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Le Viagra® fait durcir
Plasmodium : une nouvelle voie
pour bloquer la transmission

du paludisme?

Catherine Lavazec!™®, Bernina Naissant!™

Développement et transmission

de Plasmodium falciparum

Le paludisme est une parasitose causée
par le parasite Plasmodium, qui touche
chaque année plus de 200 millions de
personnes dans le monde. Parmi les
parasites qui infectent ’homme, Plas-
modium falciparum est responsable de
plus 600 000 déces notamment chez
les enfants et les femmes enceintes. Le
cycle de développement de P. falciparum
est complexe et nécessite deux hotes :
un moustique femelle Anopheles et
I’homme. Lors d’une piqlire, le moustique
inocule des parasites qui envahissent les
cellules hépatiques puis les érythrocytes.
Les parasites peuvent alors suivre deux
voies de développement distinctes dans
I’érythrocyte : soit ils réalisent une mul-
tiplication asexuée cyclique, soit ils se
différencient en parasites sexués appe-
lés gamétocytes. Les traitements contre
le paludisme ciblent les formes asexuées
du parasite qui sont responsables des
symptomes chez I’homme. Les formes
sexuées, transmises de I’homme au
moustique lors d’une piqglre, ne sont tra-
ditionnellement pas considérées comme
des cibles thérapeutiques pertinentes.
Toutefois, I’éradication de cette maladie
nécessite le développement de nouveaux
types de traitements destinés a blo-
quer la transmission de I"homme vers le
moustique.

La maturation des gamétocytes néces-
site 10 jours et est divisée en 5 stades
morphologiques. Durant cette période,
les érythrocytes infectés par les gamé-
tocytes (€1G) immatures (stades | — V),
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indétectables dans la circulation san-
guine, sont séquestrés dans la moelle
osseuse par des mécanismes encore
inconnus [1, 2]. A la fin de la matura-
tion, les gamétocytes matures (stade V)
sont libérés dans la circulation sanguine
ou ils persistent plusieurs jours [3]. Les
€IG matures sont ainsi accessibles aux
moustiques assurant la transmission du
parasite.

La capacité de traverser aisément I'en-
dothélium de la rate et d’éviter la fil-
tration splénique dépend des propriétés
mécaniques des EIG matures acquises
lors du passage du stade IV au stade V.
Les €IG matures sont en effet extréme-
ment déformables, contrairement aux
€1G immatures, dont la rigidité pourrait
leur permettre de rester séquestrés dans
la moelle osseuse par rétention méca-
nique [4]. Le changement de défor-
mabilité des EIG est, par conséquent,
un phénomene clé pour leur transmis-
sion. Modifier la filtrabilité des €IG
matures pourrait étre un nouveau moyen
d’empécher leur circulation a travers la
rate et, par conséquent, de bloquer la
transmission du parasite.

Rigidité des gamétocytes immatures

et role de la voie de signalisation

de ’AMP cyclique

Le passage du stade IV (rigide) au stade
V (déformable) est lié en partie a la
dépolymérisation du réseau de micro-
tubules dans le parasite [5] ainsi qu’a
la dissociation des protéines parasi-
taires STEVOR (subtelomeric variable
open reading frame), a la membrane du

globule rouge infecté [4]. Nous avons
tout d’abord cherché a étudier la voie de
signalisation et les processus molécu-
laires impliqués dans le changement de
déformabilité. Dans les globules rouges
non infectés, la protéine kinase dépen-
dante de ’AMP cyclique (PKA) contribue
a la régulation des propriétés méca-
niques de leurs membranes [6]. Durant
le développement asexué du parasite, la
PKA du parasite est impliquée dans dif-
férents processus, mais le role de cette
kinase au cours du développement des
gamétocytes reste incertain.

Afin de déterminer si I'activité de la
protéine PKA contribue a la rigidité des
€1G immatures, nous avons utilisé une
méthode de filtration a travers un réseau
de microspheres en métal mimant la
géométrie des fentes inter-endothé-
liales de la rate [7]. €n mesurant leur
taux de rétention, ce modeéle in vitro de
filtration splénique permet de déter-
miner la filtrabilité des €1G. Ainsi, nous
avons constaté qu’un traitement des
€1G immatures rigides avec des inhibi-
teurs de la PKA induit une diminution
de leur taux de rétention, et donc une
augmentation de leur déformabilité [8].
Il apparait également que les protéines
membranaires des €IG immatures sont
plus phosphorylées que celles des EIG
matures. Sachant que I'activité de la PKA
dépend de la concentration de I"adé-
nosine monophosphate cyclique (AMPc)
cellulaire, nous avons réalisé un dosage
de I’AMPc dans les EIG. Une chute de la
concentration de I’AMPc dans les EIG
matures, qui pourrait empécher la PKA
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de phosphoryler ses substrats, a pu étre
mise en évidence. Ainsi, I'incubation des
€1G matures avec un analogue de I"AMPc
se substituant a ce dernier dans la cel-
lule, entraine une augmentation du taux
de rétention des €1G matures. Ce résultat
montre donc que la chute de la concen-
tration d’AMPc contribue a la déforma-
bilité des €IG matures (Figure 1).

Altération de la déformabilité

des gamétocytes matures par des
inhibiteurs de phosphodiestérases

Les enzymes responsables de la dégra-
dation de ’AMPc dans la cellule sont
appelées phosphodiestérases (PDE).
Nous avons analysé le réle que ces
enzymes pourraient jouer dans la régu-
lation de la déformabilité des €1G. Parmi
les quatre PDE exprimées par P. falci-
parum, seule la PDE delta (PDE §) est
présente dans les €IG matures. Linac-
tivation du gene PDE & de P. falcipa-
rum provoque une augmentation de la
concentration d’AMPc et une réduction
de déformabilité dans les €EIG matures
transgéniques. La PDE & de P. falcipa-
rum semble donc étre impliquée dans
le déclenchement du changement de
déformabilité observé au stade V.

Afin de confirmer ce résultat, nous avons
testé divers inhibiteurs de PDE dans le
but de modifier la concentration d’AMPc
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cellulaire. Le zaprinast, un inhibiteur
de la PDE-5 spécifique de la guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) chez
les mammiferes, est également connu
pour augmenter la concentration d’AMPc
cellulaire dans les érythrocytes humains
[9] et pour inhiber Pactivité phospho-
diestérase chez P. falciparum [10]. Le
traitement des €/G matures avec cet inhi-
biteur augmente la concentration d’AMPc
et induit une augmentation de leur réten-
tion sur les microbilles. Ceci démontre
que modifier la concentration d’AMPc en
utilisant des agents pharmacologiques
peut altérer la déformabilité et la filtra-
bilité des €IG matures. Nous avons éga-
lement testé Ieffet du sildénafil citrate,
autre inhibiteur de PDE plus communé-
ment utilisé en pharmacologie et connu
sous son nom commercial de Viagra.
Lorsque les stades V sont incubés avec
cet inhibiteur, la concentration d’AMPc
cellulaire augmente et les €IG deviennent
plus rigides, et ce proportionnellement
a la concentration de sildénafil utili-
sée pour l‘incubation. On constate ainsi
gu’a la dose habituellement administrée
pour le dysfonctionnement érectile, cette
molécule présente également le poten-
tiel d’augmenter la rigidité des formes
sexuées du parasite, et par conséquent
de diminuer la filtrabilité des cellules
infectées (Figure 1).

Figure 1. Régulation de la déformabilité
des érythrocytes infectés par les gaméto-
cytes. La déformabilité des érythrocytes
parasités, facilitée quand la PDE O est
fortement exprimée et la voie de AMP
cyclique est inhibée, leur permet de circu-
ler librement a travers la rate et de rester
accessibles aux moustiques dans la circu-
lation sanguine (en haut). Uaction du Via-
gra augmente la rigidité des érythrocytes
parasités en inhibant la PDE 8, empéchant
leur passage a travers I’endothélium de la
rate et éliminant les parasites de la circu-

lation sanguine (en bas).

Conclusion

La régulation du mécanisme de change-
ment de déformabilité des EIG, qui leur
permet de persister dans la circulation
sanguine, dépend de la concentration en
AMPc dans la cellule. Elle peut donc étre
altérée par des traitements pharmaco-
logiques. L'utilisation d’inhibiteurs de
PDE tels que le sildénafil citrate modifie
la filtrabilité des EIG matures et pourrait
ainsi empécher leur persistance dans la
circulation sanguine et leur transmis-
sion au moustique. Au-dela de la coin-
cidence amusante qu’est la découverte
de la capacité du Viagra a rendre rigides
les formes sexuées de Plasmodium, nos
résultats apportent la preuve de concept
in vitro de la faisabilité d’une nouvelle
approche pour bloquer la propagation
du paludisme dans la population. La
prochaine étape consistera a démontrer
in vivo I’efficacité des inhibiteurs de PDE
pour éliminer les €IG de la circulation
sanguine. Aprés modification préalable
du principe actif du sildénafil citrate pour
limiter son effet érectile, ou en testant
des molécules similaires dépourvues de
cet effet secondaire, 'utilisation d’inhi-
biteurs de PDE adaptés pourrait débou-
cher sur un traitement efficace contre la
transmission du parasite. ¢
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Altruisme dans la rétine :
les batonnets nourrissent

les cones

Thierry Léveillard! %, Alain Van Dorsselaer?, José-Alain Sahel'

> La vision est assurée au sein de la
rétine par deux types distincts de pho-
torécepteurs possédant une morpholo-
gie caractéristique : les batonnets et les
cones. Les batonnets sont tres sensibles
a la lumiére et fonctionnent a trés basse
luminance. lls sont saturés a la lumieére
du jour. Les cones sont a I'origine de
la vision des couleurs, mais aussi de la
vision des détails de jour. Ils possedent
trois sensibilités spectrales différentes
chez ’homme et chez la plupart des
primates. L'opsine des bdtonnets et les
trois opsines des cones (bleue, rouge
et verte) sont des protéines membra-
naires qui comportent une liaison cova-
lente avec un chromophore dérivé de
la vitamine A. Celui-ci s’isomérise par
capture de I’énergie produite par les
photons incidents. L'isomérisation a
lieu dans un espace central, défini par
les sept hélices transmembranaires des
opsines, et provoque un changement de
conformation de la molécule d’opsine.
Ce changement de conformation consti-
tue un signal relayé par une protéine G,
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la transducine. La cascade enzymatique
qui en découle hyperpolarise le photoré-
cepteur. Ce signal est ensuite transmis
aux autres neurones de la rétine via des
neurotransmetteurs, dont en particulier
le glutamate. Ce signal électrochimique
est finalement décodé par les aires
visuelles corticales apres transfert via
le nerf optique.

Le fonctionnement du systéme impose
que les opsines soient enchdssées dans
une bicouche lipidique de fluidité opti-
male. C’est la composition originale en
lipides, comprenant des acides gras
polyinsaturés, qui est responsable de
cette fluidité permettant a I'opsine de
se reconformer dans la membrane sous
I'effet de la lumiere. Ce dispositif optique
présente cependant une contrepartie
facheuse : le taux d’insaturation des
acides gras est proportionnel a leur ten-
dance a s’oxyder. Du fait de leur locali-
sation au site de capture des photons,
ces acides gras sont soumis quotidienne-
ment a des réactions de photo-oxydation
qui les dégradent progressivement. Une
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solution a ce probleme pourrait étre une
régénération fréquente des photorécep-
teurs, mais ceux-ci étant des neurones
post-mitotiques, ils ne se reproduisent
pas. Afin de conserver la fonction des
photorécepteurs, les lipides oxydés sont
donc éliminés par phagocytose réalisée
par I’épithélium pigmenté rétinien. C’est
trés certainement cette fonction qui a
imposé une architecture particuliere a
la rétine au cours de I’évolution. Pour
augmenter la sensibilité des photorécep-
teurs, les opsines sont en effet déployées
dans des bicouches lipidiques qui s’em-
pilent en disques membranaires, formant
le segment externe du photorécepteur.
Cest la forme de ce segment externe qui
permet de distinguer les batonnets des
cones. Ce segment n'est pas placé vers
la lumiére, comme quiconque pourrait le
penser intuitivement, mais a "opposé du
flux lumineux, tourné vers I’épithélium
pigmenté rétinien. La lumiére parcourt
donc plusieurs couches de neurones de la
rétine (la rétine interne) avant de frapper
le chromophore.
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