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infectiologie et en immunologie de I’Université de Tours, et
celles, entre autres, de I"Unité Infectiologie et Santé Publique
(ISP) du Centre INRAE de Tours-Nouzilly, concrétisée par
une profonde interaction entre chercheurs et enseignants-
chercheurs. Cette formation aborde aussi bien les aspects

fondamentaux et appliqués de I'infectiologie, de la cancérologie

et de I'immunologie, en couvrant I’étude moléculaire des
interactions entre le pathogene et son héte ou entre la cellule
cancéreuse et son environnement. €Elle s’étend jusqu'a la
conception, "évaluation et la mise sur le marché de produits
innovants en vaccinologie, de biothérapies anti-infectieuses et
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poursuite en doctorat et préparer a I'insertion professionnelle
immédiate en tant que cadre principalement dans les secteurs
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enjeux actuels de 'infectiologie a la fois dans les domaines fondamentaux et
appliqués.
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spécialisée dans les biotechnologies, I'infectiologie ou la cancérologie, les
biomédicaments dont les anticorps thérapeutiques et les vaccins contribuant
al’avancée des connaissances scientifiques et a ses applications industrielles,
demandes sociétales en forte progression.

- Former des scientifiques dotés d’une culture générale et
technique spécialisée dans les biotechnologies, 'infectiologie,
les interactions hote-pathogéne et les mécanismes de la
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des connaissances scientifiques et a ses applications agronomes aux enjeux actuels de I'infectiologie ou de la cancérologie et des
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> Le paludisme, causé par des parasites
du genre Plasmodium, est un probleme
majeur de santé publique touchant
200 millions d’individus et causant
600 000 morts chaque année dans le
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monde [1]. Les 5 espéces du parasite
retrouvées chez I'humain, P. falcipa-
rum, P.vivax, P. knowlesi, P. ovale et
P. malariae, coexistent dans les pays
endémiques. Lors d’un repas sanguin,

le moustique Anopheles infecté libere
des sporozoites. Ces formes infectantes
migrent vers le foie de I’hGte pour infec-
ter les hépatocytes. Apres multiplica-
tion dans ces cellules, des mérozoites
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Figure 1. Mécanismes d’action des anticorps 7g7 et 4h12 sur le cycle parasitaire de Plasmodium.

Les sporozoites mobiles inoculés dans le derme par I’anophéle, lors d’un repas sanguin, rejoignent

le foie pour envahir les hépatocytes et s’y multiplier. Apres multiplication, des mérozoites sont

libérés dans la circulation sanguine et vont envahir les érythrocytes. Le cycle intraérythrocytaire

est composé de 3 stades différents : les anneaux, présents entre 0 et 20 heures post-invasion,

les trophozoites et les schizontes. Selon les conditions environnementales des parasites, les

formes anneaux peuvent s’engager dans la gamétocytogenese et former les formes sexuées

(gamétocytes) transmises au moustique. Les protéines de franchissement des membranes

cellulaires CelTOS, produites par le parasite, permettent la formation de pores et I’entrée du

parasite dans la cellule épithéliale intestinale (CEI) du vecteur et I’hépatocyte humain (HH). Les

anticorps monoclonaux anti-CelTOS inhibent la perturbation des phospholipides membranaires,

bloquant ainsi Pinvasion cellulaire et la poursuite du cycle parasitaire [7].Image adaptée de

Servier Medical Art, sous licence CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

nouvellement produits sont libérés dans
le sang et infectent les globules rouges.
Le cycle intraérythrocytaire est respon-
sable des symptomes de la maladie et
de la production de formes sexuées,
les gamétocytes. Ces derniers peuvent
tre ingérés par le moustique au cours
d’un nouveau repas sanguin, ce qui
permet la poursuite du cycle et assure
la transmission du parasite entre les
populations humaine et moustique [2].
Actuellement, le controle de cette
maladie est compromis par I’augmen-
tation de la résistance aux traitements
et une action limitée des deux vaccins
disponibles. Ces derniers ne ciblent que
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la phase hépatique ainsi que "espéce la
plus mortelle, P. falciparum. Or, d’autres
especes comme P. vivax ont également
un impact important sur la popula-
tion humaine [3]. La protéine CelT0S
(cell traversal protein for ookinetes
and sporozoites) est conservée dans les
différentes especes de Plasmodium et
plusieurs études ont démontré I'impor-
tance de celle-ci a différentes phases
du cycle parasitaire. €n effet, une forte
similarité de la séquence de CelTOS est
notée entre P. vivax et P. falciparum,
les deux espéces les plus virulentes
du parasite, ce qui en fait un anti-
geéne intéressant pour une protection

inter-espéces contre le paludisme [4].
De plus, elle intervient a différentes
phases du cycle, bloquant notamment
la transmission au moustique vec-
teur [5]. Dans I'optique d’un vaccin
a plus large spectre et dirigé contre
différentes phases du cycle de dévelop-
pement du parasite, I’équipe de Tang WK
et al. a étudié et démontré I'efficacité
de la protéine CelTOS comme potentiel
antigéne vaccinal [6].

Réle de CelTOS dans ’infection
parasitaire

CelTOS est une protéine présente a la
surface du parasite. Elle joue un rdle
majeur dans I’infection via son implica-
tion dans le franchissement des mem-
branes cellulaires essentiel a plusieurs
étapes du cycle parasitaire au sein
des deux hotes, le mammifére et le
moustique [5]. En effet, CelTOS permet
la formation de pores au niveau des
membranes cytoplasmiques, permet-
tant aux sporozoites et aux gaméto-
cytes la traversée respective des hépa-
tocytes humains et des entérocytes
du moustique (Figure 1) [7]. Chez le
mammifere, par exemple, cette invasion
est primordiale pour la suite du cycle
parasitaire afin de produire des méro-
zoites, responsables du cycle intraéry-
throcytaire et des formes graves de la
maladie. Par conséquent, inhiber CelTOS
représente une stratégie prometteuse
pour bloguer a la fois le développement
hépatique et la transmission vectorielle
du parasite [8].

Lors de I'infection par le parasite ou
d’une vaccination avec des sporozoites
irradiés, I'antigene CelTOS est majoritai-
rement reconnu par le systeme immuni-
taire, entrainant la production d’anti-
corps [9]. Ces anticorps polyclonaux,
bien que présents en faible concen-
tration lors des tests de vaccination,
peuvent inhiber le cycle parasitaire et le
développement au sein du vecteur. Afin
de comprendre le mécanisme de I'immu-
nité anti-CelTOS et d’optimiser cette
stratégie vaccinale, des anticorps mono-
clonaux spécifiques de CelTOS ont été
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Figure 2. Site de fixation des anticorps 7g7 et 4h12 sur CelTOS. A. Structure de la protéine CelTOS

composée de deux monomeéres identiques (vert et rouge) assemblés parallélement en dimere

(Protein Data Bank:5TSZ) [7]. B. Structure cristallisée de CelTOS de P. vivax en complexe avec

I’anticorps monoclonal 7g7 qui se lie perpendiculairement a "axe de la protéine et n’empéche

pas sa dimérisation paralléle (Protein Data Bank:8ULF) [6]. C. Structure cristallisée de CelTOS de

P. falciparum en complexe avec I'anticorps monoclonal 4h12 dont le site de fixation au centre du

dimére de CelTOS empéche sa formation paralléle (Protein Data Bank:8UKH) [6].

développés et caractérisés par I'équipe
de Tang WK et al. [6].

Production des anticorps monoclonaux
Pour initier ’étude, Tang et al. ont immu-
nisé des souris avec la protéine CelTOS
de P. vivax (PvCelTOS) ou celle de P. fal-
ciparum (PfCelTOS) afin d’induire la
production d’anticorps. Les lymphocytes
B de la rate des souris immunisées ont
été prélevés et immortalisés sous forme
d’hybridomes producteurs d’anticorps
monoclonaux. Un test ELISA spécifique
de la protéine CelTOS identique a celle
d’immunisation a permis d’identifier les
anticorps les plus réactifs pour les deux
espéces de Plasmodium. U'anticorps 7g7
spécifique de P. vivax (PvCelTOS) et I’an-
ticorps 4h12 spécifique de P. falciparum
(PfCelTOS) ont montré les meilleures
affinités.

CelTOS posséde une conformation
flexible nécessaire pour sa fonction
L’épitope des deux anticorps mono-
clonaux a été déterminé par cris-
tallisation du complexe anticorps-
antigene (Figure 2). CelTOS est une
protéine dimérique formée de deux
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monomeres identiques arrangés de
maniére parallele (Figure 2a). 'obser-
vation du dimere de CelTOS montre
que les différentes conformations
paralléles et antiparalleles des mono-
méres nécessitent une plasticité et
une flexibilité de la protéine. Alors que
la ligison de 7g7 permet la formation
du dimeére de PvCelTOS et ne modi-
fie pas sa structure (Figure 2b), 4h12
modifie I'orientation des deux mono-
meres et ne permet qu’une orientation
antiparalléle, inverse a I'assemblage
normalement observé du dimere de
PfCelTOS (Figure 2c). Dans les deux
cas, la rigidification de la conforma-
tion par les anticorps bloque la fonc-
tion de la protéine en empéchant la
mise en place de sa forme dimérique
responsable de la formation des pores
membranaires [10].

4h12 et 7g7 lient CelTOS provenant

des deux espéces de Plasmodium

La forte conservation de séquence
de CelTOS entre P. vivax et P. falcipa-
rum est corrélée avec un haut niveau
de similitude entre les régions codant
les épitopes des différents anticorps.

Ces régions ne présentent que peu ou
pas de polymorphisme, permettant
une reconnaissance croisée par 7g7 et
4h12 entre les différentes espéces du
parasite.

La cinétique d’interaction entre les anti-
corps et CelTOS a été mise en évidence
par Bio-Layer Interferometry (BLI) [11].
Cette technologie de biodétection
optique permet I’analyse des interac-
tions biomoléculaires sans marquage
fluorescent préalable. Elle a permis de
confirmer une liaison croisée des anti-
corps 7g7 et 4h12 avec CelTOS des deux
espéces, bien que les affinités soient
légérement réduites par rapport a leur
cible native. Cette réaction croisée a
également été validée par immunofluo-
rescence indirecte sur des sporozoites
des deux espéces. Par conséquent, les
anticorps décrits permettent de lier
la protéine CelTOS des deux espeéces
majeures de Plasmodium.

4h12 et 7g7 inhibent I’invasion
cellulaire par le sporozoite
CelTOS étant impliquée dans la formation
de pores dans les membranes cellulaires,
I’action des anticorps a été étudiée par
des tests in vitro de perturbation de
liposomes, bicouches de phospholipides
simples en solution, en présence des
protéines CelTOS. Sans anticorps, PfCel-
TOS et PvCelTOS entrafnent une pertur-
bation des liposomes de 50 % et 35 %
respectivement. €n revanche, I"gjout
d’7g7 et 4h12 inhibe la formation de
pores membranaires de maniere dose-
dépendante.

De la méme maniére, les études menées
in vivo dans un modéle murin ont
abouti a des conclusions similaires.
En effet, I'infectivité au stade hépa-
tique a été évaluée par imagerie de
I’expression de la luciférase, produite
par des sporozoites de P. berghei trans-
géniques exprimant la protéine CelTOS
de P. vivax ou de P. falciparum dans
le foie. La charge parasitaire hépa-
tique chez les souris, traitées avec 7g7
ou 4hl2, était significativement plus
faible que chez les souris n'ayant pas
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recu d’anticorps. De plus, cette inhibi-
tion du stade parasitaire a également
été observée en réaction croisée vali-
dant ainsi une protection inter-espeéce
in vivo. Uinhibition du cycle parasitaire
de Plasmodium a de surcroit été esti-
mée par I’étude de la parasitémie au
stade sanguin, ol une protection com-
plete des souris exposées a P. berghei
transgénique de PfCelTOS en présence
des anticorps 4h12 et 7g7 a été obser-
vée. Ainsi, les anticorps anti-CelTOS
permettent une protection de I’hote
mammifere en inhibant I’infection du
foie par les sporozoites.

4h12 et 7g7 bloquent la transmission
de P. falciparum au moustique
Limpact des anticorps sur la capacité
du parasite a infecter le vecteur du
paludisme a été mis en évidence par un
test standard d’alimentation par mem-
brane (SMFA)L. La charge parasitaire a
été évaluée via I'expression de la luci-
férase par les parasites transgéniques
de P. falciparum aprés repas sanguin
du moustique sur membrane. L'autopsie
des moustiques 8 jours aprés le repas
sanguin a démontré une réduction de
66 % du nombre de parasites au sein
du moustique lorsque le sang infecté
était préalablement mis en contact avec
les anticorps monoclonaux. Ainsi, ces
derniers jouent également un role de
blocage de la transmission des para-
sites aux moustiques et cela toujours de
maniére inter-espece entre P. vivax et
P. falciparum.

Conclusion et perspectives

Dans cette étude, I’équipe de Tang WK
et al. a mis en évidence le mécanisme
d’immunité lié a "antigene CelTOS.
Cette protéine impliquée dans le fran-
chissement des membranes cellulaires
a différentes phases du cycle parasi-
taire est conservée entre les especes

!Le repas sanguin contient des gamétocytes préparés en
culture parasitaire dans du sérum humain et les anticorps
monoclonaux 7g7 et 4hl12. Il est placé dans un réservoir a
37°C sur lequel une membrane permet aux moustiques de
s’alimenter du mélange sans I'intermédiaire d’animaux.
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du parasite du paludisme. Les anticorps
anti-CelTOS sont naturellement produits
en faible quantité lors d’une infection
par Plasmodium. Comme CelTOS pos-
sede un faible taux de polymorphisme,
ceci en fait une cible attrayante pour
induire une protection croisée contre les
différentes espéces infectant I'humain.
Cette capacité a produire des anticorps
reconnaissant différentes especes de
Plasmodium est une avancée en com-
paraison avec les vaccins actuels tels
que le vaccin RTS,S puisque ce dernier
est spécifique d’une unique espece,
Plasmodium falciparum, et n’induit
pas d’immunisation croisée [12]. De
plus, et de fagon intéressante, la ol
les vaccins ciblent une unique étape
du cycle, les anticorps monoclonaux
anti-CelTOS 7g7 et 4hl12 produits aprés
immunisation de souris et étudiés par
I’équipe, ciblent deux stades parasi-
taires au sein de I’hote mammifeére et
du vecteur moustique. Ainsi, I"utili-
sation de cet antigene se révele étre
une thérapie prometteuse inhibant le
cycle hépatique et diminuant ainsi le
nombre de mérozoites circulants, infec-
tieux des érythrocytes. Par ailleurs, leur
action contre la transmission au mous-
tique vecteur permettrait un controle
de la circulation du parasite et donc
une baisse de I'incidence de la mala-
die [13]. S’il est tentant d’opposer ces
deux types de vaccins, il ne faut cepen-
dant pas exclure la possibilité d’un effet
synergique d’une vaccination cumulant
les anti-CSP et les anti-CelTOS. Ainsi,
le développement d’un vaccin CelTOS ou
combiné CelTOS et CSP permettrait de
faire un pas de plus vers I'objectif 2030
posé par I’OMS : réduire 'incidence des
cas et la mortalité liée au paludisme
de 90 % [14]. Toutefois, I'efficacité de
cet antigene sur "ensemble des especes
de Plasmodium reste a confirmer afin
de protéger efficacement la population
humaine a risque. ¢
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