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RESUME

Le décryptage des génomes de Plasmodium falci-
parum et de son principal vecteur, Anopheles gam-
biae, constitue une avancée scientifique considérable.
Il pourra en résulter des progreés pour la lutte contre
le paludisme. Sur le plan thérapeutique, de nouvelles
cibles ont été identifiées, particulierement au niveau
de ’apicoplaste ou de I’équipement protéasique de
Plasmodium falciparum. En matiére de vaccin, les
génes responsables du phénoméne d’échappement
immunologique ont été identifiées, de méme que de
nouvelles cibles vaccinales. La production, par génie
génétique, de protéines plasmodiales vaccinantes a
été réalisée par transfection d’un protozoaire facile-
ment multiplié au laboratoire. Enfin, les perspectives
de vaccins 2 ADN se précisent, avec la possibilité de
réaliser une immunisation simultanée contre les dif-
férents stades évolutifs du parasite, et la possibilité

d’augmenter considérablement la réponse immune,
en associant un gene codant pour certaines cytokines.
Enfin, chez ’anophéle vecteur, on a identifié de nom-
breux génes codant pour des substances indispen-
sables a la vie de I’insecte, conditionnant la prise du
repas de sang ou pouvant inhiber la multiplication
sexuée des Plasmodium. L’utilisation d’anophéles
génétiquement modifiés pour ne plus avoir d’activité
vectorielle est envisageable mais se heurte encore a
diverses difficultés. Dans les différents domaines
considérés, il sera impossible d’exploiter toutes les
voies nouvelles et une sélection trés stricte s’impose.
En outre, plusieurs années seront indispensables pour
les diverses phases du développement industriel, pré-
clinique et clinique, avant que nous puissions dispo-
ser ainsi de nouveaux antipaludiques, de vaccins ou
d’autres moyens préventifs.

SUMMARY Malaria: from genetic and molecular biology to disease control

The knowledge of the genomic structure of Plasmo-
dium falciparum and of its main vector, Anopheles gam-
biae, may offer new perspectives for malaria therapy,
vaccines or control of mosquito-borne transmission.
New targets for future antimalarial drugs were identi-
fied, mainly apicoplast (a vestige of a vegetal structure
incorporated by the parasite) and several enzymes, par-
ticularly proteases. The practical difficulty is now to
select a few number of these “promising molecules”,
probably no more than 3 or 4, for a preclinical and cli-
nical pharmaceutical development. Indeed, several
other antimalarial drugs are already under develop-
ment, and the industrial possibilities for developing new
drugs are evidently limited. Many new vaccination tar-
gets and antigenic proteins were also identified. Accor-
ding to scientific and industrial limitations, a complete
evaluation of these antigens is absolutely necessary to
select a few of them for clinical development. For anti-

malarial vaccinations, DNA vaccines may offer the
most interesting perspectives, with the possibility of
simultaneous immunisation against different Plasmo-
dium stages and of an adjuvant effect by adding a gene
encoding certain cytokines. In Anopheles gambiae
genome, several genes encoding key-proteins (particu-
larly odorant receptors necessary for blood feeding)
were identified, as other genes encoding for proteins
limiting the sexual development of Plasmodium inside
its vector. From a theoretical viewpoint, genetically
modified non biting or non transmitting mosquitoes
offer new perspectives for the control of malaria trans-
mission, but until now, the preliminary practical
attempts gave rather poor results. On the whole, the
genomic and proteomic of Plasmodium falciparum and
Anopheles gambiae yielded exciting scientific results,
but it is still too early and very speculative to imagine
their practical applications for the control of malaria.

Il est parfaitement illusoire de vouloir opposer la
recherche fondamentale et la recherche appliquée qui sont
évidemment complémentaires. Tenter d’imaginer a

I’avance les applications pratiques de découvertes fonda-
mentales est cependant difficile. Or ce désir d’extrapola-
tion est pourtant bien naturel en médecine, ou I’on attend
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de la recherche qu’elle apporte des progres thérapeutiques
et prophylactiques. Avec le séquengage des génomes de
Plasmodium falciparum et de son principal vecteur, Ano-
pheles gambiae, nos connaissances fondamentales sur le
paludisme ont, en quelques années, fait des progres consi-
dérables, supérieurs sans doute a ce que nous ont appris
les trois ou quatre décennies passées. Quelles en seront les
applications médicales? C’est ce que nous essayerons
d’imaginer, tout en sachant combien de telles prévisions
sont inévitablement spéculatives. Nous rappellerons
quelques-unes des nouvelles pistes, thérapeutiques, vac-
cinales ou de contrdles de transmission vectorielle, que
I’on doit aux progres de la génomique, de la protéomique
et de la biologie moléculaire. Surtout, nous confronterons
ces espoirs aux impératifs pratiques qui conditionnent la
mise au point puis le développement de nouveaux médi-
caments, de vaccins ou d’autres mesures préventives.

NOUVELLES CIBLES THERAPEUTIQUES

Par rapport a d’autres classes thérapeutiques, les anti-
paludiques se heurtent a une contrainte particuliere : étre
actifs contre un eucaryote, le Plasmodium, sans étre
toxiques pour un autre eucaryote, I’Homme, le premier
¢étant situé a I’intérieur des cellules du second. Le pro-
bléme de base est donc d’identifier des cibles thérapeu-
tiques uniquement présentes chez le parasite.

Apicoplaste

Analogue du chloroplaste chez les végétaux dépourvus
de synthese chlorophyllienne et évidemment absent chez
I’THomme, c’est le vestige d’une endosymbiose entre une
algue microscopique et les Plasmodium. On a identifié¢ a
son niveau plus de 450 protéines « probables », pour les-
quelles codent environ 10 % des genes de Plasmodium
Jalciparum. En dehors de leur trés grand intérét théo-
rique, il faut souligner que, jusqu’ ici, ce sont davantage
des cibles de médicaments déja existants que la source
d’antipaludiques nouveaux. Ceci concerne, en particulier,
les domaines suivants :

— synthese des isoprénoides dont I’enzyme clé (la 1-
désoxy-D-xylulose 5-phosphate (DOXP) réductoisomeé-
rase) est absente chez ’Homme mais retrouvée chez des
bactéries et dans le plastide de différents végétaux. Chez
Plasmodium falciparum, cette enzyme est codée par deux
geénes différents (DOXP synthase et DOXP réductoiso-
mérase) et elle est notamment inhibée par un herbicide,
la fosmidomycine, déja utilisé comme antibiotique dans
le traitement de diverses infections. Comme antipalu-
dique, cet antibiotique a donné des résultats encoura-
geants au cours d’essais cliniques préliminaires. En
monothérapie, on observe cependant avec la fosmido-
mycine de fréquentes recrudescences qui pourraient étre
évitées par une association a des lincosamides syner-
giques, comme la lincomycine ou la clindamycine. La
bithérapie doit d’ailleurs étre la regle avec les inhibi-
teurs enzymatiques qui, utilisés seuls, facilitent I’émer-

gence de résistances, comme cela a été observé avec la
pyriméthamine et I’atovaquone ;

- domaine II de la synthése des acides gras (qui sont
des constituants essentiels de la membrane parasitaire)
impliquant plusieurs enzymes (Fatty Acid Bindinding
Proteins ou FAB B, FAB F et FAB H) et énoyl-ACP
(acyl-carrier-protein) réductase) qui sont respectivement
inhibées par la thiolactomycine et par le triclosan;

— systéme transcriptionnel de type procaryote sur
lequel agissent différentes tétracyclines (clindamycine,
doxycyline)

Protéases

Les Plasmodium disposent d’un équipement protéa-
sique particuliérement important, puisque plus de
90 genes codent pour des protéases nécessaires a ’inva-
sion des érythrocytes et a la dégradation de I’hémoglo-
bine. Certaines de ces protéases sont absentes chez
I’Homme et leurs inhibiteurs sont a 1’étude comme anti-
paludiques potentiels. Il s’agit notamment de :

— la plasmepsine I et II et de la falcipaine, enzymes
indispensables aux formes plasmodiales intra-érythrocy-
taires pour la dégradation de I’hémoglobine en petits
peptides permettant la synthese des acides nucléiques du
parasite ;

— les métacaspases, une famille de caspases impli-
quées dans I’apoptose et absentes chez 1’animal ;

- les serine-rich antigen (SERA) protéases, comme la
calpaine et la signalpeptidase I qui correspondent aux
cystéines protéases chez ’Homme ;

- du protéasome, qui est un complexe de plusieurs
subunités protéasiques impliqué dans la différenciation et
la multiplication des protozoaires. Chez Plasmodium fal-
ciparum, un de ses inhibiteurs, la lactacystine, a une effi-
cacité prouvée in vitro.

Métabolisme énergétique

Plasmodium falciparum est dépourvu de génes codant
pour des enzymes comme I’ATP synthase ou la NADH
déshydrogénase qui, dans d’autres espéces, sont essen-
tielles au métabolisme énergétique des mitochondries.
En I’absence d’oxygéne dans son environnement, Plas-
modium falciparum ne peut produire de I’ATP que par
glycolyse. Sa mitochondrie est dépourvue d’activité de
phosphorylation oxydative et posséde une chaine incom-
pléte de transport d’électrons pour produire certaines
réactions redox. Une de ces réactions est le couplage de
la cytochrome C réductase avec la déshydroorate déshy-
drogénase. L’atovaquone inhibe la premiére de ces enzy-
mes et présente une synergie avec le proguanil, auquel
il est associé dans une spécialité pharmaceutique (Mala-
rone®). Des inhibiteurs de la déshydroorate déshydrogé-
nase restent, eux, a découvrir.

Régulation de la synthése protéique

Chez Plasmodium falciparum, la régulation de la syn-
thése protéique ne semble pas uniquement régulée par
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des mécanismes transcriptionnels. En effet cette synthése
concerne de nombreuses protéines, variables notamment
selon les stades évolutifs; or le génome de Plasmodium
falciparum comprend relativement peu de génes de trans-
cription. La fonctionnalité de certains mRNAs est d’ail-
leurs elle aussi variable. C’est ainsi que des protéines
présentes chez les jeunes zygotes — qui sont produits par
les gamétocytes — semblent absentes de ces gamétocytes
alors que les mRNA correspondants y sont abondants. 11
existe donc un mécanisme régulateur lié a une transfor-
mation des mRNAs et qui pourrait fournir de nouvelles
cibles thérapeutiques.

Ligands parasitaires interagissant
avec certaines protéines d’adhérence

Plusieurs protéines d’adhérence jouent un role essen-
tiel dans la physiopathologie du paludisme mais aussi
dans la pénétration de Plasmodium falciparum dans ses
cellules-hotes successives (hépatocytes, érythrocytes).
C’est par exemple le cas de la protéine CD81 qui est
exprimée a la surface des hépatocytes et dont le ligand
parasitaire pourrait étre, lui aussi, une cible thérapeu-
tique.

Au total, plusieurs des cibles thérapeutiques identifiées
grace aux progres de la génomique et de la biologie molé-
culaire de Plasmodium falciparum concernent des médi-
caments déja existants et n’apportent donc pas de véri-
tables nouveautés. D’autres pistes réellement innovantes
ont cependant été identifiées et elles seront plus nom-
breuses encore lorsque seront achevées les études de post-
génomique. Cependant, de fagon paradoxale, le progrés
thérapeutique risque d’étre limité non par I’insuffisance
des données fondamentales mais par leur trop grande
abondance. Les recherches en cours ne peuvent en effet
fournir que des cibles potentielles, des «molécules pro-
metteuses ». Or on ne soigne pas des malades avec des
molécules mais avec des médicaments véritables qui ne
sont obtenus qu’au terme d’un processus long (7 a
10 ans), financiérement trés onéreux (8 a 12 millions de
dollars), techniquement compliqué et toujours aléatoire
(le succes final porte sur moins de 1 molécule sur 10 000).
Les groupes pharmaceutiques susceptibles de se lancer
dans une aventure aussi risquée que le développement de
nouveaux antipaludiques sont trés peu nombreux. La plu-
part d’entre eux ont déja en cours le développement pré-
clinique ou clinique de nouveaux antipaludiques et il est
presque impossible d’y ajouter — dans un avenir prévi-
sible — le développement de nouveaux principes actifs. Il
faudra donc étre particuliérement sélectif pour déterminer,
parmi toutes les nouvelles cibles thérapeutiques poten-
tielles, les 3 ou 4 cibles qui justifieraient qu’on consacre
des moyens nouveaux a leur développement.

NOUVELLES CIBLES VACCINALES

En matiére de perspectives vaccinales, les acquis
récents concernent surtout les mécanismes d’échappe-
ment immunologique de Plasmodium falciparum et la

caractérisation de protéines de surface qui sont souvent
des protéines d’adhérence.

Le phénomene d’échappement est basée sur la possi-
bilité, pour le Plasmodium, de modifier rapidement son
équipement antigénique de surface, comme le font
d’ailleurs d’autres protozoaires et, notamment, les try-
panosomes. La plus grande famille de protéines d’adhé-
rence les Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane
Protein 1 (PfEMPI) est codée par un répertoire d’une
cinquantaine de génes, les génes var. Le mécanisme de
commutation entre ces différents génes reste a découvrir.
Sa connaissance pourrait étre le point de départ de nou-
velles voies vaccinales et expliquer au moins partielle-
ment 1’échec de certaines tentatives passées (vaccin
SPf66). Curieusement, des protéines PfEMPI, codées
par les génes var et rif et théoriquement spécifiques des
stades intra-érythrocytaires, sont largement exprimées
dans d’autres stades plasmodiaux. C’est notamment le
cas de la protéine de “knobs™ PfEMP13 qui existe aussi
dans les stades pré-érythrocytaires et inhibe la pénétra-
tion des sporozoites dans les hépatocytes. De méme,
EBA-175 (175-kDa erythrocyte-binding antigen), ligand
parasitaire impliqué dans I’invasion des érythrocytes, est
aussi exprimé dans les hépatocytes infectés et a la sur-
face des sporozoites . La spécificité¢ antigénique des dif-
férents stades évolutifs de Plasmodium falciparum est
donc probablement moins étroite qu’on ne I'imaginait, ce
qui, sur un plan pratique, laisse espérer une plus grande
facilité dans 1’obtention de vaccins polyvalents, actifs a
différentes phases du cycle plasmodial.

D’une fagon générale, les progres récents ont allongé
la liste déja imposante des «protéines-candidates». Il
s’agit généralement de protéines d’adhérence des Plas-
modium a leurs cellules-hotes (hématies et hépatocytes)
ou bien des hématies parasitées a I’endothélium vascu-
laire. En particulier ont été identifi¢es de nombreuses
protéines des stades exo-érythrocytaires (comme les
Liver Stage Protein LSA 1, 2 et 3) ou des sporozoites
(comme les antigénes STARP Sporozoite Threonine and
Asparagine Rich Protein, SALSA Sporozoite And Liver
Stages Antigens), ce qui pose le probleme d’un choix
d’autant plus difficile que les modeles expérimentaux
sont rares et imparfaits.

Outre le choix de I’antigene le plus efficace, une des
difficultés fondamentales de la vaccination antipalustre
est la production de ces antigenes en quantité suffisante,
ce qui est évidemment inenvisageable a partir des cul-
tures de Plasmodium falciparum. Dans ce domaine,
d’importants progres ont été réalisés avec, notamment,
I’expression de CS protein (protéine circum-sporozoite)
de Plasmodium falciparum par un Cilié facilement mul-
tiplié au laboratoire, Tetrahymena thermophila.

Quel que soit leur procédé d’obtention, les protéines
plasmodiales sont faiblement immunogénes, ce qui
contraint a recourir a des systémes adjuvants permettant
en outre d’orienter la réponse immune vers une réponse
de type cellulaire, essentielle pour la protection contre les
Plasmodium endo-cellulaires, ou de type humoral, active
contre les formes extra-cellulaires, en particulier les spo-
rozoites.
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Une solution consiste en I’emploi de vaccins a ADN,
c’est-a-dire de plasmides dans lesquels ont été incorpo-
rés des genes codant pour les protéines vaccinantes. On
réalise ainsi une endosynthése de ces protéines par le
sujet vacciné, pouvant induire une forte réponse immune
de type cellulaire. C’est 1a une voie trés étudiée ces der-
niéres années et ou les progres de la génomique et de la
biologie moléculaire permettent des avancées détermi-
nantes. Des essais ont été notamment réalisés avec des
antigénes CSP- mais avec des résultats assez décevants-
ou avec des antigénes de mérozoites ou de formes pré-
érythrocytaires, entrainant une relative immunité chez
des singes, avec un pic secondaire de parasitémie plus
faible que chez les animaux témoins. Bien plus ambi-
tieux est un programme international associant plusieurs
institutions (MUIti-STage Dna-based malaria vaccine
Operation ) et basé sur I’emploi d’un vaccin comprenant
5a 15 génes (MustDO, 5, 10 ou 15) codant pour des pro-
téines antigéniques de différents stades évolutifs du para-
site. Le but est d’obtenir ainsi une immunité anti-sporo-
zoites et anti-mérozoites, de fagon a permettre aussi bien
la protection des voyageurs que la diminution de la mor-
bidité et de la mortalité chez les populations des zones
d’endémie. Diverses voies sont d’ailleurs explorées pour
augmenter |’efficacité de ces vaccins a ADN . Il s’agit
notamment de I’ addition de genes codant pour des cyto-
kines (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor (GMCSF), en particulier), ou de 1'effet adjuvant
de vaccinations hétérologues a I’aide d’ADN codant pour
des protéines virales. Des essais cliniques de phase 2
sont en cours chez des volontaires, avec un vaccin
MuStDOS-GMCSEF. Il est encore trop tot pour en appré-
cier les résultats, sachant que, dans I’ensemble, ces vac-
cins a ADN constituent une voie trés ingénieuse et appa-
remment trés prometteuse. Leur utilisation en clinique
humaine risque cependant de se heurter a diverses diffi-
cultés dont la moindre ne sera pas la crainte — justifiée
ou non — de voir ainsi incorporé au génome humain des
fragments d’un génome de parasite.

CIBLES VECTORIELLES

Grace a la connaissance du génome d’Anopheles gam-
biae et a |’étude d’analogies structurales avec le génome
de Drosophila melanogaster, il est maintenant possible
d’aborder par la génotypie le probléme de la résistance
aux insecticides et d’identifier les génes (carboxylesté-
rases, glutathion transférase et cytochrome P450) qui en
sont responsables. Parallelement, grace a la biologie
moléculaire, de nouvelles cibles ont été identifiées pour
de nouveaux insecticides. De méme, nos connaissances
de la physiologie de I’insecte et des mécanismes régulant
la production d’oocystes ont fait des progres considé-
rables. C’est ainsi qu’ont été identifiés plus de 70 génes
codant pour des peptides — notamment des neuropep-
tides et des hormones dont une peptide insuline-like-
nécessaires a la reproduction de I’insecte, au cycle sexué
du Plasmodium et a sa transmission. Plusieurs centaines

de geénes codent pour des récepteurs de protéines G
(GPCRs) et controlent des aspects essentiels de la vie de
’insecte, 76 d’entre eux étant des récepteurs gustatifs
dont dépend la prise des repas sanguins. Ont été égale-
ment reconnus des genes impliqués dans les défenses
immunitaires de I’anophéle contre les pathogenes euca-
ryotes, ainsi que des alléles de résistance qui limitent la
production d’oocystes et donc la transmissibilité.

L’une des principales applications prévisibles de ces
découvertes concerne I’emploi d’anophéles génétique-
ment modifiés et rendus ainsi incapables d’assurer leur
transmission vectorielle. Les outils génétiques existent et
plusieurs souches modifiées ont été obtenues. La diffi-
culté pratique est d’obtenir, sur le terrain une substitution
des souches sauvages par les souches génétiquement
modifiées qui, en |’état actuel des techniques, perdent
rapidement leurs génes marqueurs et ont une compétiti-
vité faible vis-a-vis des populations naturelles. Cette voie
semble prometteuse, d’un point de vue conceptuel mais
de nombreuses difficultés restent encore a surmonter.

CONCLUSION

Au total, le séquencage du génome de Plasmodium
falciparum et d’Anopheles gambiae constitue une avan-
cée scientifique considérable qui, d’ores et déja, ouvre
de nouvelles voies au contréle du paludisme. La
recherche post-génomique qui se poursuit trés active-
ment devrait €élargir encore cet éventail de possibilités
nouvelles. D’un point de vue médical pratique, il est
cependant essentiel de souligner que, de toute fagon,
plusieurs années seront nécessaires pour que ces décou-
vertes donnent naissance a de nouveaux moyens théra-
peutiques ou prophylactiques. Dans I’immédiat,
'urgence est donc de tout mettre en ceuvre pour utiliser
au mieux les moyens de controle actuellement dispo-
nibles. Pour I’avenir, I’essentiel sera de savoir opérer un
choix tres sélectif des quelques nouveaux produits (anti-
paludiques, vaccins, insecticides) ou des nouveaux pro-
cédés (anopheles génétiquement modifiés) qui seront
retenus pour un développement et une production indus-
triels, qui, quels que soient les efforts, constitueront la
limitation principale.
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