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Est-ce la «magic bullet»?

Plasmespine [X et Plasmespine X:
deux nouvelles cibles dans la lutte
contre la malaria
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Une raison pour laquelle les médicaments actuels ne sont pas parvenus a juguler le

paludisme de maniere durable, est leur incapacité a empécher la transmission du

parasite. Par I'identification de deux protéases clefs du cycle de vie du parasite ainsi

que d’'une substance inhibitrice prometteuse, la «magic bullet» contre le paludisme

semble avoir été trouvée.

Contexte

Plus de 200 millions de personnes, a travers le monde,
souffrent de paludisme, et prés d'un demi-million de dé-
ces sont signalés chaque année, essentiellement en
Afrique sub-saharienne. Ceci rappelle quaujourd’hui
encore, le paludisme demeure un probléeme majeur de
santé publique. Chez’homme, la maladie résulte de I'in-
fection par 'une ou plus des cinq especes suivantes:
Plasmodium (P.) falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae
et P. knowlesi. La primo-infection se caractérise par des
acces fébriles intermittents, qui prennent ensuite un
rythme plus régulier on parle de «fiévre tierce maligne».
La symptomatologie quant a elle, est moins caractéris-
tique: fievre, céphalées, courbatures intenses, troubles
digestifs, hépato-splénomégalie, etc. Ces symptomes
non spécifiques menent réguliérement a des diagnoses
erronées avec des conséquences fatales.

Une infection a P. falciparum peut a tout moment et en
quelques heures, évoluer vers un neuropaludisme mor-
tel. Le phénomene est habituellement brutal, avec une
poussée de fievre importante, 40—41 °C, suivie d'un
coma associé a des signes neurologiques: convulsions,
hypotonie, abolition des réflexes et souffrance céré-
brale intense. Le pronostic de cette encéphalopathie
palustre, ou neuropaludisme, est avant tout lié a la pré-
cocité du traitement: si celui-ci est mis en ceuvre tot, les
cas de guérison rapide et sans séquelle ne sont pas
rares; sile traitement est tardif, la 1étalité peut atteindre
50%; en I'absence de traitement, le décés est de regle.
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Chez l'étre humain, I'infection commence par une
piqure de moustique du genre Anopheles infecté. Les
sporozoites contenus dans la salive du moustique sont
alors injectés dans la peau. Les parasites pénetrent
d’abord dans la circulation sanguine, puis dans le foie
en quelques minutes. Une fois en contact avecles hépa-
tocytes, le sporozoite envahit rapidement une cellule
et débute une phase hépatique cliniquement silen-
cieuse. Le parasite hépatique réside dans une vacuole
parasitaire. Celui-ci grandit pour devenir une énorme
masse parasitaire polynucléaire, un schizonte. Ce stade
dépasse largement en taille celle des hépatocytes. Le
schizonte produit alors des milliers de mérozoites, qui
constituent la forme infectieuse pour les érythrocytes
(fig. 1). Apres rupture de la membrane parasitophore de
la vacuole (fig. 2), les cellules infectées liberent des vési-
cules contenant les mérozoites dans la circulation san-
guine. Ces vésicules éclatent et liberent les mérozoites
qui infectent les globules rouges. Ceci marque le début
du cycle érythrocytaire.

Dans le cas d’'une infection a P. falciparum ce cycle éry-
throcytaire dure environ 48 heures. Le pole apical du
mérozoite contient des vésicules de sécrétion libérant
leur contenu durant le processus d’invasion. Ceci
constitue une étape essentielle pour la formation de la
membrane parasitophore de la vacuole. Celle-ci se
forme par le remodelage et le changement de composi-
tion de la membrane de l'érythrocyte. En particulier,
AMALI est une protéine secrétée par le parasite qui joue
un role essentiel pour I'invasion. Le développement

EMHMedia

See: http://emh.ch/en/services/permissions.html



RECHERCHE

193

Figure 1: Microscopie in vivo d'un hépatocyte (vert) infecté
par un parasite du genre Plasmodium (rouge). Il est trés facile

de voir que le parasite est dans une vacuole.
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Figure 2: Schéma montrant le cycle de développement des Plasmodies et les étapes
inhibées par le composé 49c.
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intra-érythrocytaire aboutit a la formation d'un schi-
zonte contentant de 16 a 32 mérozoites. Finalement, la
membrane de la vacuole parasitophore et la membrane
de I'érythrocyte sont brisées (fig. 2) par le biais d'un mé-
canisme actif impliquant plusieurs protéases et proba-
blement des lipases et des perforines libérant les
mérozoites et permettant d'amorcer un nouveau cycle
érythrocytaire asexué. Le cycle des plasmodies com-
prend une phase de différenciation sexuée suivie d'une
multiplication asexuée, appelée sporogonie (fig. 2), qui
commence chez 'homme par la production de gaméto-
cytes males et femelles (gamétocytogénese) et qui conti-
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nue chez le moustique par la maturation de ceux-ci
en gameétes males et femelles (fig. 2).

Si les médicaments actuels ne sont pas parvenus a ju-
guler la maladie de maniére durable, c’est principale-
ment pour deux raisons: I'émergence de résistances et
I'incapacité des médicaments a empécher la transmis-
sion du parasite.

Les individus vivant dans les zones endémiques déve-
loppent en effet une immunité naturelle; lorsqu’ils
sont infectés par le parasite, ils ne souffrent que d'une
forme atténuée de la maladie. Par contre, s’ils se font a
nouveau piquer par un moustique, ils peuvent lui
transmettre le parasite et le transformer en vecteur du
paludisme. Le médicament idéal contre la malaria,
«the magic bullet», bloquerait les stades érythrocy-
taires et hépatiques, mais aussi la transmission mous-
tique-homme et homme-moustique.

Les protéases de facon générale, et les protéases aspar-
tiques en particulier sont des cibles de choix pour les
chimiothérapies contre les pathogenes. P. falciparum
posséde un répertoire de 10 protéases aspartiques, les
plasmepsines, ainsi que plusieurs autres familles de
protéases telles que les sérine-, cystéine- ou métal-
lo-protéases. Les protéases agissent comme des ci-
seaux moléculaires qui, en coupant certaines proté-
ines, permettent leur maturation ou leur activation.
Des activités de maturation protéolytiques sont depuis
longtemps connues pour étre intimement associées
aux phénomenes d’invasion du globule rouge puis,
apres amplification des parasites, a leur sortie de la cel-
lule infectée. Cependant, méme si une activité protéo-
lytique peut étre constatée, les enzymes responsables
sont souvent inconnues.

Le talon d’Achille du Plasmodium

Dans une étude parrainée par le Fonds national suisse
[1] nous sommes intéressés a deux protéases aspar-
tiques, les plasmepsines IX et X (PMIX et PMX) en utili-
sant des approches complémentaires de génétique
inverse et de biochimie pour leur caractérisation fonc-
tionnelle. En paralléle nous avons exploré la spécificité
du composé 49c développé par la firme Actelion
comme inhibiteur de protéase aspartique. Il était déja
connu que 49c présente une forte activité anti-palu-
dique et qu'une concentration de 0.6nM élimine 50%
des parasites apres 72 heures in vitro. Néanmoins, une
activité restreinte apres 24 heures seulement a conduit
a l'abandon de cette molécule par les groupes de
recherche. Nous avons une nouvelle fois étudié le
mode d’action du 49c et de ce fait identifié et analysé
en détail les protéases ciblées. Ainsi, nous avons mon-
tré que 49c bloque a la fois I'invasion par les stades san-
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guins de Plasmodium ainsi que leur sortie du globule
rouge (fig. 2). Cet inhibiteur est efficace entre 3 et
5 heures avant la sortie des parasites en empéchant la
maturation et I'activation de molécules clefs sécrétées
par le parasite. Notamment 49c inhibe la maturation
de PfAMAL et de la protéase de type subtilase PfSUB1
bloquant ainsi I'invasion et la sortie du globule rouge
respectivement.

PMIX a été caractérisée par des approches génétiques et
biochimiques. Une souche transgénique de P. falcipa-
rum dans laquelle I'expression de la PMIX est réglable a
permis d’étudier les conséquences fonctionnelles de la
déplétion de I'enzyme. Cette approche a montré que
PMIX est absolument essentielle au cycle de vie du para-
site. En effet, en absence de PMIX, le développement in-
tra-érythrocytaire apparait normal, mais les mérozoites
produits sont incapables d’envahir de nouveaux éry-
throcytes en dépit d'une morphologie normale. Des
résultats comparables ont été obtenus simultanément
par une autre équipe de recherche [2]. Ces deux études
ont été qualifiées de percée dans la recherche du palu-
disme par des éditoriaux renommeés [3, 4].

Au niveau biochimique, nous sommes parvenus a ex-
primer les deux protéases PMIX et PMX actives dans
un systéme d’expression hétérologue, nous permet-
tant de montrer sans ambiguité que PMIX et PMIX sont
inhibées de fagon spécifique par le composé 49c in vi-
tro. De plus, ces tests biochimiques nous ont permis de
valider des substrats pour ces deux protéases: PMIX est
directement impliquée dans la maturation de AMAI et
RAP], des protéines du parasite stockées dans les orga-
nelles de sécrétion spécialisées. PMX active directe-
ment la protéase SUBI qui est présente dans d’autres
organelles jusqu’a son usage.

Ainsi, ces deux approches ont montré que PMIX est
essentielle a I'invasion du parasite et que l'activité de
PMX est critique pour I'invasion et la sortie du globule
rouge.

Comme mentionné précédemment, le blocage de la
transmission du parasite via le moustique est une
étape cruciale dans une approche thérapeutique d’éra-
dication. Afin d’étudier la transmission de la forme
sexuée du parasite de son hote mammifere vers le
moustique, ainsi que la transmission des sporozoites
du moustique vers son hote mammifere, nous avons
utilisé P. berghei, un organisme modele murin de la ma-
laria, facilement utilisable en laboratoire. De méme
qu'avec une culture in vitro P. falciparum, un traitement
au 49c permet une élimination rapide de P. berghei et
une cure totale des souris infectées. Ce modele nous a
en outre permis de montrer que 49c bloque la trans-
mission du parasite de son hote mammifére vers le
moustique (fig. 2). En effet, les gamétocytes produits in
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vivo dans des souris traitées au 49c ne sont pas acti-
vables et donc incapables de poursuivre le cycle de
développement, résultant en un blocage total de la
transmission.

Enfin, ce méme modele, a mis en évidence une activité
du composé 49c sur les stades hépatiques du parasite.
Ainsi, nous avons pu démontré que dans un premier
temps les mérozoites hépatiques se développent norma-
lement en présence de l'inhibiteur, mais a terme ils
deviennent incapables de sortir de leur cellules hotes.
Ces observations concordent avec celles faites sur
d’autres stades parasitaires. Les cellules infectées sont
ensuite éliminées par le systéme immunitaire. Cette der-
niere observation ouvre une perspective tres attractive
en termes de vaccination contre l'infection du palu-
disme, car pour la premiere fois nous pouvons bloquer
la derniére étape du développement hépatique par ail-
leurs normal, laissant ainsi le temps au systéme immu-
nitaire de faconner une réponse efficace contre les stades
hépatiques. Contrairement a l'utilisation de parasites at-
ténués comme vaccins vivants, qui meurent tot au cours
du développement hépatique, cette approche aurait
l'avantage que les parasites passent par I'ensemble du
développement dans les cellules hépatiques, ce qui pro-
met 'activation d’'une réponse immunitaire optimale.

Résumé

Pour conclure, nous avons caractérisé fonctionnelle-
ment et biochimiquement PMIX et PMX. Grace a l'ac-
tion spécifique de 49c nous avons pu montrer que ces
deux protéases sont essentielles a I'invasion et a la sor-
tie de la cellule hote chez les stades, érythrocytaires,
hépatiques et chez le moustique (fig. 2). L'inhibition de
ces enzymes empéche l'apparition des symptomes de
la maladie, cure des animaux infectés et prévient la
transmission du pathogene. Le composé 49c, inhibe
spécifiquement et a extrémement faibles doses les
deux enzymes, PMIX et PMX. Il est remarquable de
noter que nous ne sommes pas parvenus a sélection-
ner des parasites résistant a 49¢, qui est une condition
préalable importante pour la mise au point d'un médi-
cament efficace. En analogie a une bithérapie, le fait
que cet inhibiteur bloque en méme temps deux en-
zymes diminue fortement la probabilité que les deux
génes développent des résistances simultanément,
mettant ainsi en évidence un talon d’Achille particulie-
rement sensible du Plasmodium. Il nous semble, avecle
composé 49c¢, avoir découvert la «magic bullet» contre
le paludisme. Toutefois, une optimisation de ce com-
posé s‘impose afin qu’il remplisse toutes les conditions
exigées pour un médicament efficace. Lobjectif princi-
pal est de prévenir la dégradation rapide du composé
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afin de maintenir sa concentration dans le sang a un
niveau élevé et d’'augmenter sa disponibilité dans les
cellules infectées, ce qui pourrait étre obtenu en fixant
des groupes latéraux hydrophobes (hydrofuges). Ceci
prendra du temps, mais notre approche de viser les
deux protéases comme molécules clés dans le combat
contre le paludisme est prometteuse.

Ces résultats prennent aussi une dimension plus géné-
rale dans la lutte contre d’autres parasitoses. Plasmodium
appartient en effet au groupe des Apicomplexes, une
classe de parasites ayant la capacité d’'infecter un large
spectre d’hotes et incluant des pathogénes tant pour les
humains que pour les animaux. Dans le cas du parasite
provoquant la toxoplasmose chez’homme, Toxoplasma,
une protéase aspartique a été mise en évidence. Celle-ci
est impliquée dans le mécanisme la transmission du
parasite et en conséquence de sa dissémination [5]. La
protéase identifiée peut étre inhibée spécifiquement
par 49c et de ce fait empéchant la dissémination du pa-
rasite Le toxoplasme ne possédant qu’en seule protéase
sensible a 49c, il a été possible de générer des parasites
résistant et d'appréhender le mécanisme d’action [6].
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