  à immersion. 

b) Test de coalescence du pigment malarique 

Une dose  unique (20 mg/kg) d e  c h l o r o q u i n e  ou d e  CQA e s t  adminis-  

t r é e  à d e s  s o u r i s  p a r a s i t é e s  à 20-30 % p a r  P . y o e l i i  n i g e r i e n s i s .  Des f r o t -  

t is s a n g u i n s  s o n t  r é a l i s é s  aux temps s u i v a n t s  : t O ; t = 1 5  min ; t = 30 

min e t  t = 60 min. 

Ces f r o t t i s  s o n t  f i x é s  e t  non c o l o r é s .  

11 - SYNTHESE DE LA SONDE CQA (CHLORO-7 (AMINO-4-BUTYLAMINO)-4 QUINOLEINE) 

- Monoacétyldiaminobutane 

A une s o l u t i o n  d e  diaminobutane (50 g  ; 0,55 moles) dans  l ' a c i d e  

a c é t i q u e  (300 ml) maintenue à 60°C on a j o u t e  g o u t t e  à g o u t t e ,  pendan t  une 

h e u r e ,  l ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  ( 4 5  m l  ; 0 , 4 7  moles ) .  Après une n u i t  à tempé- 

r a t u r e  ambian te ,  l e  mélange e s t  évaporé  à s e c .  Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  p a r  

l ' e a u  chaude p u i s  on a j o u t e  d e  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  (6N) pour a j u s t e r  l e  

pH à 1. Après é v a p o r a t i o n  à s e c ,  l e  p r é c i p i t é  e s t  r e p r i s  p a r  l ' i s o p r o p a n o l  

chaud.  La f r a c t i o n  i n s o l u b l e  ( l e  d iaminobu tane  n ' a y a n t  p a s  r é a g i )  est é l i -  

minée. De l a  phase  s o l u b l e ,  on p e u t  o b t e n i r ,  p a r  c r i s t a l l i s a t i o n s  s u c c e s -  

s i v e s  d a n s  l ' i s o p r o p a n o l ,  un s o l i d e  b l a n c  ( 1 8  g  ; F : 135OC). 



- Chloro-7 (acétylamino-4-buty1amino)-4 qu ino lé ïne  

2,2 g (0,Ol M) de dichloro-4,7 qu ino lé ïne  e t  2,6 g de monoacé- 

ty ld iaminobutane s o n t  chau f fés  à l l O ° C  dans du DMSO (30 m l )  pendant 48 

heures, sous atmosphère d'azote. Le DMSO e s t  évaporé e t  l e  r é s i d u  e s t  chro- 

matographie sur une co lonne de s i l i c e  (100 g ; 0,06-0,2 mm). On é l u e  suc- 

cessivement par  250 m l  de mélange chloroforme-méthanol ( O  %, 5 %, 10  %, 15 

%, 20 76, 40 % en méthanol) .  Le mélange 20 5% é l u e  un composé q u i  c r i s t a l l i s e  

dans l e  méthanol (1,5 g ; F : ). 

- Chloro-7 (amino-4-buty1arnino)-4 q u i n o l é i n e  

Le composé précédent  c r i s t a l l i s é  e s t  chauf fé  à r e f l u x  dans une 

s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  ch lo rhyd r i que  (10 m l  ; 6 N) pendant 24 heures. 

Après évaporat ion à sec, l a  c r i s t a l l i s a t i o n  dans l e  méthanol permet 

d ' i s o l e r  1 g de c r i s t a u x  b lancs (F : 160°C) du ch lo rhyd ra te  de ch loro-7 

(amino-4 buty lamin0)-4 qu ino lé ine .  

RMN 1~ (400 MHz, DMSO) . 6 (ppm, TMS) 

6 = 8,48 (1H ; d ; J = 5,5 Hz ; H - 2)  ; 6 = 8,40 (1H ; d ; J = 9 H 

z, H-5) ; 6 = 7,88 (1H ; d ; J = 2 Hz ; H-8) ; 6 = 7,52 (1H ; d, d ; J i  = 

~ H z ,  32 2Hz ; H-8) ; 6 = 6,58 (1H ; d ; J 5,5 Hz ; H-3) ; 6 = 3,37 (2H 

; m ; H-11) ; 6 = 2,83 (2H ; m ; H-14) ; 6 = 1,80 (2H ; m ; H-12) ; S = 

1,69 (2H ; m ; H-13). 

RMN 1 3 ~  (100,62 MHz, DMSO) 6 (ppm, TMS) 

6 = 159,2 (C-9) ; 6 = 146,4 (C-2) ; 6 = 142,3 (c-7)* ; 6 = 141,7 (c-4)* ; 6 

= 130,5 (C-5) ; 6 = 1 3 0 , l  (c-8) ; 6 = 122,7 (c-6) ; 6 = 119,3 (c-10) ; 6 = 

102,5 (C-3) ; 6 = 46,5 (C-11)  ; 6 = 41,2 (C-14) ; 6 29,5 (c-12)** ; 6 = 

29,O (c-13)**. 

* ; ** = a t t r i b u t i o n s  r é v e r s i b l e s .  



111 - SYNTHESE DE LA SONDE DAMP (N-DINITROANILO-2,4)-3 AMINO-3' METHYLDIPROPYLAMINE 

On p o r t e  3 r e f l u x  une s o l u t i o n  d ' a c é t o n i t r i l e  (50 ml )  contenant  

l e  ch lo ro -1 -d in i t ro -2 ,4  benzène (1,l g ; 0,005 moles) e t  l a  N, Nt (propy- 

lamino-3) méthylamine (3,5 g ; 0,025 moles). Après 24 heures on évapore l e  

so lvan t ,  l e  r é s i d u  h u i l e u x  e s t  chromatographié sur  s i l i c e  (100 g ; 

0,06-0,2 mm) par  é l u t i o n  de 250 m l  de mélange méthanol-ammoniaque ( O  %, 3 

%, 8 %) p o u r  é l i m i n e r  l a  diamine en excès. 

Le composé f i n a l  e s t  i s o l é  sous forme de ch lo rhyd ra te  après  t r a i t e m e n t  

par  une s o l u t i o n  é t h a n o l i q u e  d ' a c i d e  ch lo rhyd r i que .  On o b t i e n t  355 mg de 

c r i s t a u x  jaunes orangés ( F  : ). 

RMN 1~ (400 MHz, D20) ; 6 (ppm, TMSP) 

6 = 9 (1H ; d ; J = 3,4 Hz ; H-3) ; S = 8,3 (1H ; d ,  d ; J1 = 3,4 HZ,  J2 = 

6,8 Hz ; H-5) ; 6 = 7,2 (1H ; d ; J = 6,8 Hz ; H-6) ; 6 = 3,36 ( 2 ~  ; rn ; 

H-3') ; 6 = 3,62 (4H ; rn ; H - l ' ,  H-1")  ; 6 = 3,11 ( 2 ~  ; t ; J = 7,l Hz ; 

H-3") ; 6 = 2,93 (3H ; s ; N-CH3) ; 6 = 2,2 (4H ; m ;  H-2', H-2"). 

RMN 13c (100,62 MHz, D20) ; S ( ppm, TMSP) 



I V  PREPARATION DES CONJUGUES HAPTENE-PROTEINE 

1) CQA-MSA 

a) Synthèse du d é r i v é  s u c c i n y l é  de CQA 

A 125 mg de CQA base (0,0005 moles) dans 1,5 m l  de DMSO, on 

a j o u t e  55 mg d '  anhydr ide succ in i que  (0,00055 moles). 

Après 2 heures à température ambiante, on évapore l e  DMSO. Une chromato- 

g raph ie  s u r  colonne de s i l i c e  (10 g ; 0,06-0,2 mm) g luée  p a r  un mélange 

méthanol-ammoniaque (5%) permet d ' i s o l e r  une f r a c t i o n  q u i ,  après t r a i t e m e n t  

pa r  é thano l ,  HC1, c r i s t a l l i s e  sous forme de c r i s t a u x  b l ancs  (70 mg ; F : ) 

: c ' e s t  l e  d é r i v é  ch lo rhyd ra te  du s u c c i n y l  CQA. 

RMN 1~ (400 MHz, DMSO) ; 6 (ppm, TMS) 

6 = 8,48 (1H ; d ; J = 5,5 Hz ; H-2) ; 6 = 8,37 (1H ; d ; J = 9 Hz ; H-5) ; 

6 = 7,9 (1H ; l a r g e  ; N-H) ; 6 = 7,87 (1H ; d ; J = 2,2 Hz ; H-8) ; S 

7,52 ( 1 ~  ; d , d ; J i  = 9 Hz ; J2 = 2,2 Hz ; H-6) ; 6 = 7,39 (1H ; l a r g e  ; 

N-H) ; 6 = 6,56 (1H ; d ; J = 5,5 Hz ; H-3) ; 6 = 3,36 (2H ; q ; J 5,4 Hz 

; H-11) ; 6 = 3,20 (2H ; q ; J = 5,8 Hz ; H-14) ; 6 = 2,53 (2H ; t ; J = 

5,5 Hz ; H-16) ; 6 = 2,40 (2H ; t ; J = 5,5 Hz ; H-17) ; 6 = 1,75 (2H ; m ; 

H-12) ; 6 = 1,60 (2H ; m ; H-13). 

RMN l3C (100,62 MHz, DMSO) ; Ei (ppm, TMS) 

6 = 177,8 (C-18) 6 = 174,78 (C-15) 6 = 155,71 (C-2) 

6 = 154,03 (c-7)* 6 = 152,9 (c-9)" 6 = 137,28 (C-4) 

6 = 131,28 (C-8) 6 = 128,Ol (C-5) 6 = 127,88 (C-6) 

6 = 121,35 (C-10) 6 = 102,57 ((2-3) 6 = 46,06 (C-11) 

6 = 42,15 (C-14) 6 = 34,07 (C-16) 6 33,28 (C-17) 

6 = 30,79 (C-12) 6 = 29,12 (C-13) 



b) G r e f f a g e  du d 6 r i v 6  s u c c i n y l é  d e  CQA s u r  l a  MSA 

5 mg d e  d é r i v é  succinyl-CQA s o n t  r e p r i s  p a r  0 , 2  m l  dlHC1 0,01N, 

on complè te  l e  volume à 1 m l  avec  du tampon PBS (pH = 7 ) .  On a j o u t e  à c e t t e  

s o l u t i o n  1 m l  de  tampon PBS pH = 5 , 7  c o n t e n a n t  5 mg d ' a lbumine  de  s o u r i s .  

Le c a r b o d i i m i d e  N-(Diméthylamino-3 p r o p y l )  NI-Diéthyl ca rbod i imide  e s t  

e n s u i t e  a j o u t é  p a r  f r a c t i o n  d e  5 mg à t = O ; 1 H e t  2 4  H. Après 48 h e u r e s ,  

l e  mélange e s t  f i l t r é  s u r  co lonne  G-25 (PD-10). La f r a c t i o n  p r o t é i q u e  e s t  

r e c u e i l l i e ,  c o n c e n t r é e  s u r  l ' i m m e r s i b l e  CX 1 0  TN ( t o u t  c e  q u i  e s t  i n f é r i e u r  

à 1 0  000 d a l t o n s  est  é l i m i n é ) .  Ce c o n c e n t r é  est d e  nouveau f i l t r é  s u r  une 

colonne PD-10. La c o n c e n t r a t i o n  en p r o t é i n e s  d e s  t u b e s  c o n t e n a n t  l a  CqA-MSA 

e s t  é v a l u é e  pa r  l a  méthode s t a n d a r d  d e  B I O R A D .  

2) DNB-RSA 

a )  P r é p a r a t i o n  d e  l a  sérumalbumine de l a p i n  (RSA) 

1 0  m l  d e  sérum d e  l a p i n  (400 mg d ' a lbumine)  s o n t  chromatographiés  

s u r  une co lonne  d e  50 m l  d ' a f f i g e l  b l u e  (BIORAD) p r é a l a b l e m e n t  r i n c é  avec  

l e  tampon d ' é l u t i o n  : PBS avec  du NaCl 4M. Après l e  d é p ô t  d e  l ' é c h a n t i l l o n ,  

l a  c o l o n n e  e s t  l a v é e  p a r  250 m l  de  tampon PBS, d u r a n t  une n u i t .  L 'a lbumine 

de  l a p i n  est  é l u é e  p a r  l e  tampon PBS-NaC1 4 M. Les p r o t é i n e s  s o n t  d é t e c t é e s  

au s p e c t r o p h o t o m è t r e  à 280 nrn. Les f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  l a  RSA s o n t  con- 

- c e n t r é e s  p a r  d i a l y s e  c o n t r e  du tampon PBS. Le c o n c e n t r é  es t  déposé s u r  une 

co lonne  d e  sephadex G-25 en tampon phosphate  0 , l  M pH = 7 pour é l i m i n e r  l e  

NaCl. Après passage  au  s p e c t r o p h o t o m è t r e  à 280 nm, l e s  f r a c t i o n s  r i c h e s  en 

RSA s o n t  r a s s e m b l é e s .  



b) Greffage du DNB sur la RSA en 50  Z DMSO 

Nous avons u t i l i s é  l a  techn ique  de Fleischman e t  C o l l .  

A 22 mg de RSA, dissous dans 0,6 m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  son t  a j o u t é s  0,4 m l  de 

K2CO3 (5 % aqueux) e t  1 m l  de DMSO. Après a d d i t i o n  de 22 mg d'haptène 

(1-chloro-2,4 d in i t robenzène) ,  l e  t o u t  e s t  m is  sous a g i t a t i o n  pendant 4 

heures  à température ambiante. 

L ' an t i gène  DNB-RSA e s t  p u r i f i é  p a r  g e l  f i l t r a t i o n  sur G-25 

(PD-10) en tampon phosphate 0 , l  M pH = 7. 

Après passage au spect rophotomètre à 280 nm ( p r o t é i n e s )  e t  à 347 

nm (bande d ' abso rp t i on  du DNB), l e s  f r a c t i o n s  r i c h e s  en p r o d u i t  de g r e f f a g e  

(DNB-RSA) s o n t  rassemblées. 

V - PRODUCTION D'ANTICORPS POLYCLONAUX 

1 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de V a i t u k a i t i s  e t  a l .  (57) .  

A 1 mg de DNB-RSA contenu dans 1 m l  de tampon phosphate 0 , l  M pH = 7, on 

a j o u t e  1 m l  d 'ad juvan t  complet  de FREUND e t  5  mg de Mycobacterium b u t y r i -  

cum. Le mélange es t  soumis à une f o r t e  a g i t a t i o n  j usqu 'à  l ' o b t e n t i o n  d ' une  - 

émuls ion  s t a b l e .  

L 'ému ls ion  e s t  i n j e c t é e  à des l a p i n s ,  pesant  2,5 à 3 Kg, par  v o i e  

i n t r a d e r m i q u e  en 20 à 30 p o i n t s  d ' i n o c u l a t i o n  s u r  l e  dos préalablement r a s é  

de l ' a n i m a l .  Simultanément 0,5 m l  de vacc in  ant i -coquelucheux P e r t h y d r a l  

( I n s t i t u t  Pasteur)  e s t  a d m i n i s t r é  p a r  v o i e  i n t r a m u s c u l a i r e  dans l a  c u i s s e  

du l a p i n .  

Un mois après l a  p remière  vacc ina t i on ,  un  r a p p e l  e s t  e f f e c t u é  p a r  

v o i e  in t radermique ,  pa r  1 mg de DNB-RSA, d issous  dans 1 m l  de tampon phos- 

pha te  0 , l  M pH = 7, auquel  on a j o u t e  1 m l  d ' ad juvan t  incomple t  de FREUND e t  

5 mg de Mycobacterium bu ty r i cum.  Des prélèvements sanguins son t  e f f e c t u é s  



chaque semaine e t  l a  p r é s e n c e  d ' a n t i c o r p s  e s t  c o n t r a l é e  p a r  l a  t e c h n i q u e  

dlE.L. I.S.A. 

* E.L. I.S.A. (Enzyme Linked Immunosorbent Assay ) : 

- F i x a t i o n  d e  l ' a n t i g è n e  DNB-RSA, d i l u é  e n  tampon PBS pH 9,6 pendant  une 

n u i t  à 4OC, s u r  d e s  mic rop laques .  

- 3 Lavages a v e c  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  0 , 0 5  9; tween 20, pour é l i m i n e r  

l ' a n t i g è n e  non f i x é  au s u p p o r t .  

- S a t u r a t i o n  a v e c  l e  tampon PBS-la i t  g l o r i a  5  76 pendant 1 h e u r e  à 37OC (ou 

1 n u i t  à 4OC). 

- 3  l a v a g e s  a v e c  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  0 ,05  7; tween 20. 

- I n c u b a t i o n  a v e c  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  de  sérum d e  l a p i n  a n t i  DNB-RSA, en 

tampon PBS-tween 20 0 , l  % - l a i t  g l o r i a  5  76 pendant  1 heure  à 37OC. 

- 3 l a v a g e s  e n  eau d i s t i l l é e  - 0,05 76 tween 20 de  manière  à é l i m i n e r  

l ' e x c è s  de  p r o t é i n e s  n ' a y a n t  p a s  formé d'immuncomplexes. 

- I n c u b a t i o n  pendant  1 h  à 37OC d ' u n  sérum d e  c h è v r e  a n t i - l a p i n  marqué à l a  

péroxydase.  

- 4 l a v a g e s  e n  eau d i s t i l l é e  - 0 , 0 5  7; tween 20,  pour é l i m i n e r  l ' e x c è s  d ' a n -  

t i g l o b u l i n e s .  

- R é v é l a t i o n  d e  l ' a n t i g l o b u l i n e  p a r  l a  s o l u t i o n  d'OPD* pendant e n v i r o n  5 

minutes  à l ' o b s c u r i t é .  

- La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  l ' a d d i t i o n  d e  50 u l  d'H2S04 (ZN) 

* La s o l u t i o n  d ' o r t h o p h é n y l è n e  diamine (OPD) e s t  p r é p a r é e  extemporanément. 

- Dissoudre  4  mg d'OPD d a n s  1 0  m l  d e  tampon c i t r a t e  ( 0 , 0 2  M)  phospha te  

(0 ,05  M) pH = 5.0 

- A j o u t e r  1 5  u l  d'Hz02 30 !% 



I V  - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

1) Prépara t i on  de l ' é c h a n t i l l o n  sanguin 

Le sang e s t  prélevé, s o i t  par  saignée r é t r o - o r b i t a l e  s o i t  par 

ponc t ion  de l a  c a v i t é  sous b rach ia le ,  à l ' a i d e  d'une p i p e t t e  pasteur préa- 

lablement e f f i l é e  e t  héparinée. Le sang récupéré e s t  f i x é ,  pendant une 

heure à 4OC, par  l e  mélange d 'agents f i x a t e u r s  : 4 7; formaldéhyde e t  0 , l  7; 

g lu tara ldéhyde en tampon PBS à pH = 7,5 (phosphate-buffered s a l i n e  : 50 mM 

tampon phosphate, 150 mM NaCl). Après lavage en tampon PBS, l e s  échan t i l -  

l o n s  sanguins sont imprégnés, pendant une heure à température ambiante, 

dans un cryopréservateur  : sucrose 2,2 M en PBS ou g l y c é r o l  25 % e t  DMSO 5 

7; en PBS. 

En f i n ,  ces é c h a n t i l l o n s  sanguins sont déposés sur  des supports e t  

congelés dans l ' a z o t e  l i q u i d e  e t  conservés dans des c r y u l e s  à -180°C jus-  

qu'à u t i l i s a t i o n .  

2) Coupes u l t r a f i n e s  

Les é c h a n t i l l o n s  sanguins a i n s i  préparés sont  coupés, à l ' a i d e  de 

couteaux en verre, à - l O O ° C  su r  un u l t racryotome type Re iche r t  u l t r a c u t  II .  

Les coupes à congélat ion sont  récupérées sur du sucrose 2,3 M en PBS p u i s  

déposées s u r  des g r i l l e s  de N i c k e l  100 membranées (au p a r l o d i o n  en s o l u t i o n  

à 0,4 76 dans l ' a c é t a t e  d' isoamyle) e t  carbonées. Ces g r i l l e s  sont déposées 

sur  des gou t tes  de tampon PBS e t  1 76 ovalbumine (PBSO) durant  1 heure, pour 

é l i m i n e r  l e  sucrose 2,3 M en PBS. 

3) Immunomarquage 

Les g r i l l e s  sont  ensu i te  t rans férées  sur  des gout tes contenant 

des a n t i c o r p s  d i l u é s  dans du tampon PBS. Nous avons u t i l i s é  deux so r tes  

d '  a n t i c o r p s  : 



- des ant icorps  monoclonaux en l iqu ide  d ' a s c i t e  d i lués  au 1/100e pour l a  

révélat ion de l a  sonde CQA. 

- des ant icorps  polyclonaux sous forme de sérum d i lués  au 1/100e pour l a  

l oca l i s a t i on  de l a  sonde DAMP. 

Après une heure d ' incubation à 37OC en présence des ant icorps ,  

l e s  g r i l l e s  sont  lavées  cinq fo i s ,  par p lus ieurs  t r a n s f e r t s  su r  des gout tes  

de PBSO. La durée t o t a l e  des lavages e s t  de 1 H à température ambiante. 

Les g r i l l e s  sont  ensuite incubées, durant 1 heure à 37OC, en 

présence de l a  proté ine  A marquée à l ' o r  co l lo ïda l  d i luée  au 1/50e en PBSO. 

La protéine A marquée à l ' o r  co l lo ïda l  e s t  préparé dans notre  

l abora to i re  selon l a  méthode de Slot  e t  a l .  (55).  

Les g r i l l e s  sont  lavées 4 f o i s  avec du tampon PBSO durant 30 

minutes puis 3  f o i s  avec du tampon PBS pendant 30 minutes. 

Nous r inçons l e s  g r i l l e s  à l ' e au  d i s t i l l é e .  

I l  e s t  nécessai re  de renforcer l e  contras te  des préparations par 

une llcoloration' '  à l ' a c é t a t e  d'uranyle 3  76 aqueux, mais également de l e s  

"enrober" par de l a  méthylcellulose, pour l a  préservation des s t ruc tu res .  

A u s s i  avons-nous cho is i  l e s  proportions suivantes,  se lon l a  méthode de 

Gr i f f i t h s  e t  a l . ,  1982 : 

- 0,2  m l  d ' a cé t a t e  d 'uranyle 3  76 Hz0 

- 1,8 m l  de methylcellulose 

Les g r i l l e s  son t  m i s  en contact  avec c e t t e  préparation durant 10 

minutes à l ' ob scu r i t é  e t  s u r  un l it  de glace p i l ée .  

Les g r i l l e s  son t  montées sur "un anneau" puis  séchées avec du 

papier f i l t r e .  

Les coupes sont  p rê tes  pour l 'observat ion au microscope é lec t ro -  

nique. 



* Préparation de l a  méthylce l lu lose  

Nous avons u t i l i s é  l a  méthylcellulose à 25 centipoise de chez 

Fluka AG,  Buchs, Switzerland. 

La poudre e s t  ajoutée à l ' e au  préchauffée à 95OC pour obtenir une 

solut ion de méthylcellulose à 2 74. Après avoir  mélangé avec un agi ta teur  en 

verre,  l a  mixture obtenue e s t  déposée immédiatement sur de l a  glace. Pen- 

dant 24 heures e t  à 4OC, ce mélange e s t  m i s  sous ag i t a t i on ,  puis l a i s s é  

reposer pendant 4 jours à 4OC. Après u l t racen t r i fuga t ion  (55000 rpm avec un 

ro to r  70 T i  ; pendant 1 heure à 4O C), l e s  tubes  sont s tockés  au réfr igéra-  

teur  pendant 3 à 4 semaines, sans  perturber l e  culot .  Pour chaque u t i l i s a -  

t ion  de l a  solut ion de méthylcellulose, on prélève à l a  surface  l a  quan- 

t i t é  dés i rée .  
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4-Aminoquinolines - accumulation sites - Plasmodium berghei - 
chloroquine sensitive and resistant 

We report the synthesis of an analogue of chloroquine (CQA) 
which can be used as a probe to visualize accumulation of Cami- 
noquinoline by electron microscopy. A mouse monoclonal anti- 
body against CQA was raised and used for immunodetection by 
the protein-A gold method on ultrathin cryosections, of CQA 
treated parasites. We demonstrate that in a P. berghei chloro- 
quine(CQ)-sensitive strain (N strain) the chloroquine analogue 
used accumulates in the endocytic vacuoles where hemoglobin 
(Hb) degradation is occurring. In contrast, in a P. berghei CQ- 
resistant strain (RC strain) the probe was found scattered al1 over 
the cytoplasm of the parasite. This result suggests that endocytic 
vacuoles of the parasite could constitute the site of antimalarial 
action of CQ. 

Introduction 

Chloroquine (CQ) is the most widely used antimalarial 
drug. The development of resistance to this compound is 
one of the major reasons for the worldwide resurgence of 
the disease during recent years [14]. The mode of action of 
the drug, as well as the mechanisms responsible for drug 
resistance has not been elucidated hitherto. The antimalar- 
ial effect of CQ has been attributed to  the ability of Plas- 
modium infected erythrocytes to accumulate high levels of 
the drug [12, 71. Resistance to  CQ was related to reduced 
uptake of the drug by erythrocytes infected with resistant 
strains. Two main hypotheses have been proposed to ac- 
count for the high affinity of CQ for parasitized cells. Ac- 
cording to the first, the drug acts as a lysosomotropic agent 
[ I l ]  and accumulates into an acidic compartment [22]. Al- 
ternatively, the second hypothesis assumes that the com- 
pound accumulates by interacting with free ferriprotopor- 
phyrin IX (FP), a proposed product of the parasite diges- 
tion of hemoglobin (Hb) [4, 131. 

The precise intracellular localization of CQ could lead 
to a better understanding of the mechanisms which allow 
this accumulation. We report here the synthesis of an ana- 
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logue of chloroquine (CQA) which can be used as a probe 
to visualize accumulation of 4-aminoquinoline by electron 
microscopy. 

An essential characteristic of this antimalarial probe is 
that it is retained in cellular structures thanks to  its pri- 
mary amino group after fixation with aldehydes. A mouse 
monoclonal antibody against CQA was raised and used for 
immunodetection by the protein-A gold method on ultra- 
thin cryosections of CQA-treated parasites. We identified 
different accumulation sites of CQA for CQ-sensitive and 
CQ-resistant P. berghei strains. 

Materials and methods 

Chemical synthesis 

CQA: The complete chemical scheme of CQA [7-chloro-4-(4 amino 
butylamino) quinoline], as well as its hemisuccinyl derivative will 
be reported elsewere. 
CQA-MSA: The hemisuccinyl derivative of CQA was covalently 
bound to mouse serum albumin using a carbodiimide. 
Ten aminoquinoline molecules were bound per molecule of albu- 
min as determined by UV spectroscopy (343 nm) and protein assay 
(Bio-Rad). 
Chl~roquine['~C]diphosphate was obtained from New England 

Nuclear (Boston, MA) (specific activity: 30 mCi/mmol). 

Biological activities 

The in vivo antimalarial activity of CQA was estimated using the 
4-day test [3], on a Plasmodium yoelii nigeriensis strain, and re- 
vealed to be half that of CQ (CQ: 5 mg/kg/day; CQA: 10 mg/ 
kg/day for curative doses). Clumping activity test was performed 
according to Warhurst [21] and expressed as percent of clumped 
pigmentation after 60 min of drug action after in vivo injection (20 
mg/kg) on P. berghei infected mice; CQ: 63% of clumping; CQA: 
58%. 

Monoclonal antibody 

BALB/c mice were immunized by two intraperitoneal injections of 
CQA-MSA (0.1 mg) emulsified with complete Freund adjuvant at 
days O and 8. A boost was given on day 30 by intravenous injection 
of CQA-MSA alone and the spleen was removed three days later. 
Splenocytes were fused with SP20 myelome cells according to 
Galfre et al. [8]. Hybridomas were selected by a ['4C]chloroquine 
RIA test and cloned by double limit dilution. 



Fig. 2a. General view of a trophozoite of P. berghei N strain, the 
pigmented endocytic vacuoles (PV) are highly labelled. The form- 
ing endocytic vacuoles (FV) as well as the nucleus (N) and the 
greater part of the cytoplasm are not labelled. - b. Detail of a pa- 
rasite showing the specific labelling of pigmented endocytic vacu- 
oles. - c. Detail of a pigmented (PV) and nonpigmented endocytic 
vacuoles (NPV). 

golysosome of white cells failed to accumulate CQA. This 
finding emphasizes the peculiar ability of CQ-sensitive and 
resistant Plasmodium cells to accumulate CQ. 

We observed a highly efficient mechanism of drug up- 
take in a CQ-resistant strain (RC strain) which is in con- 
trast to previous work [12,7], but in accordance with what 
was recently observed by Diribe and Warhurst [6]. The 
main observation of this work is the correlation of resis- 
tance to 4-aminoquinoline drugs and the localization of 
the drug. Thus, it may be that the concentration of CQA in 
endocytic vacuoles is a prerequisite for antimalarial effect 
of the drug. Resistance to the drug could be due to a mech- 
anism by which CQ is accumulated in an intracellular 
compartment of the parasite where CQ does not act. The 
exclusive preference of RC strain for reticulocytes 1151 has 
also to be taken into account in the discussion on the 
mechanisms of drug action and resistance. These prelimi- 
nary observations, based on studies using P. berghei 
strains, need to be confirmed, particularly on P. falcipa- 
rum. The use of the aminoquinoline probe, and of the spe- 
cific monoclonal antibody as exemplified here, has proven 
to be effective in studies on the antimalarial action of CQ;  

Fig. 3a. General view of a trophozoite of P. berghei RC. - b. 
Detail of a trophozoite of P. berghei RC. The nucleus (N) is not 
labelled. 

in addition, it might be useful in exploring the CQ interac- 
tions with lysosomal functions, such as inhibition of recep- 
tor-mediated endocytosis [9]. 
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4-Aminoquinolines - accumulation sites - Plasmodium berghei - 
chloroquine sensitive and resistant 

We report the synthesis of an analogue of chloroquine (CQA) 
which can be used as a probe to visualize accumulation of 4-ami- 
noquinoline by electron microscopy. A mouse monoclonal anti- 
body against CQA was raised and used for immunodetection by 
the protein-A gold method on ultrathin cryosections, of CQA 
treated parasites. We demonstrate that in a P. berghei chloro- 
quine(CQ)-sensitive strain (N strain) the chloroquine analogue 
used accumulates in the endocytic vacuoles where hemoglobin 
(Hb) degradation is occurring. In contrast, in a P. berghei CQ- 
resistant strain (RC strain) the probe was found scattered al1 over 
the cytoplasm of the parasite. This result suggests that endocytic 
vacuoles of the parasite could constitute the site of antimalarial 
action of CQ. 

Introduction 

Chloroquine (CQ) is the most widely used antimalarial 
drug. The development of resistance to this compound is 
one of the major reasons for the worldwide resurgence of 
the disease during recent years [14]. The mode of action of 
the drug, as well as the mechanisms responsible for drug 
resistance has not been elucidated hitherto. The antimalar- 
ial effect of CQ has been attributed to the ability of Plas- 
modium infected erythrocytes to accumulate high levels of 
the drug [12, 71. Resistance to CQ was related to reduced 
uptake of the drug by erythrocytes infected with resistant 
strains. Two main hypotheses have been proposed to ac- 
count for the high affinity of CQ for parasitized cells. Ac- 
cording to the first, the drug acts as a lysosomotropic agent 
[ I l ]  and accumulates into an acidic compartment [22]. Al- 
ternatively, the second hypothesis assumes that the com- 
pound accumulates by interacting with free ferriprotopor- 
phyrin IX (FP), a proposed product of the parasite diges- 

logue of chloroquine (CQA) which can be used as a probe 
to visualize accumulation of 4-aminoquinoline by electron 
microscopy. 

An essential characteristic of this antimalarial probe is 
that it is retained in cellular structures thanks to its pri- 
mary amino group after fixation with aldehydes. A mouse 
monoclonal antibody against CQA was raised and used for 
immunodetection by the protein-A gold method on ultra- 
thin cryosections of CQA-treated parasites. We identified 
different accumulation sites of CQA for CQ-sensitive and 
CQ-resistant P. berghei strains. 

Materials and methods 

Chemical synthesis 

CQA:The complete chemical scheme of CQA [7-chloro-4-(4 amino 
butylamino) quinoline], as well as its hemisuccinyl derivative will 
be reported elsewere. 
CQA-MSA: The hemisuccinyl derivative of CQA was covalently 
bound to mouse serum albumin using a carbodiimide. 
Ten aminoquinoline molecules were bound per molecule of albu- 
min as determined by UV spectroscopy (343 nm) and protein assay 
(Bio-Rad). 

Chl~roquine['~C]diphosphate was obtained from New England 
Nuclear (Boston, MA) (specific activity: 30 mCi/mmol). 

Biological activities 

The in vivo antimalarial activity of CQA was estimated using the 
4-day test [3], on a Plasmodium yoelii nigeriensis strain, and re- 
vealed to be half that of CQ (CQ: 5 mg/kg/day; CQA: 10 mg/ 
kg/day for curative doses). Clumping activity test was performed 
according to Warhurst [21] and expressed as percent of clumped 
pigmentation after 60 min of drug action after in vivo injection (20 
mg/kg) on P. berghei infected mice; CQ: 63% of clumping; CQA: 
58%. 

tion of hemoglobin (Hb) [4, 131. 
Monoclonal antibody 

The vrecise intracellular localization of CO could lead . 
to a better understanding of the rnechanisms which BALB/c mice were immunized by two intraperitoneai injections of 

this accumulation. We report here the synthesis of an ana- CQA-MSA (0.1 mg) emulsified with corn~lete ~ r e u n d  adjuvant at 
days O and 8. A boost was given on day 30 by intravenous injection 
of CQA-MSA alone and the spleen was removed three days later. 

" Dr. Serge Moreau, INSERM U. 42, Biologie et biochimie para- Splenocytes were fused with SP20 myelome cells according to 
sitaire et fongique, 369, rue J. Guesde, F-59650 Villeneuve d'Ascq/ Galfre et al. [SI. Hybridomas were selected by a [14C]chloroquine 
France. RIA test and cloned by double limit dilution. 



Electron microscopy 

Swiss mice were parasitized either by P. berghei normal strain (N) 
or by P. berghei chloroquino-resistant strain (RC) by mechanical 
passage. When the parasitemia reached about 40%. the infected . - 
mice were treated by a single intraperitoneal injection of 20 mg/kg 
of CQA. 

Thirty min after injection, samples of blood were fixed for 1 h in 
a mixture of 4% formaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in phos- 
phate-buffered saline (PBS; 50 mM phosphate buffer, pH 7.5 150 
mM NaCI). After washing in PBS, samples were infused in 2.2 M 

sucrose in PBS, and then frozen in liquid nitrogen on ultracryo- 
tome stubs [19]. 

Sections were cut at -100 'C on a Reichert ultracut II ultra- 
cryotome, and collected on parlodion carbon coated Ni grids. 

Grids were floated first on PBS and 1% ovalbumin (PBSO) for 1 
h, then transferred for 1 h to monoclonal ascitic fluid that had 
been diluted 1/100 with PBS. Grids were washed for 1 h in PBSO 
and then floated on the protein A-gold diluted in PBSO. 

, Collgidal gold approximately 5 nm in size was prepared accord- 
ing'to the method of Slot et al. [la]. 

(After, several washes in PBSO and PBS, the grids were rinsed 
with distilled water, then mounted and stained with 2% methylcel- 
lulose and 0.3% uranyl acetate according to Griffiths [IO]. 

Electron microscopy was performed with a Hitachi HU12A 
electron microscope. 

The controls were run with sections receiving protein A-gold 
only, or unrelated ascitic monoclonal antibody before protein A- 
gold. 

Results 

A major drawback in ultrastructural localization of mole- 
cules such as CQ is that these compounds are very likely to 
diffuse during the processing of the cells for electron mi- 
croscopic detection. For that purpose a specific probe has 
to be designed. In the case of CQ the probe must fulfill 
three criteria. First, it must preserve the main biological 
properties of CQ, i.e an antimalarial activity in vivo, and 
the ability to induce pigment clumping [20], a phenomenon 
similar to the CQ induced autophagy in mammalian cells 

Fig. 1. Chemical structures of chloroquine [7-chloro-4 (4-diethyl- 
amino-1-methyl butylamino) quinoline]: CQ and the synthetic ana- 
logue [7-chloro-4-(4-aminobutylamino) quinoline]: CQA. 

[Il. Second, the probe must be retained in the biological 
structures during the processing of the samples for electron 
microscopic detection. Last, the haptenic probe must pos- 
sess the ability to be covalently linked to carrier for immu- 
nization. 

The complete chemical synthetic scheme of CQA (Fig. 
1) will be described elsewhere. CQA has the chloroqui- 
noleic moiety of CQ. The main difference is constituted by 
the primary amino group, which allows easy cross-linking 
with aldehyde fixatives. As reported in Materials and 
methods, the biological activities of CQ are maintained 
and particularly the clumping of hemozoin pigment was 
easily observed. A hemisuccinyl derivative of CQA was 
synthesized and covalently linked to mouse serum albumin 
(CQA-MSA). A monoclonal antibody against CQA-MSA 
was raised. 

Mice infected with CQ-sensitive P. berghei strains (N 
strain) or CQ-resistant strain (RC strain) were treated with 
a single injection of the dihydrochloride derivative of 
CQA. 

Immunogold detection using the monoclonal antibody 
revealed specific labelling of the content of single mem- 
braned endocytic vacuoles on P. berghei CQ-sensitive 
strains when pretreated by CQA (Fig. 2). When pigment 
crystals were present in these vesicles, the label was still 
evenly distributed and not concentrated on the crystals. It 
has been shown [15, 161 that Hb degradation occurs in 
these pigmented or nonpigmented single membraned vesi- 
cles. In contrast, the forming endocytic vacuoles, still con- 
nected to the erythrocytic stroma, surrounded by two 
membranes were never labelled (Fig. 2). 

Different results were obtained when using a P. berghei 
CQ-resistant strain (RC strain). In that case gold particles 
were found scattered al1 over the parasite cytoplasm (Fig. 
3). As also observed on N strain, the nucleus was never 
labelled. White cells (neutrophils) were also found in the 
blood pellet, their lysosomes as well as the cytoplasm were 
never labelled. 

Discussion 

This experimental study on the localization of a quinoline 
probe within the parasite needs several comments. First, 
the highly efficient immunodetection of the quinoline was 
essentially due to its fixation in tissue during the process- 
ing of the cell samples which might also be responsible for 
a major difference with a previous work by Aikawa [2], 
where detection of [3H]CQ by high resolution autoradio- 
graphy was rather poor. Second, the significantly different 
distribution pattern for quinoline between CQ-sensitive 
and CQ-resistant P. berghei strains introduces a com- 
pletely new element in the discussion on the mechanisms 
of drug uptake by Plasmodium infected red blood cells. 

The observed localization of CQA in a CQ-sensitive 
strain does not allow us to decide between the two mecha- 
nisms mentioned in the introduction. The endocvtic vacu- 
oles of the parasite may constitute an acidic compartment 
[22] and may contain free FP as well. It must be mentioned 
that under similar experimental conditions, the acidic pha- 



Fig. 2a. General view of a trophozoite of P. berghei N strain, the 
pigmented endocytic vacuoles (PV) are highly labelled. The form- 
ing endocytic vacuoles (FV) as well as the nucleus (N) and the 
greater part of the cytoplasm are not labelled. - b. Detail of a pa- 
rasite showing the specific labelling of pigmented endocytic vacu- 
oles. - c. Detail of a pigmented (PV) and nonpigmented endocytic 
vacuoles (NPV). 

golysosome of white cells failed to accumulate CQA. This 
finding emphasizes the peculiar ability of CQ-sensitive and 
resistant Plasmodium cells to accumulate CQ. 

We observed a highly efficient mechanism of drug up- 
take in a CQ-resistant strain (RC strain) which is in con- 
trast to previous work [12, 71, but in accordance with what 
was recently observed by Diribe and Warhurst [6]. The 
main observation of this work is the correlation of resis- 
tance to 4-aminoquinoline drugs and the localization of 
the drug. Thus, it may be that the concentration of CQA in 
endocytic vacuoles is a prerequisite for antimalarial effect 
of the drug. Resistance to the drug could be due to a mech- 
anism by which CQ is accumulated in an intracellular 
compartment of the parasite where CQ does not act. The 
exclusive preference of RC strain for reticulocytes [15] has 
also to be taken into account in the discussion on the 
mechanisms of drug action and resistance. These prelimi- 
nary observations, based on studies using P. berghei 
strains, need to be confirmed, particularly on P. falcipa- 
rum. The use of the aminoquinoline probe, and of the spe- 
cific monoclonal antibody as exemplified here, has proven 
to be effective in studies on the antimalarial action of CQ; 

Fig. 3a. General view of a trophozoite of P. berghei R C .  b. 
Detail of a trophozoite of P. berghei RC. The nucleus (N) is not 
labelled. 

in addition, it might be useful in exploring the CQ interac- 
tions with lysosomal functions, such as inhibition of recep- 
tor-mediated endocytosis [9]. 
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PLANCHE 1 

Plasmodium berghei N. Localisation de la sonde CQA. 

Vue no 1 - Trophozolte. Témoin sans t r a i t e m e n t  à l a  sonde CQA. 

X 32 100. 

Vue no 2 - Trophozoïte. No te r  l a  présence de marquage au n iveau  des va- 

cuo les  p igmenta i res  (VP) e t  des vacuoles non p igmenta i res (VNP). 

X 38 500. 

Vue no 3 - Trophozoï te  moyen. Vue de  d é t a i l  des vacuoles p igmenta i res mar- 

quées e t  de l a  vacuole en f o rma t i on  (VF) non marquée. 

X 20 700. 

Vue no 4 - Trophozoïtes moyens. Le marquage e s t  concentré dans l e s  vacuoles 

p igmenta i res e t  non p igmenta i res .  La vacuole en fo rmat ion  e s t  

exempte de marquage. 

X 3 1  200. 





PLANCHE II 

P.berghei N, Local isat ion de l a  sonde CQA. 

Vue n o  1 : Ce t r o p h o z o ï t e  présente une c o n c e n t r a t i o n  de marqueur au n i veau  

de l a  vacuole autophage (VA) contenant  des fragments de cy to -  

plasme p a r a s i t a i r e  (CP) a i n s i  que des vés icu les  d 'endocytose non 

p igmenta i res  (VENP) . 
X 42 350. 

Vue no  2 : La vacuole autophage de c e  t r o p h o z o ï t e  c o n t i e n t  des v é s i c u l e s  

d 'endocytose p igmenta i res  (VEP). 

X 15 600. 

Vue no  3 : Schizonte âgé dont  l a  vacuole r é s i d u e l l e  ( V R )  concentre l a  sonde 

C q A .  

X 35 300. 

Vue no  4 : Le noyau ( N )  a i n s i  que l a  vacuo le  en fo rmat ion  ( V F )  sont  exempts 

de marquage. 

X 54 000. 





PLANCHE III 

P. berghei N. Cinétique d'incorporation de la sonde CQA 

Vue no  1 : Après 2 m inu tes  de t r a i t emen t ,  s e u l  l e  cytoplasme de l a  c e l l u l e  

h ô t e  e s t  marqué (po in tes  de f lèche) .  

X 33 300. 

Vue no  2 : A 10 minutes de t r a i t emen t ,  l e s  vacuoles p igmenta i res  d ispersées  

dans l e  cytoplasme p a r a s i t a i r e  son t  marquées. 

X 40 700. 

Vue no 3 : Les vacuoles d'endocytose marquées commencent à se rassembler e t  

f us i onnen t  au  bou t  de 30 minu tes  de t r a i t emen t .  

X 36 000. 

Vue no  4 : A p a r t i r  d ' une  heure, on n 'observe que deux ou t r o i s  grosses 

vacuoles d i g e s t i v e s  marquées. 

X 42 700. 





PLANCHE I V  

Trophozoltes de P. berghei RC. Localisation de la sonde CQA. 

Vue n o  1 : Les g r a i n s  d ' o r  son t  r é p a r t i s  s u r  l 'ensemble du cytoplasme 

p a r a s i t a i r e  sans marquage p r é f é r e n t i e l  des vacuoles p igmenta i res  

(VP) ou non p igmen ta i r es  (VNP). 

X 39 000. 

Vue no  2 : Les vacuoles en f o rma t i on  l e  cytoplasme de l a  c e l l u l e  h ô t e  ne 

p résen ten t  pas de marquage (VF). 

X 21 300. 

Vue no  3 : Le noyau e s t  exempt de marquage. 

X 13 400. 

Vue no  4 : Nous n 'observons pas de marquage p r é f é r e n t i e l  des vacuoles d i -  

ges t i ves  p igmenta i res  (VP). 

X 45 700. 





PLANCHE V 

Localisation de la sonde C4A 

Vue no 1 : Le g r a n u l o c y t e  n e u t r o p h i l e  n e  montre p a s  d e  marquage au niveau 

de  s e s  g r a n u l a t i o n s  ( G r ) ,  e t  du cytoplasme.  

X 16 800. 

Vue no 2 : Le monocyte e s t  exempt d e  marquage au n i v e a u  du cytoplasme,  du 

noyau, d e s  m i t o c h o n d r i e s  (M),  e t  d e  l ' a p p a r e i l  d e  g o l g i  ( G ) .  

X 14 300. 

Vue no 3 : Le t r o p h o z o i t e  moyen d e  P .be rghe i  RC p r é s e n t e  une vacuo le  pig- 

menta i re  c o n c e n t r a n t  l a  souche CQA. 

X 44 500. 
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PLANCHE V I  

P-berghei N. Localisation de l a  sonde DAMP 

Vue no 1 : La sonde DAMP se concentre dans l e s  vacuoles p igmenta i res (VP). 

Le cytoplasme p a r a s i t a i r e  e t  l a  c e l l u l e  hate son t  exempts de 

marquage. 

X 34 300. 

Vue no 2 : Le t rophozo i te  concentre l e  DAMP dans l e s  vacuoles p igmenta i res 

(VP) e t  non p igmenta i res (VNP). 

Les vacuoles en fo rmat ion  (VF) ne r e t i e n n e n t  pas l e  marquage. 

X 47 700. 

Vue no 3 : Seules l e s  vacuoles d i g e s t i v e s  p igmenta i res (VP) sont marquées 

chez ce t rophozo i te .  

X 50 500. 

Vue no 4 : Le noyau (N)  e t  l e s  vacuoles en fo rmat ion  (VF) ne présenten t  pas 

de marquage. 

X 40 400. 





PLANCHE V I 1  

P-berqhei RC, Localisation de la sonde DAMP 

Vue n o  1 : L'ensemble du cytoplasme p a r a s i t a i r e  p résen te  du marquage sans 

p ré fé rence  pou r  l e s  v é s i c u l e s  de p inocy tose  ( p o i n t e  de f l èche ) .  

Les vacuoles p i gmen ta i r es  (VP) p l u s  impor tan tes  concent ren t  ce  

marqueur. 

X 59 200. 

Vue no  2 : Les vacuoles p i gmen ta i r es  (VP) a i n s i  que l e s  vacuoles non p i g -  

menta i res (VNP) concent ren t  l e  DAMP. 

X 53 300. 

Vue n o  3 : Le noyau ne mont re  pas de marquage t a n d i s  que l e  cytoplasme de 

l a  c e l l u l e  h ô t e  p résen te  un marquage d i f f u s  ( p o i n t e  de f l èche ) .  

X 1 6  900. 

Vue n o  4 : Seules l e s  vacuo les  en f o rma t i on  (VF) son t  exemptes de marquage. 
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PLANCHE VI11 

Trophozoïtes de P.berghei N. Localisation de l a  sonde CQA, 30 minutes 

aprhs traitement (100 mg:kg) 

Vue no 1 : Concentration de l a  sonde DAMP dans l e s  phagolysosomes (PH) des 

granulocytes neutrophiles.  Le cytoplasme a i n s i  que l e  noyau (N)  

ne présentent pas de marquage. 

X 21 200. 

Vue no 2 : Les phagolysosomes (PH) a i n s i  que l e s  granulat ions éosinophiles 

(GE)  des c e l l u l e s  polynucléaires éosinophiles concentrent nota- 

blement l a  sonde DAMP. Le cytoplasme e t  l e  noyau (N) ne montrent 

pas de marquage. 

X 43 400. 

Vue no 3 : Le marquage e s t  r é p a r t i  sur l 'ensemble du cytoplasme parasi-  

t a i r e .  Les vacuoles pigmentaires (VP) sont  également marquées . 
Le noyau (N) a i n s i  que l e  cytoplasme de l a  c e l l u l e  hôte ne pré- 

sentent  pas de marquage. 

X 56 800. 

Vue no 4 : Les vacuoles non pigmentaires (VNP) e t  l e  cytoplasme pa r a s i t a i r e  

concentrent l a  sonde CQA. La vacuole en formation (VF) ne con- 

cen t re  pas l a  sonde. 

X 37 500. 



. .. . . 
p . \  
ç -  VNP 

2 ' 
4 



RESUME 

1 %  Le mode d ' a c t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e ,  p r i n c i p a l  médicament antima- 

1 l a r i q u e  a c t u e l l e m e n t  u t i l i s é ,  a  é t é  a b o r d é  au n i v e a u  d 'une é t a p e  c l é  d e  

s o n  mécanisme : l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a p a r a s i t a i r e .  

1 L'immunodétection u l t r a s t r u c t u r a l e  d e  deux sondes  m o l é c u l a i r e s  : 

- une amino-4-quinoléïne,  analogue d e  l a  c h l o r o q u i n e  

- une b a s e  f a i b l e  comportant  un noyau d i n i t r o a r o m a t i q u e  

s u r  d e s  coupes  u l t r a f i n e s  à c o n g é l a t i o n  d e  Plasmodium b e r g h e i  o n t  permis ,  

d e  p r é c i s e r  l e s  s i t e s  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  c h l o r o q u i n e  d 'une  p a r t ,  e t  d e  

l o c a l i s e r  l e s  compar t iments  a c i d e s  p a r a s i t a i r e s  d ' a u t r e  p a r t .  

I l  a  é t é  montré que chez  une souche  de  Plasmodium s e n s i b l e  à l a  

1 c h l o r o q u i n e  ( P . b e r q h e i  N), l e s  vacuo les  d i g e s t i v e s  du p a r a s i t e ,  s i è g e s  de  

l a  d é g r a d a t i o n  de  l ' hémoglob ine  c o n s t i t u e n t  l e  s i t e  d e  c o n c e n t r a t i o n  de  l a  

c h l o r o q u i n e  e t  q u ' e l l e s  c o n s t i t u e n t  également  d e s  compar t iments  a c i d e s  pour 

. l e  p a r a s i t e .  
1 

i 
Dans l e  c a s  d 'une  souche de  P . b e r g h e i  r é s i s t a n t e  à l a  c h l o r o q u i n e  

( P . b e r h e i  RC), l e  cytoplasme p a r a s i t a i r e  c o n c e n t r e  d e  manière  i m p o r t a n t e  

1 les  amino-4-quinoléines e t  p r é s e n t e  en même temps un c a r a c t è r e  a c i d e .  
t 

Un mécanisme de  r é s i s t a n c e  p e u t  ê t re  proposé  : Les v a c u o l e s  d i -  

g e s t i v e s  du p a r a s i t e  n e  p r é s e n t e n t  p l u s  l a  c a p a c i t é  à c o n c e n t r e r  l a  ch lo -  

r o q u i n e ,  c e l l e - c i  e s t  r e t e n u e  d a n s  l e  cy top lasme  p a r a s i t a i r e .  Ce phénomène 

. semble  l i é  à un d é f a u t  d ' a c i d i f i c a t i o n  d e  c e s  mêmes vacuo les  e t  une a c i d i -  

f i c a t i o n  concomi tan te  du cytoplasme.  


