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NOUVELLE

Le role des microvésicules
dans ’infection palustre

Karell G. Pellé!, Ambroise D. Ahouidi?, Pierre-Yves Mantel!

Le cycle infectieux

de Plasmodium falciparum

Le paludisme est une maladie causée
par un parasite protozoaire du genre
plasmodium, qui affecte annuellement
environ 300 millions de personnes dans
le monde, particulierement dans les
régions subsahariennes. Les infections
par Plasmodium falciparum sont les
plus séveres et causent chaque année
la mort d’un demi-million de personnes,
dont un grand nombre sont des enfants
de moins de cinqg ans et des femmes
enceintes [1].

Le cycle évolutif du Plasmodium néces-
site deux hotes : ’homme et la femelle
d’un moustique du genre Anopheles. Les
formes parasitaires, appelées sporo-
zoites, contenues dans les glandes sali-
vaires du moustique infecté, sont injec-
tées dans le sang de I’h6te humain lors
d’une piqlire. Les sporozoites migrent
ensuite vers le foie ol ils infectent les
hépatocytes. La phase hépatique dure
environ 10 jours durant lesquels les
parasites se multiplient énormément,
produisant des milliers de mérozoites.
Les hépatocytes infectés, en se rompant,
libérent les mérozoites qui, a leur tour,
infectent les globules rouges : c’est le
début du cycle érythrocytaire asexué qui
dure 48 heures. Apres I'invasion érythro-
cytaire, les parasites se différencient
en jeunes trophozoites (qnneaux), en
trophozoites matures et, finalement,
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en schizontes. La schizogonie produit
entre 8 et 24 mérozoites. Les mérozoites
sont libérés dans la circulation sanguine
apres la rupture de la cellule infectée et
envahissent de nouveaux globules rouges
non infectés pour recommencer un cycle.
Les mérozoites pénétrent activement
dans les érythrocytes, par invagination
de la membrane plasmique aboutissant
a la formation d’une vacuole parasito-
phore (VP) [2].

Les globules rouges sont dépourvus de
la machinerie requise pour la synthése
de protéines et le transport intracellu-
laire. Par conséquent, le parasite doit
transformer la cellule hote afin d’assurer
son développement. Cette transforma-
tion entraine la formation de plusieurs
organites, parmi lesquels les fissures de
Maurer!, qui sont situées dans le cyto-
plasme du globule rouge. Des protéines
parasitaires sont aussi exportées vers
le cytoplasme et la surface du globule
rouge [3]. Durant le cycle érythrocytaire,
une faible fraction des parasites asexués

U« A Pintérieur du parasite, on retrouve des compartiments
impliqués dans la syntheése et la maturation des protéines
parasitaires tels qu’un réticulum endoplasmique (RE) et un
Golgi rudimentaire. A partir de ces organites, les protéines
sont soit adressées a I'intérieur méme du parasite vers
d’autres organites, soit exportées dans le cytosol et dans la
membrane du globule rouge via des structures membranaires
intra-érythrocytaires d’origine parasitaire. Ces structures se
présentent sous forme de diverses invaginations tubulaires
sinueuses, de larges boucles, de vésicules libres, ou bien sous
forme de chainettes, ou de crevasses (fissures de Maurer) »
(reproduit de m/s, n°® 5, mai 2005 [11]).

se différencient en gamétocytes (stade
sexué). Les gamétocytes sont indispen-
sables a I"accomplissement du cycle
évolutif. €n effet, ils sont transmis a un
moustique lors d’une nouvelle piqgtre
(étape de transmission). Les méca-
nismes qui régulent la différenciation du
stade asexué vers le stade sexué ne sont
pas trés bien compris.

Contribution des microvésicules et

des exosomes a I’infection parasitaire
Les symptomes cliniques du paludisme
sont causés par la phase sanguine.
Plusieurs substances toxiques produites
par les parasites sont sécrétées ou
libérées au moment de I"éclatement
des globules rouges infectés. L’hémo-
zoine, le produit de dégradation de
I’lhémoglobine, et les ancres GPI (glyco-
sylphosphatidylinositol) sont capables
d’activer des cellules du systéme
immunitaire inné, induisant la sécré-
tion de cytokines pro-inflammatoires
[4, 5]. Par conséquent, ces produits
toxiques contribuent a I’inflammation
et aux complications qui apparaissent
durant la maladie. Récemment, le role
des microvésicules (MV) dérivant des
érythrocytes infectés a également été
proposé. En effet, la concentration en
MV est plus élevée dans le sérum de
patients infectés par Plasmodium que
dans celui de sujets non infectés [6, 7].
Les vésicules extracellulaires peuvent
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Figure 1. Réle des microvésicules dans le transfert d’ADN entre parasites et dans la différenciation en gamétocytes. A. Deux souches de Plasmodium

transgéniques, I'une exprimant un géne de résistance a la blasticidine (BSD-mCherry), et I’autre un géne de résistance a WR (Dhfr-GFP) sont mises

en culture. B. La culture mixte est ensuite traitée par la blasticidine et WR ; seuls les parasites exprimant les génes de résistance aux deux molécules

peuvent survivre. Apres cinq jours de sélection, des parasites résistants apparaissent. lls contiennent les deux génes de résistance, ainsi que les

deux protéines fluorescentes associées, GFP (green fluorescent protein) et mCherry. C. Les parasites résistants qui ont absorbé les MV se différen-

cient finalement en gamétocytes.

étre divisées en deux catégories selon
leurs compartiments d’origine au sein
de la cellule : les vésicules dérivées
de la membrane cellulaire, qui sont
appelées microvésicules (MV) et ont
une taille de 100 a 400 nm; et les
exosomes, issus de la fusion des endo-
somes tardifs avec la membrane plas-
mique, qui sont en général plus petits
(50 a 150 nm).

Durant leur maturation, les érythrocytes
sécretent des MV. Cette sécrétion est
plus importante pour les réticulocytes
(qui sont de jeunes érythrocytes). Ils
éliminent ainsi un grand nombre de pro-
téines comme par exemple le récepteur
de la transferrine, par vésiculation. Une
fois matures, les globules rouges conti-
nuent de sécréter des vésicules, mais
a un niveau moindre qu’au stade de
réticulocytes.

Réle des microvésicules dans

le transfert d’ADN, la différenciation
en gamétocytes et "activation
macrophagique

Dans un modele murin de paludisme, une
concentration élevée de MV dérivant des
globules rouges infectés a été détectée
dans le sérum des souris infectées, et leur
contribution a P’activation des macro-
phages a été démontrée [8]. Afin d’étu-
dier leur role sur le systéme immunitaire
inné dans les infections par Plasmodium
falciparum, nous avons développé un
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protocole qui permet d’isoler les MV a
partir de culture de parasites in vitro [9].
Les MV sont rapidement phagocytées par
les macrophages et induisent leur acti-
vation ainsi que la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires. €lles peuvent aussi
activer les polynucléaires neutrophiles
et induire leur migration. Uanalyse de
la composition protéique des MV révele
essentiellement des protéines d’origine
érythrocytaire. Ces protéines sont déri-
vées des régions membranaires et sont
constituées principalement de la pro-
téine band 3 (ou anion exchanger 1)
et de la stomatine. Les MV contiennent
aussi des protéines parasitaires, qui sont
dérivées des fissures de Maurer ou de la
MVP (membrane de la vacuole parasito-
phore) [9].

Par ailleurs, nous avons constaté une
augmentation du nombre de gaméto-
cytes apres I'ajout de MV a des cultures
de Plasmodium, ce qui suggere que les
MV régulent la différenciation et la den-
sité des parasites [9]. Le mécanisme
demeure incompris, mais nous avons pu
montrer que les MV sont internalisées
par les globules rouges infectés.

Une autre étude, réalisée par I’équipe
du Pr Cowman, a révélé que des trans-
ferts d’ADN étaient possibles chez
Plasmodium falciparum [10]. €n effet,
lorsque deux souches de Plasmodium
transgéniques, dont l"une exprime
un plasmide qui contient un gene de

résistance & la blasticidine (BSD) et
I’autre un plasmide qui contient un
géne de résistance @ WR (un inhibiteur
de la dihydrofolate réductase), sont
cultivées et soumises a une sélection
simultanée avec BSD et WR, la plu-
part des parasites meurent. Cependant,
apres quelques jours de sélection, des
parasites résistants apparaissent. Ces
parasites contiennent les deux plas-
mides, ce qui démontre qu’un transfert
d’ADN entre les deux souches s’est pro-
duit, indiquant une nouvelle forme de
communication parasitaire (Figure 1).
L'échange de genes de résistance aux
substances de sélection ne requiert
pas de contact direct entre les para-
sites. €n effet, 'interposition entre les
deux populations de parasites d’une
membrane poreuse a travers laquelle
de petites vésicules peuvent circuler
n’inhibe pas I"échange des genes de
résistance. L’équipe du Pr. Cowman
a aussi démontré que le transfert de
genes de résistance est possible via des
MV purifiées a partir de culture in vitro,
ce qui démontre que le transfert d’ADN
est controlé par les MV. Les fissures de
Maurer semblent impliquées dans la
sécrétion des MV car, en I"absence de
la protéine PFPTP2 (P. falciparum PTP2
protein), la sécrétion et Iabsorption
des MV sont inhibées. PfPTP2 est une
protéine indispensable au transport
de PFEMP1 (P. falciparum erythrocyte
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membrane protein 1) vers la surface
de la membrane des globules rouges
infectés. La protéine a été localisée par
microscopie électronique a transmis-
sion sur des vésicules qui bourgeonnent
a partir des fissures de Maurer [10].

Conclusion

Il reste a déterminer le role des MV
dans des conditions physiologiques.
Cependant, ces résultats suggérent
que ces vésicules contribuent, non
seulement au développement de la
pathologie parasitaire en activant le
systéme immunitaire inné, mais aussi
a la régulation de la densité parasi-
taire en induisant la différenciation
en gamétocytes. Les parasites peuvent
ainsi répondre aux modifications envi-
ronnementales qui promeuvent la pro-
duction de MV, telles que la réponse
immunitaire, une parasitémie élevée
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ou la pression médicamenteuse, favo-
risant ainsi leur survie et la trans-
mission vers le moustique (Figure 2).
Il est donc envisageable que les MV
deviennent une cible thérapeutique
potentielle pour des traitements ayant
pour objectif de bloquer la transmis-
sion parasitaire. ¢

Role of microvesicles in malaria
infections
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Figure 2. Réles des MV et des exosomes
dans Uinfection a Plasmodium. Les glo-
bules rouges infectés par P. falciparum
sécretent des MV. Les MV transféerent de
’ADN entre parasites. L'absorption de
MV par une autre cellule infectée induit
la différenciation en gamétocytes. Les
MV interagissent également avec le sys-
téme immunitaire inné et sont rapide-
ment phagocytées par des macrophages
qui se mettent a sécréter des cytokines.
Les MV induisent la migration des neu-
trophiles.
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