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Le paludisme est une maladie infectieuse due aux parasites du genre Plasmodium, qui entraine encore
aujourd’hui de nombreuses victimes dans les régions intertropicales d’Afrique, d’Amérique et d’Asie. Les
traitements actuels rencontrent des problemes de colts élevés et de résistance, d'ou la nécessité de
développer de nouveaux traitements. Dans cet article, les auteurs s’intéressent a une nouvelle cible : la
métallo-aminopeptidase PfA-M1. Linhibition de cette aminopeptidase montre qu’elle est essentielle a la
survie et a la croissance du parasite. La conception, la synthése et I'évaluation biologique d’inhibiteurs de
PfA-M1 de type aminobenzosubérone sont présentées.

Paludisme, Plasmodium falciparum, métalloaminopeptidase, PfA-M1, inhibiteurs, aminobenzosubérone.

PfA-M1: a new therapeutical target against malaria

Malaria is an infectious disease due to Plasmodium parasites, still causing numerous deaths in intertropical
areas of Africa, America and Asia. Existing treatments face problems of high cost and resistance, hence the
need to develop new compounds. In this article, the authors are interested in a new target, PfA-M1 metallo-
aminopeptidase. Inhibition of this aminopeptidase shows it is essential for parasite survival and growth. The
design, synthesis and biological test of PfA-M1 inhibitors based on an aminobenzosuberone scaffold are
described.

Malaria, Plasmodium falciparum, metalloaminopeptidase, PfA-M1, inhibitors, aminobenzosuberone.

Le paludisme reste aujourd’hui une maladie infectieuse
préoccupante et mortelle a travers I'Afrique, I'Asie et I’Amé-
rique. L’Organisation mondiale de la santé (OMS) estime
qu’en 2013, 207 millions de personnes ont contracté la mala-
die et 627 000 personnes en sont décédées [1]. La grande
majorité des victimes sont les enfants de
moins de cing ans et les femmes enceintes.

Le paludisme est endémique dans
104 pays, essentiellement situés dans les
zones intertropicales d’Amérique, d’Asie et
d’Afrique, qualifiées de « ceinture de pau-
vreté » (figure 1a). L’Afrique est de loin le
continent le plus touché, avec 90 % des
déces dans cette zone en 2013. Les consé-
quences de cette maladie entrainent de
grandes difficultés économiques condui-
sant a une diminution du produit intérieur
brut (PIB), pouvant atteindre - 1,3 % dans
les pays ou la transmission palustre est
intense. Les familles et communautés se
retrouvent alors dans une spirale de
paupérisation.

Le paludisme est une maladie infec-
tieuse due a des parasites du genre
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Plasmodium transmis par des moustiques de type Anopheles
(figure 1b). Plasmodium a un cycle complexe de reproduction
orchestré alternativement chez ses deux hotes, moustique et
Homo sapiens selon trois grandes phases : la reproduction
sexuée chez I'anopheéle, suivie d’'une phrase hépatique chez
I’Homme et du cycle érythrocytaire ou reproduction asexuée
(figure 2). |l existe cing espéces de Plasmodium pathogénes
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chez I'Homme : P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale
et P. knowlesi. Les P. falciparum et P. vivax sont les plus
répandus et le P. falciparum est le plus mortel.

Les symptomes de l'infection apparaissent au bout de
sept jours apres la piqlre de moustique et se caractérisent
par des épisodes fébriles aigus. Les premiers symptomes
peuvent étre modérés et difficiles a attribuer au paludisme, ce
qui rend le diagnostic difficile. S’il n’est pas traité dans les
24 heures, le paludisme a P. falciparum peut évoluer vers une
affection sévére, souvent mortelle chez les plus fragiles.

Il N’y a actuellement aucun vaccin homologué et les
moyens existants pour lutter contre le paludisme sont la lutte
directe contre les moustiques, appelée lutte antivectorielle,
ainsi que les médicaments visant la reproduction du parasite
chez ’'Homme.

Dans le cadre de la lutte antivectorielle, ’'OMS préconise
I'utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide pour
toutes les populations exposées au risque d’infection, ainsi
que la pulvérisation intradomiciliaire d’insecticides. Dans
cette lutte, nous pouvons également citer des travaux cher-
chant a détruire le parasite directement chez I’anophele [4].

L’'arsenal thérapeutique chez ’'Homme est quant a lui
composé de trois classes principales de médicaments : les
dérivés quinoléines, dont les plus connus sont la quinine et
la chloroquine, les antifolates, et plus récemment les dérivés
d’artémisinine (figure 3).

La situation reste cependant préoccupante car dans la
plupart des régions du monde, le parasite a développé des
processus de résistance, rendant plus ou moins inefficaces
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les anciens traitements (quinine et chloroquine), vendus a bas
prix. L'OMS préconise actuellement I'utilisation de combinai-
son médicamenteuse a base d’artémisinine en tant que
traitement de premiére ligne contre le paludisme a P. falcipa-
rum. Ces dérivés d’artémisinine sont extrémement efficaces,
mais restent malheureusement colteux pour les populations
défavorisées et présentent des problemes de neurotoxicité
lors de prises a long terme [5]. De plus, des cas de résistance
ont été identifiés dans quatre pays de la sous-région du Grand
Mékong : Cambodge, Myanmar, Thailande et Viet Nam [1, 6].

Rien n’est acquis a ce jour, ce qui encourage fortement
lacommunauté scientifique ala découverte d’alternatives aux
options thérapeutiques existantes. L’identification de nou-
velles cibles thérapeutiques est donc indispensable ; nous
pouvons par exemple citer la N-myristoyltransférase (NMT),
une enzyme essentielle a la survie et la propagation du para-
site [7]. Par ailleurs, il est également important de concevoir
de nouveaux composés peu colteux et peu toxiques.

Récemment, 'aminopeptidase PfA-M1 (Plasmodium fal-
ciparum aminopeptidase de la famille M1) a émergé comme
candidate potentielle pour la conception d’une nouvelle
classe de médicaments antipaludéens [8-9]. Cette enzyme
catalyse le clivage d’acides aminés d’un peptide/d’une protéine
a I'extremité N-terminale. PfA-M1 est une métallo-enzyme
possédant dans son site actif un cofacteur métalliqueion zinc,



Le cycle érythrocytaire correspond a l'invasion des érythrocytes
par les parasites relargués par le foie infecté. Pour sa survie et sa
croissance, le parasite catabolise jusqu’a 75 % des protéines des
érythrocytes, dont majoritairement I’'hémoglobine. La complémen-
tarité des endopeptidases bien connues aujourd’hui (plasmepsine,
falcipaine, falcilysine) et des exopeptidases dont PfA-M1 fournit les
acides aminés indispensables au métabolisme de ce dernier.

essentiel a la catalyse. Elle présente une large spécificité de
substrats (acides aminés basiques, aromatiques et hydro-
phobes).

Cette aminopeptidase a un réle essentiel lors du cycle
érythrocytaire de Plasmodium [10-12]. Elle estimpliquée dans
la derniere étape du catabolisme de I’'hémoglobine en assu-
rant I’hydrolyse des dipeptides en acides aminés, indispen-
sables au métabolisme du parasite (voir encadré).

D’apres des données de protéomique, PfA-M1 est expri-
mée a divers stades du cycle de vie du parasite (mérozoite,
trophozoite, gamétocyte, sporozoite et anneau) [13-14]. Ainsi,
son réle ne se limiterait pas a cette unique activité d’hémo-
globinase mais son inhibition est Iétale pour le parasite. En
effet, le blocage de son activité par des analogues de dipep-
tide (bestatine, figure 4) empéche la croissance de P. falcipa-
rum (souche sauvage et souche résistante a la chloroquine)
en culture et réduit de 92 % la parasitémie dans un modele
murin d’infection a P. chabaudi chabaudi sans sérieuse
toxicité [9, 12, 14-16].

PfA-M1 possede dans son site actif un ion zinc essentiel
ala catalyse. Parmiles inhibiteurs de PfA-M1 décrits a ce jour,
une premiére classe se compose, de fagon classique, d’un
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groupe chélatant le métal dans une structure de type pepti-
diqgue, comme les acides hydroxamiques, peu sélectifs
(figure 4). Des analogues de I'intermédiaire tétraédrique de
I’état de transition ont également été développés, i.e. des
acides phosphiniques et des analogues de bestatine [16-19].
Ces inhibiteurs présentent I'inconvénient d’étre peu sélectifs
de la famille M1. Bien que des activités d’inhibition de I'ordre
du nanomolaire soient observées in vitro sur cette enzyme, la
croissance du parasite n’est inhibée qu’a des concentrations
mille fois plus élevées, ce qui peut étre lié a la biodisponibilité
et perméabilité des composés étudiés.

Ces derniéres années, notre laboratoire a congu et déve-
loppé des inhibiteurs de ’APN/CD13 de mammiféere, ecto-
enzyme ubiquitaire multifonctionnelle qui semble impliquée
dans larégulation de peptides signaux, ainsi que dans les pro-
cessus d’activation et de migration cellulaire [20]. Des com-
posés de type aminobenzosubérone se sont avérés particu-
lierement puissants et sélectifs de I’APN/CD13, interagissant
avec le cceur de la machinerie catalytique (figure 4) [21-23].
PfA-M1 et ’APN/CD13 de mammiféere appartiennent toutes
deux a la famille M1 des aminopeptidases. Bien qu’elles ne
présentent que 30 % d’homologie de séquence, elles ont un
repliement similaire et les acides aminés catalytiques sont
extrémement conservés. En tenant compte des particularités
structurales liées a I’espece considérée, nous pouvons adap-
ter ce chassis moléculaire a PfA-M1.

Afin de prédire I'orientation de ces composés dans le site
actif de I'enzyme et de pouvoir ainsi guider la syntheése orga-
nigue, nous avons mené des simulations de docking molé-
culaire pour le complexe PfA-M1-aminobenzosubérone I
(figure 5) [24]. Ce modele souligne I'interaction du substituant
phényle A dans le sous-site S’y qui peut étre modulé afin
d’optimiser I'occupation de ce sous-site. Par ailleurs, nos
molécules ne développeraient aucune interaction avec le
sous-site S4 de ’enzyme, indication qui peut étre également
exploitée (substitutions en position 9).

/-
NH, )

Acide phosphinique Aminobenzosubérone |

I"actualité chimique - novembre 2014 - n® 390




Tableau - Activités in vitro sur I’enzyme recombinante PfA-M1 et activités in cellulo (3D7 : souche sauvage ; FcB1 : souche résistante a la

chloroquine).
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K; rPfA-M1 (uM) 0,478 0,006
IC50 3D7 (LM) 8-14 -
IC5¢ FcB1 (uM) 10 24
Ratio IC5¢/K; 16-29 4 000
Réf. [16] 9]
Br OSiR3
C@»OSRS
DMDO (2 étapes)
(4 étapes) in situ séparation
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e e (e
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La figure 6 illustre la voie de synthése donnant acces a
une variété d’analogues aminobenzosubérone substitués en
position 4. L’intermédiaire clé silyloxy-cétone 3 est obtenu
par oxydation de Rubottom de I’énol silylé 2, lui-méme syn-
thétisé en quatre étapes a partir des produits commerciaux.
Une séquence oximation/désilylation permet de former les
deux isoméres de I'oxime 4, qui sont alors séparés par chro-
matographie. La réduction de I'oxime par le systéme NaBH,/
CoCl, est effectué sans déhalogénation du cycle aromatique.
La protection de I’'amine et I'oxydation de I'alcool conduisent
au composé 6, qui peut étre couplé a divers aromatiques via
un couplage de Suzuki, puis déprotégé. Le couplage, réalisé
a I'avant-derniere étape de la synthése, permet de générer
une grande diversité de composeés.

Actuellement, de nouvelles voies de syntheése permettant
de concevoir des composés favorisant les interactions avec
le sous-site S sont a I'’étude dans le laboratoire.

Les analogues aminobenzosubérone décrits précédem-
ment ont été évalués in vitro sur I’enzyme recombinante PfA-
M1 et in cellulo sur la croissance de P. falciparum. Quelques
exemples représentatifs sont rapportés dans le tableau en
comparaison avec les données de la littérature. Les relations
structure-activité déterminées sont particulierement encou-
rageantes : plus I'inhibiteur est puissant sur I’enzyme, plus
son activité antiparasitaire est intéressante. Nos composés
inhibent la croissance du parasite et ont des activités in cellulo
similaires aux composés de la littérature. lls ont I’'avantage de
présenter une bonne pénétration cellulaire et parasitaire
puisque le ratio entre I'activité in vitro et in cellulo n’est que
de dix. De plus, ce chéassis moléculaire offre de grandes
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possibilités de modification et donc d’opti-
misation de I'affinité pour PfA-M1. D’autres
analogues aminobenzosubérone sont en
cours de synthese et laissent penser qu’une
amélioration de I'activité in vitro conduira
a une amélioration de I'activité in cellulo.

NH,
Notre laboratoire congoit et développe

7 des inhibiteurs particulierement spéci-

R = Ar, Het

fiques des aminopeptidases de la famille
M1. Ces composés inhibent la croissance
du parasite avec des IC5y de 'ordre du
micromolaire en corrélation trés étroite
avec I'inhibition de PfA-M1. Nous avons montré que ce chas-
sis moléculaire offre une bonne pénétration cellulaire et para-
sitaire, signifiant que des composés de cette famille encore
plus puissants in vitro vont permettre de diminuer fortement
les concentrations effectives sur le parasite, en accord avec
le développement actuel de nouveaux analogues au sein de
notre laboratoire. Ce sont également d’importants outils bio-
logiques qui vont permettre de parfaire notre connaissance
sur le role de PfA-M1 dans les différents stades du cycle
érythrocytaire et/ou du cycle complet de reproduction de
Plasmodium.
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