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Vlers une vaccination contre le paludisme
a Plasmodium falciparum

Le paludisme est actuellement dans
le monde une cause majeure de mor-
bidité et de mortalité; un tiers envi-
ron de la population mondiale y est
exposé, et on lui attribue entre deux
et trois millions de morts annuelles.
L’Afrique reste le continent le plus
exposé, avec un million au moins de
morts d’enfants chaque année, dues
en majorité au Plasmodium falciparum.
Apres des années d’optimisme, on
connait les limites d’'un abord phar-
macologique: la résistance du para-
site a la chloroquine, et aux autres
antipaludéens, diffuse rapidement.
Les essais d’'impact sur le moustique
vecteur, avec des moustiquaires
imprégnées de pesticide, s’ils entrai-
nent une diminution temporaire du
nombre de cas, pourraient aussi deve-
nir responsables d’une recrudescence
de la mortalité a long terme [1]. Cest
dire I'importance que pourrait avoir
une vaccination efficace. En faveur de
sa possibilité, on reléve deux types
d’arguments : 1’acquisition d’une
immunité naturelle chez des sujets
exposés, des stratégies expérimen-
tales efficaces chez I’animal. Les diffi-
cultés sont, cependant, énormes.
L’immunité est spécifique pour
chaque espéce de Plasmodium, et plu-
sieurs sont pathogénes, mais aussi
probablement pour chaque souche a
Iintérieur d’'une espece. Le Plasmo-
dium, extrémement polymorphe, a
une propension tres remarquable a
I’évasion immunitaire par modifica-
tion de ses structures antigéniques.
Les techniques classiques de vaccina-
tion utilisant des organismes atténués
étant pratiquement inapplicables, les
efforts de ces derniéres années se
sont orientés vers l'utilisation d’anti-
geénes spécifiques et leur mode de
présentation. Cette recherche a été
particulierement développée a
Oxford (GB) impliquant les départe-
ments de médecine moléculaire et de
pédiatrie, en relation avec le Wellcome
Trust, et des centres de Gambie et du
Kenya. Un premier travail rappelle les
étapes du cycle de vie du parasite, et

s |es antigénes qui pourraient étre utili-
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sés pour un vaccin (figure 1) [2].
Celui-ci peut étre pré-érythrocytaire,
et donc interférer avec l'infection
avant méme sa premicre manifesta-
tion clinique. La cible serait alors les
antigénes des sporozoites, peu nom-
breux dans 'organisme (une piqare
de moustique en introduit une vingt-
aine), ou/et les antigenes des formes
intra-hépatocytaires. Libérés dans le
sang, les mérozoites pénetrent le glo-
bule rouge et expriment des anti-
geénes a sa surface; le principal
d’entre eux, la protéine PfEMP-1,
produit des génes var, et se caracté-
rise par sa variabilité. L’étape sexuée
de la vie du parasite, enfin, a lieu
dans I'intestin du moustique. Une
immunisation possible par les anti-
genes du gamétocyte induirait des
anticorps migrant vers l'intestin du
vecteur et interférant avec la féconda-
tion du parasite. L’'intérét de cette
derniere stratégie serait d’agir au
niveau de la communauté et non plus
de I'individu.

Dans I’état actuel, les recherches les
plus avancées sont en majorité ciblées
sur la premicre étape pré-érythrocy-
taire. Une perspective intéressante a
été présentée par le groupe d’AVS
Hill, d’Oxford, pour la construction
d’un vaccin synthétique contenant un
nombre important d’épitopes antigé-
niques [3]. Pour en saisir I'intérét, il
faut revenir sur des travaux anté-
rieurs. Une protéine de surface du
sporozoite, CP ou CSP (circumsporo-
zoite protein) a fait D’objet de
recherches depuis des années. Les
premiers vaccins, qui se sont avérés
inefficaces, ont démontré 1'insuffi-
sance des anticorps pour créer une
immunité, et la nécessité d’une
immunité cellulaire, faisant intervenir
les lymphocytes cytotoxiques (CTL).
Dés 1991, par ailleurs, le groupe
d’AVS Hill avait constaté, en Gambie,
I'implication de types HLA particuliers
dans la protection contre les formes
graves du paludisme (m/s n°9, vol. 7,
p. 981). Les auteurs en avaient établi la
base moléculaire I'année suivante en
identifiant, présenté par le HLA-B53,

un peptide nonamere de la protéine
LSA-1 (liverstage-specific antigen-1), qui
devenait ainsi une cible de lyse pour
les CTL CD8" [4]. Les auteurs en
déduisaient I'importance d’identifier
les différents épitopes reconnus par
les CTL et un épitope cible pour
chaque type HLA pour les incorporer
dans un vaccin, qualifiant cette
approche d’immunogénétique inverse
[5]. Cette recherche, menée chez des
adultes bien portants et semi-immuni-
sés, et chez des enfants malades ou
convalescents, avait montré un certain
degré de conservation, mais aussi
Iexistence de plusieurs antigénes pré-
érythrocytaires dont il convenait
d’incorporer les épitopes dans le pro-
fil d’'un vaccin rationnellement concu.
Les épitopes présentés par les molé-
cules HLA de classe I de 70 % environ
des sujets, caucasiens et gambiens,
avaient ainsi été identifiés. Chez ces
sujets vivant en région endémique, le
taux de CTL était, cependant, tres
variable, souvent faible, démontrant
I'intérét de stimuler leur immunité.

Le dernier travail [3] est donc la réa-
lisation de ce programme et la
construction rationnelle d’'un vaccin
synthétique. La protéine recombi-
nante utilisée est la protéine pl du
rétrotransposon Tyl de Saccharomyces
cerevisiae, a I’extrémité carboxy-termi-
nale de laquelle ont été fusionnés les
produits des séquences codant pour
une série d’épitopes aptes a induire
la réaction CTL. La particule ainsi
obtenue, Ty-VLP (Ty virus-like particle)
provoque, de fait, chez la souris, une
induction de CTL. Le choix des épi-
topes, protecteurs contre 1'étape pré-
coce, hépatique, de la vie du parasite,
était particulierement important. Le
polymorphisme antigénique du para-
site, mais aussi la variabilité des HLLA,
et donc de la présentation aux cel-
lules CTL de différents épitopes,
imposaient, pour stimuler la réaction
cellulaire, la présence simultanée des
épitopes de plusieurs antigenes diffé-
rents. Des épitopes ont été identifiés
dans les régions conservées des anti-
genes du P. falciparum. Apprétés
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Figure 1. Les étapes de la vie du P. falciparum chez I'homme. Antigénes qui
pourraient étre la cible de vaccinations.

ensemble, ils permettraient au sys-
teme immunitaire de se défendre
contre presque toutes les souches, et
pas seulement celle qui a été utilisée.
En pratique, des particules recombi-
nantes Ty-VLP ont été construites,
comportant des séries d’épitopes en
chapelet, dont 'ordre était déter-
miné par 'existence de sites de res-
triction: quatorze épitopes CTL du
P. falciparum, correspondant a huit
types HLA différents devraient empé-
cher un phénomene d’évasion
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immunitaire chez le vacciné. L’épi-
tope étant dans un environnement
de séquence différent de son état
naturel, on a pu en controler la pré-
sentation en adjoignant un épitope
murin du P. berghei, et en vérifiant la
réponse CTL chez la souris. La pré-
sentation satisfaisante d’épitopes se
chevauchant a également été vérifiée
sur les cellules mononucléées du
sang périphérique d’'un donneur
exposé et de donneurs «naifs ». Pour
augmenter I'immunogénicité, des

épitopes auxiliaires ont été adjoints,
choisis parce qu’ils se lient a diffé-
rentes molécules de la classe II du
complexe majeur d’histocompatibi-
lité. Ce sont des épitopes BCG
(bacille Calmette-Guérin) et TT
(toxine tétanique) pour lesquels on
peut supposer I'immunisation d’une
partie importante de la population,
et un épitope CSP, reconnu par les
cellules CD4* chez les sujets qui ont
été exposés au paludisme. L’ajout
d’un motif de liaison a ’héparine est
destiné a cibler les particules vacci-
nales vers le foie en mimant ainsi le
trajet naturel de 'infection.
Cet ensemble de 229 acides aminés a
été testé chez la souris grace a I'épi-
tope murin inclus, et son action pro-
tectrice vérifiée. On a pu constater
que la machine protéolytique de la
cellule était apte a appréter des épi-
topes reliés entre eux sans séquences
intermédiaires, et que ce vaccin, éla-
boré a partir d’'un micro-organisme
sans danger, provoquait chez la sou-
ris, sans adjuvant, une réponse forte
des CTL qui pouvait étre réactivée. Il
s’agirait peut-étre de la préparation
vaccinale la plus prometteuse, tant
pour les voyageurs que pour les habi-
tants des zones d’endémie palustre.
A coté de cet abord le plus avancé,
d’autres approches sont a signaler.
Le méme groupe d’Oxford en a évo-
qué une, fondée non plus sur les
antigénes du parasite, mais sur les
hénomenes toxiques dont il est res-
ponsable [2, 6]. Le role des cyto-
kines, et en particulier du TNF-a
(tumor mecrosis factor-0f) est important
dans la pathogénie du paludisme
cérébral (m/s n°10, vol. 3, p. 619). La
aussi, 'association entre un polymor-
phisme du promoteur et une protec-
tion a été constatée. Un mécanisme
immunitaire inhiberait peut-étre les
toxines parasitaires inductrices de
TNF. Mais le(s) antigéne(s) en
est(sont) encore mal identifié(s).
Ce groupe n’est, cependant, pas le
seul a rechercher une stratégie vacci-
nale a 'encontre du P. falciparum.
Deux travaux récents effectués par le
Walter Reed Army Institute of Research
(Washington, DC, USA), avec
diverses collaborations, sont fondés
aussi sur la nécessité d’une immunité
cellulaire s’ajoutant a la production

d’anticorps. Le premier essai est m—

501



502

celui d’un vaccin recombinant,
obtenu par fusion de deux épitopes
de la protéine de surface du sporo-
zoite (CSP) a l'antigéne de surface
de I'hépatite B, HBsAg, trés immuno-
géne [7]. Injecté avec des adjuvants
puissants chez 46 sujets n’ayant
jamais été exposés au paludisme, ce
vaccin pré-érythrocytaire s’est avéré
immunogene par production d’anti-
corps IgG et stimulation des CTL
dans la majorité des cas par compa-
raison a une série témoin, mais la
variabilité interindividuelle est
encore considérable.

Le deuxiéme essai est différent,
puisqu’il a utilisé la potentialité
d’une vaccination par 'ADN [8]. II
s’agit d’'une immunisation somatique
par transgene. L’inoculation faite a la
souris est celle d’un ADN de plas-
mide codant pour une chaine lourde
Ig, sous le contréle d’un promoteur
spécifique de tissu lymphoide, plus
un élément enhancer, et naturelle-
ment un antigene spécifique du
P. falciparum, le tétrapeptide NANP
répété de la protéine CSP du sporo-
zoite. Ce transgeéne est transcrit et
traduit dans les lymphocytes B de la
rate de I’hote, ce dont témoigne sa
mise en évidence par PCR et la sécré-
tion de chaines lourdes. La création
d’une immunité et d’'une réponse

mémorisée vis-a-vis du peptide a été
vérifiée. En liant ainsi un antigéne a
un anticorps, il y a antigénisation de
I’anticorps et présentation de I’épi-
tope en conformation tridimension-
nelle qui serait proche de la confor-
mation native, les déterminants
antigéniques du parasite étant consti-
tutivement exprimés comme partie
des Ig endogénes. Dans ce premier
essai, la transition de sécrétion des
IgM vers les IgG semble encore insuf-
fisante. Les auteurs envisagent
d’accroitre 'efficacité du vaccin en
ajoutant au gene chimere d’autres
épitopes, spécifiques des cellules B
ou des cellules T, ou spécifiques des
cytokines. Si cet abord nécessite
encore un approfondissement de la
recherche, il parait, lui aussi, particu-
lierement prometteur.

L’ensemble de ces travaux semble
donc ouvrir des perspectives a la vac-
cination contre le paludisme a Plas-
modium falciparum. Les obstacles
étaient, et sont encore énormes. La
gravité de la situation impose, cepen-
dant, le développement de plusieurs
stratégies vaccinales. Nous n’avons
rapporté ici que les résultats des tra-
vaux les plus avancés. Tous les jours
sont publiés de nouveaux articles.
Nombreuses sont les autres straté-
gies, ce qui pourrait signifier

qu'aucune d’entre elles n’a encore
emporté la conviction !
D.L.
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mem BREVES ===

mEE Vaccination ADN: une nouvelle
voie d’immunisation. Une nouvelle voie
d’immunisation est aujourd’hui possible
pour la vaccination par injection d’ADN
[1]. Classiquement, ’'ADN codant pour
I’antigéne d’intérét vaccinal est adminis-
tré, sous forme d'un plasmide recombi-
nant, par voie sous-cutanée ou intramus-
culaire (m/s n°1, wvol. 11, p.127).
Récemment, on avait rapporté le trans-
fert, dans le noyau de la cellule hote,
d’ADN inséré dans un plasmide et la syn-
these de 'antigéne codé par 'ADN ainsi
cloné, dans des cellules infectées par des
bactéries entériques invasives dont la
virulence était atténuée [2, 3]. Il restait a
montrer que ce systtme de vectorisation
d’ADN était fonctionnel in vivo et qu’il
permettait I'induction d’une réponse
immunitaire humorale et cellulaire, lors

de I'administration des bactéries enté-
riques vectrices par leur voie naturelle
d’infection, a savoir la voie orale. C’est
chose faite! Darji et al. (Braunschweig,
Allemagne) [1] viennent de montrer que
I’administration, par voie orale, d’une
souche vivante de virulence atténuée de
Salmonella typhimurium portant un plas-
mide recombinant qui permet I'expres-
sion d’antigénes de Listeria, permet non
seulement le transfert efficace de ’'ADN
dans les cellules hotes, mais conduit aussi
a l'induction d’une réponse cellulaire
(auxiliaire et cytotoxique) et humorale
(systémique) chez les souris ainsi vacci-
nées. Cette réponse, essentiellement de
type Thl, permet d’induire la protection
par au moins I'un des antigénes utilisés.
Bien que les mécanismes mis en jeu res-
tent encore hypothétiques, ce systeme

semble donc idéal non seulement
comme nouvelle voie d’immunisation
pour délivrer ’ADN codant pour un anti-
gene d’intérét vaccinal, mais aussi pour
identifier les antigénes jouant un role
dans la protection contre une infection
donnée, tout comme pour induire des
anticorps contre le produit de n’importe
quelle phase de lecture ouverte présente
sur un fragment d’ADN. Compte tenu
des résultats décevants obtenus jusqu’a
présent lors d’essais de vaccination par
I’ADN chez ’homme, espérons que cette
nouvelle voie sera plus prometteuse !
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