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INTRODUCTION



LE PALUDISME ET PLASMODIUM FALCIPARUM

Le paludisme est la maladie infectieuse la plus importante affectant '’humanité, apres
la tuberculose. Prés de 40% de la population mondiale vit dans une zone a risque et 1,5 a 2,7
millions de personnes meurent chaque année, dont 1 million d’enfants de moins de 5 ans soit
1 enfant toutes les 30 secondes (http://www.who.int/malaria). Les autres personnes a haut

risque d’infection sont les femmes enceintes et les voyageurs non-immunisés.

Parmi les quatre especes de Plasmodium parasitant 'homme, P. falciparum est de loin
l'espece la plus pathogene, induisant des atteintes neurologiques (neuropaludisme ou
malaria cérébrale), hématologiques (anémie sévere) et / ou des complications durant la

grossesse (paludisme gestationnel).

La situation est d'autant plus préoccupante que depuis plusieurs années, il y a
coincidence entre le développement grandissant de résistances des parasites face aux
meédicaments et des moustiques face aux insecticides, du changement global du climat, de la
pauvreté continue et de l'instabilité politique, principalement en Afrique. Aucun vaccin n'est

aujourd'hui disponible.

I - Historique

Le paludisme est une maladie transmise par un moustique appelé "anophele" et est
causé par un petit parasite protozoaire du genre Plasmodium qui infecte alternativement
I'homme et le moustique. C'est une maladie tres ancienne et on pense que I'homme

préhistorique a dii en souffrir (Desowitz 1991).

On rapporte l'existence de fievres mortelles, que I'on pense causées par le paludisme,
depuis que 1'écriture existe (soit vers 6000 ou 5500 av. J.-C.). Les textes védiques datant de

1600 av. J.-C., en Inde, et ceux d'Hippocrate, du Ve siecle av. J.-C., en font mention.

La maladie est probablement originaire d'Afrique et a suivi les migrations humaines
vers les cotes de la Méditerranée, jusqu'en Inde et en Asie du Sud-Est. Dans le passé, le
paludisme était fréquent dans les marais Pontins, autour de Rome et son nom a été tiré de

l'italien (mal-aria ou "mauvais air"). Il était aussi connu sous le nom de fievre romaine.



Les "traités de médecine" des Mayas et des Azteques ne mentionnent pas le
paludisme. Il semble que les colonisateurs européens et les esclaves aient apporté le

paludisme dans le Nouveau Monde, ou I'anophele existait déja.

Il'y a plus de 350 ans, les Amérindiens employaient déja le quinquina ou Cinchona, un
arbre d'Amérique du Sud, sous forme de décoction d’écorce pour traiter le paludisme. Ayant
constaté les propriétés antipaludiques de I'écorce de quinquina, les missionnaires jésuites
venus en Amérique du Sud les ont fait connaitre en Europe des 1630, et en Inde, des 1657
(Talisuna et al. 2004). En 1820, les pharmaciens parisiens Pelletier et Caventou ont extrait et

identifié le principe actif du quinquina : la quinine, un alcaloide végétal toxique.

En 1880, Charles-Louis-Alphonse Laveran, un médecin de l'armée frangaise (prix
Nobel de médecine en 1907), a découvert le parasite responsable du paludisme en examinant
des échantillons de sang au microscope, en Algérie. Sa découverte a alors été rejetée par le
milieu médical et ce n'est qu'en 1886 qu'elle fut acceptée par les scientifiques italiens, les

chefs de file dans le domaine a cette époque (Nosny 1980).
En 1882, on a émis I'hypothese de la transmission de la maladie par un moustique.

Le 18 décembre 1897, le British Medical Journal signalait que le docteur Ronald Ross
avait découvert des kystes paludéens dans les parois de I'estomac d'anopheles ayant piqué

un malade atteint de paludisme (Dobson 1999).

En juillet 1898, Giovanni Batista Grassi, un scientifique italien, a décrit les
transformations du parasite dans le moustique et prouvé que le paludisme observé chez

I'homme était transmis par des moustiques du genre Anopheles (Fantini 1999).

La quinine devint introuvable lorsque Java tomba aux mains des Japonais durant la
Deuxieme Guerre mondiale. Il fallait donc mettre au point de toute urgence un
antipaludique synthétique. Contrairement a la quinine, tirée de 1'écorce d'un arbre, la
chloroquine est un produit synthétique qui appartient aux composés dits amino-4-
quinoléines. La chloroquine a été mise au point par une société pharmaceutique allemande,

en 1934.



En 1950, des projets pilotes de pulvérisation de DDT pour lutter contre le paludisme
ont pris forme. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a lancé des programmes

d'éradication du paludisme a I'échelle mondiale au milieu des années 1950 (Giglioli 1951).

Dans les années 1960, des souches de Plasmodium falciparum résistantes a la
chloroquine sont apparues a cause de son utilisation excessive et, probablement, de doses
insuffisantes. A ce moment-la, il n'y avait pas de médicament susceptible de traiter ces
formes de paludisme résistantes a la chloroquine sauf l'antipaludique le plus ancien, la
quinine. Un dérivé de quinoléine a été synthétisé, il s'agit de la méfloquine dont la structure
chimique ressemble a celle de la quinine. Le gqinghaosu, dérivé d'une plante (Artemisia annua
L), employé depuis plus de deux mille ans en Chine pour traiter les fievres associées au
paludisme a donné naissance a un « nouvel » antipaludique : 'artémisine. On a démontré
l'efficacité de ce médicament contre les formes mortelles de paludisme a Plasmodium
falciparum et contre les souches de P. falciparum résistantes a la chloroquine (Pe Than and Tin

1986).

De 1955 jusqu'aux années 1970, I'U.S. Agency for International Aid (USAID) a versé
environ un milliard de dollars a 'OMS et a différents programmes nationaux d'éradication
du paludisme. En 1967, ayant réalisé qu'il était impossible d'éradiquer le paludisme dans le
monde pour différentes raisons, 'OMS a mis en oeuvre des moyens afin de limiter I'ampleur
de la maladie. En 1972, devant son échec, 'OMS a mis fin au programme mondial

d'éradication du paludisme.

Les premieres tentatives de développer un vaccin datent des années 70. Le vaccin SPf
66 a été le premier a étre testé sur le terrain en 1988 (Millet et al. 1993). Il a produit une faible
réduction des cas cliniques en Amérique latine mais n’a fait preuve d’aucune efficacité en
Afrique. Depuis, les essais vaccinaux se sont multipliés mais font face a la complexité du
développement du parasite chez ses deux hotes successifs, 'homme et le moustique ainsi

qu’a un mécanisme d’échappement au systeme immunitaire extrémement compliqué.

En 2001, 'OMS proclame la période 2001-2010, la décennie des Nations Unies pour
faire reculer le paludisme dans les pays en voie de développement, particulierement en
Afrique (Decade to Roll Back Malaria). Le programme Roll Back Malaria constitue la seule

tentative coordonnée contre la maladie (WHO 2000).



Les projets de séquengage du génome de Plasmodium falciparum et d'Anopheles gambiae
(principal moustique vecteur du paludisme) ont été initié en 1996 et 1998, respectivement,
par un Consortium International des Centres de Génome et la séquence des génomes

complets ont été publiés en 2002 (Gardner et al. 2002; Holt et al. 2002).

Depuis 100 ans, tous les efforts visant a maitriser le paludisme ont échoué. La
séquence des génomes du Plasmodium et de 1'anophele marque un tournant et permettra
d'explorer des aspects encore inconnus de la biologie du parasite et de son vecteur afin de
promouvoir le développement de nouvelles stratégies destinées a contrdler le paludisme, y

compris des diagnostics, vaccins et médicaments.

IT - Taxinomie et biodiversité.

Laveran appela l’organisme qu’il observa le 6 Novembre 1880, Laverania falcipara, qui
est devenu plus tard Plasmodium falciparum. Ce sont surtout des caracteres morphologiques
et des particularités du cycle biologique qui ont été utilisés comme criteres taxinomiques
dans la classification classique de Garnham. Aujourd’hui, Plasmodium falciparum prend place
dans le regne des protistes (sous Alveolata sous Eukaryota) et appartient au Phylum des
organismes parasites obligatoires, les Apicomplexa (anciennement Sporozoa, "capables de
germer d’autres cellules") (Vivier 1989) et a l'ordre des Haemosporida. En terme
morphologique, les Apicomplexa présentent un complexe apical, outil qui leur permet de

pénétrer a l'intérieur de la cellule hote.

Tableau 1. Classification des Apicomplexa.

Classification des Apicomplexa (Sporozoa), Selon Karapelou 1987.

Classe Ordre Famille Genre
Haemospridea Haemosporida Plasmodiidae Plasmodium
Coccidea Eimeriida Eimeriidae Eimeria
Cryptosporiidae Cryptosporidium
Sarcocystiidae Sarcocystis
Toxoplasma
Piroplasmidea Piroplasmida Babesiidae Babesia
Theileriidae Theileria
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Le genre Plasmodium comprend pres de 200 especes constituant un groupe de 9 sous-
genres de parasites intracellulaires obligatoires de vertébrés, capables de se développer
uniquement chez les mammiferes (3 sous-genres), les oiseaux (4 sous-genres) et les lézards (2
sous-genres) (Rich and Ayala 2003). Pour tous les Plasmodium parasites de primates et de
rongeurs, les moustiques vecteurs appartiennent exclusivement au genre Anopheles. Les
parasites des humains et des primates font tous partie soit du genre Plasmodium
(Plasmodium) soit du sous-genre P. (Laverania), alors que toutes les autres especes infectant les

mammiferes font partie du sous-genre hétérogene P. (Vinckeia).

Toutes les hémosporidies se trouvent dans le sang de vertébrés, comme le suggere
leur nom. Elles ont toutes deux hotes : un hote vertébré chez lequel se passe la reproduction
asexuée (I'hote intermédiaire) et un insecte piqueur chez lequel se passe la reproduction

sexuée (I'hote définitif).

III - Le paludisme
IIL.1 - Symptomes

Les manifestations cliniques du paludisme sont tres diverses. Le paludisme débute
par une fievre 8 a 30 jours apres l'infection, qui peut s'accompagner - ou non - de maux de
téte, de douleurs musculaires, d'un affaiblissement, de vomissements, de diarrhées, de toux.
Des cycles typiques alternant fievre, tremblements avec sueurs froides et transpiration

intense, peuvent alors survenir : c'est "l'acces palustre”.

La périodicité de ces cycles dépend de l'espece de parasite en cause, et coincide avec
la multiplication des parasites et I'éclatement des globules rouges, qui conduit également a
I'anémie. Classiquement, P. falciparum provoque la fievre tierce maligne (survenant toutes les
48 h), P. ovale et P. vivax provoquent la fievre tierce bénigne, enfin, P. malariae provoque la
fievre quarte (survenant toutes les 72 h). Le paludisme a P. falciparum peut étre exempt de ces
acces, mais peut étre fatal s'il n'est pas traité. Dans certains cas, les globules rouges infectés
peuvent bloquer les vaisseaux sanguins irriguant le cerveau : c'est I'acces pernicieux ou
neuropaludisme, souvent mortel. Dans les régions ou le paludisme est hautement

endémique, les personnes régulierement piquées par des moustiques infectés deviennent
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naturellement immunisées ("immunité acquise") et sont alors des porteurs asymptomatiques

de l'infection.

II1.2 - Répartition des especes

Plasmodium vivax est le moins exigeant en température et sa présence est la plus
étendue. L’éradication est pratiquement achevée en Europe. Il est présent dans le Bassin
méditerranéen (Turquie, Moyen Orient, Afrique du Nord), dans toute la partie tropicale de
I’Asie, peu important en Afrique tropicale, absent de I'Afrique de I'Ouest, présent a
Madagascar, Ile Maurice et Comores et dans les régions de basse altitude de 1"’Amérique

Centrale et du Sud.

Plasmodium ovale est 'espece la plus rare. Il est présent surtout en Afrique Centrale, ne
tue pas mais peut entrainer des rechutes 4 a 5 ans apres la primo infection (risque de

reviviscence).

Plasmodium malarige est le plus fréquent en Afrique tropicale, présente quelques
foyers en Afrique du Nord mais aussi en Amérique Centrale et du Sud (mer des Caraibes et
Golfe du Mexique) et en Asie (Iran). Cette espece n'est pas meurtriere mais peut entrainer

des rechutes jusqu'a 20 ans apres la primo infection.

Plasmodium falciparum, I'espéce la plus pathogene et la seule responsable des cas

mortels est prépondérante dans les régions tropicales d'Afrique, d'Amérique Latine et d'Asie.

II1.3 - Paludisme d'importation ou des voyageurs

La France est la nation européenne la plus touchée par le paludisme d’importation,
avec plus de 7000 cas estimés en 2001, dont 90 % en provenance d'Afrique (Centre National
de Référence de I'Epidémiologie du Paludisme Importé et Autochtone). 80 % des cas
enregistrés en France sont dus a P. falciparum. La mortalité est de 1'ordre de 1 % a cause du
neuropaludisme. Malgré tout, P. falciparum ne s’implante pas car la température est
insuffisante et faute de vecteur local compatible alors que P. vivax supporte des températures
plus basses et peut étre transmis par un vecteur européen potentiel tel que Amnopheles

labranchiae comme cela a été décrit en Italie (Baldari et al. 1998).
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II1.4 - Transmission et population exposée

Le paludisme est transmis a 'homme par la piqlire d'un moustique femelle, elle-
méme infectée apres avoir piqué un homme impaludé : la femelle, en prenant le repas de
sang nécessaire a la complétion de son cycle ovogénique, injecte le parasite a son hote. La
transmission de Plasmodium d'un homme a un autre se fait donc par l'intermédiaire du
moustique, le principal en cause étant Anopheles gambige. 11 existe un seul cas de
contamination inter-humaine directe, lorsqu'une femme enceinte infectée contamine son
enfant par voie transplacentaire. Le paludisme transfusionnel est rare, mais il demeure une
complication grave potentielle a cause de la persistance asymptomatique du parasite de
certains donneurs. De la méme maniere, une contamination lors d'une greffe d'organe reste

possible (Fischer et al. 1999).

Figure 1. Le vecteur du paludisme: Anopheles gambiae lors d’un repas sanguin.

Le role des vecteurs est trés important dans 1'épidémiologie des maladies, dans
lesquelles ils interviennent. Généralement, ils focaliseront la maladie, c’est-a-dire que leur
présence, indispensable a la transmission, décidera de sa présence ou de son absence dans

une zone géographique.

Partout ot les conditions de milieu permettent I'implantation de I'anophele et
I'accomplissement de son cycle de reproduction, le paludisme sévit a 1'état endémique et
atteint souvent des populations rurales et pauvres des pays en développement. Les zones
tropicales et subtropicales sont particulierement favorables a sa transmission. Les risques ne

sont pas également répartis. Les facteurs climatiques (température et pluviométrie),
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I'environnement et la biogéographie conditionnent la distribution des especes d’anopheles et
modulent I'intensité de la transmission. Dans les zones intertropicales chaudes et humides,
les anopheles abondent en permanence. En zones subtropicales ou tempérées chaudes la
transmission du paludisme n'est possible qu'a la belle saison, époque favorable au
développement du moustique. Le risque varie, dans une méme région, selon les époques et

le lieu ou l’on se trouve :

. la nuit : le risque est a son maximum. L’activité maximale des moustiques se situe

entre 22 h et 4 h du matin.

. les zones rurales : le risque est bien plus important en milieu rural qu’en ville. On ne
rencontre pas de paludisme dans les villes d’Asie et d’Amérique du Sud (contrairement a

I’ Afrique subsaharienne).

. la saison des pluies : Le risque s’accroit a la fin de la saison des pluies, lorsque le

taux d’humidité élevé favorise la prolifération des moustiques.

. laltitude: le risque change aussi selon l'altitude, l'anophele ne peut guere se

reproduire au-dessus de 1500 m en Afrique et au-dessus de 2500 m en Asie et en Amérique.
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Figure 2. Distribution globale de ’endémie palustre due a P. falciparum.

Classes d’endémie : en vert clair, zones ot la prévalence de l'infection infantile < 10 %, en vert,
zones ou la prévalence de l'infection infantile est comprise entre 11 % et 50 % et en vert foncé, zones
ou la prévalence de I'infection infantile > 50 %. En jaune : ces zones non classées représentant 6 % de la
population a risque sont dues a une contradiction avec le tracé des limites de risque d’endémie établi
en 2002. En gris, zones en dehors des limites de transmission et zones dont la densité de population
est inférieure a 1 personne/km? (Snow et al. 2005).
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Bien entendu, dans le cas du paludisme, et plus largement lorsqu’il s’agit de zoonoses
(maladie commune a 'homme et a I'animal), des parametres tenant a I’'homme lui-méme
vont s’ajouter a ceux qu'imposent le cycle et ses protagonistes naturels. Parmi ces éléments,
les conditions de vie des populations sont extrémement importantes : en effet, un grand
nombre de parasitoses sont des maladies de la pauvreté. En particulier, parmi les parasitoses
qui sévissent dans les régions chaudes, leur répartition n’a pas toujours été limitée a ces
zones, mais elles ont disparu des pays développés sous leffet de l’amélioration des

conditions de vie et d’hygiene.

II1.5 — Traitement et recherche d'un vaccin

La quinine est restée pendant longtemps le traitement de choix de l'acces palustre par
sa rapidité d'action. Lors du traitement par la quinine ou ses dérivés, ces produits se
concentrent a l'intérieur des érythrocytes et tuent le parasite a son stade de développement

schizonte.

L’apparition de la résistance des anopheles aux insecticides suite aux méthodes
d’éradication de masse avec notamment l'utilisation du dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT, 1955-1969) et la chimiorésistance de P. falciparum ont contribué a la détérioration de la
situation du paludisme ces trente dernieres années. La résistance de P. falciparum a la
chloroquine est apparue vers 1957 a la frontiere entre la Thailande et le Cambodge et en
Colombie (Payne 1987) puis s’est étendue dans toutes les directions de 1’Asie du Sud-Est,
Centrale et Occidentale et de ’Amérique du Sud. A la fin des années 70, la chloroquino-
résistance s’est identifiée en Afrique de I'Est et se propage depuis lors d’Est en Ouest a

travers le continent (Wernsdorfer 1991).

Face a la chimiorésistance grandissante de P. falciparum, on ne dispose que de peu de
composés anti-paludiques : chloroquine, amodiaquine, pyriméthamine-sulfadoxine, quinine,
méfloquine, halofantrine et artémisine. Aucun de ces médicaments n’égalent la chloroquine

en colt, sécurité et disponibilité sur le marché.

Par ailleurs, la lutte anti-vectorielle a échoué dans la plupart des pays tropicaux et est
aujourd’hui pratiquement abandonnée. Enfin, une des difficultés majeures dans la mise au
point dun vaccin contre Plasmodium est, qu'au cours de sa vie, le parasite passe

successivement par plusieurs stades avec des phases d'intense multiplication asexuée chez
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I'homme (dans les cellules du foie -phase hépatique - puis dans les globules rouges du sang -
phase érythrocytaire) et une phase de reproduction sexuée suivie de multiplication, chez
l'insecte. Chaque cycle se termine par la libération d'un parasite d'une forme différente, donc
porteur d'antigenes différents et induisant des réponses immunitaires différentes, ce qui
complique d'autant la recherche d'un vaccin. Un des freins majeurs a la recherche d'un
vaccin antipaludique reste l'absence de modéle animal : les rongeurs ne sont pas sensibles
aux mémes souches que I'homme, et les singes ne développent pas de pathologie cérébrale

comme l'espece humaine.

IV - Plasmodium falciparum
IV.1- Origine

P. falciparum a pour ancétre d’origine P. reichenowi, un parasite de chimpanzé décrit
entre 1917-1920 par Reichenow (Reichenow 1920). On ne peut distinguer ces 2 especes
morphologiquement mais elles présentent cependant une forte spécificité d’hote, elles
auraient divergé il y a 5-10 millions d’années en méme temps que les chimpanzés et les
hominidés. Le clade falciparum-reichenowi est éloigné de P. malariae et P. vivax, autres especes
de parasites humains, elles aussi éloignées I'une de l’autre mais il est monophylétique avec

les parasites aviaires, P. gallinaceum et P. lophurae.
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Figure 3. Arbre phylogénétique construit a partir des séquences du géne SSU rRNA de
onze especes de Plasmodium.

Pfa: P. falciparum; Pre: P. reichenowi; Pga: P. gallinaceum; Plo: P. lophurae; Pme: P.
mexicanum; Pma: P. malariae; Pvi: P. vivax; Pcy: P. cynomolgi; Pfr: P. fragile; Pkn: P. knowlesi; Pbe: P.
berghei (Escalante and Ayala 1994).
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IV. 2 - Cycle de vie du parasite

Le cycle des Plasmodium est complexe et comporte deux phases essentielles (Figure 4)

une phase de différenciation sexuée chez le moustique, 'hote définitif qui héberge la

forme adulte. Cette phase sexuée, associée a un arrét de prolifération et initiée chez 1’'homme
aboutit a la fécondation ; elle est responsable de la dissémination du parasite par le

moustique,

une phase de prolifération asexuée chez le moustique puis chez 'homme, 1'héte

intermédiaire qui héberge la forme immature. Cette phase asexuée comprend 3 étapes de
multiplication intense : la sporogonie, la schizogonie hépatique et la schizogonie
érythrocytaire. La schizogonie érythrocytaire est responsable des manifestations cliniques du

paludisme (fievre et anémie).

L’homme constitue le réservoir du parasite.
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Figure 4. Cycle de vie de Plasmodium falciparum.

(Bannister and Mitchell 2003).
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IV.2.1- Le cycle chez I'anophéle, I'hote invertébré
Chez I'anophele femelle s'effectue le cycle sexué ou fécondation. En prenant son repas
sanguin sur l'homme impaludé, l'anophele absorbe des gamétocytes qui assurent la

poursuite du cycle (Figure 4 et 5).

Dans I'estomac du moustique, les gamétocytes males et femelles se transforment tres
rapidement en microgametes males et macrogametes femelles, c’est la gamétogénese.
L'exflagellation a lieu entre 7 et 10 min apres le début du repas sanguin. Pendant cette
période incroyablement courte, trois divisions chromosomiques ont lieu dans le noyau, en
méme temps que 'assemblage de novo de 8 axonemes typiques conduisant a la formation de
huit gametes flagellés par gamétocyte. La diminution de température, I'élévation de pH et
I'exposition a des molécules du moustique tel I'acide xanthurénique, sont autant de facteurs
impliqués dans l'induction de I'exflagellation (Billker et al. 1998; Garcia et al. 1998; Nijhout
and Carter 1978; Sinden 1983).

B (]

Figure 5. Gamétocytes puis exflagellation de P. falciparum visualisés apres coloration au
Giemsa d’un frottis sanguin, par microscopie optique (x 1000).

La fécondation a lieu lorsque I'un des microgametes fusionne avec un macrogamete
pour former d'abord un zygote, puis un ookinéte tres mobile. Suite a la fusion du petit
noyau male et du gros noyau femelle, le génome diploide est immédiatement réduit au stade
haploide au moyen d'une méiose (Janse et al. 1986; Sinden and Hartley 1985; Sinden et al.
1985). Au cours de cette méiose, les deux paires de chromosomes plasmodiaux viennent en
contact, donnant lieu a des recombinaisons et des réarrangements inter- et intra-

chromosomiques.
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L'ookinete, forme invasive asexuée, traverse activement la paroi de l'estomac de
I'anophele et se fixe au niveau de sa face externe formant l'oocyste, dans lequel
s'individualisent les sporozoites fusiformes (8 a 12 um de long) : c’est la sporogonie,
premieére étape de multiplication asexuée. Libérés par I'éclatement de 1'oocyste, ces derniers
gagnent avec prédilection les glandes salivaires de 1’anophele. Apres maturation des
sporozoites par l'expression différenciée de certains genes, le moustique devient alors

infectieux et le reste pendant environ un mois (Kaiser et al. 2004).

Au final, le repas sanguin (1 a 2 pl) ingéré par la femelle anophele contenant 1 a 10°
gamétocytes conduira a la formation de 12 macrogametes, dont 5-6 deviendront des
ookinetes, et 2 se développeront en oocystes 2-7 jours plus tard. A partir de 16000
sporozoites issus de ces 2 oocystes, seulement 10-20 seront inoculés par I’anophele infectée
lors de ses repas suivants. Cet important goulet d’étranglement suggere que la
différenciation du parasite est séverement contrainte par I'environnement du moustique et

donc par les interactions hote-parasite.

IV.2.2 - Le cycle chez ’homme, I'hote vertébré.

L'anophele femelle injecte a I'homme, lors d'un nouveau repas sanguin, les
sporozoites qui en une demi-heure migrent, via la circulation sanguine, vers le foie pour
entamer la schizogonie hépatique ou schizogonie exo-érythrocytaire. Apres plusieurs
migrations a travers 1'épithélium, les sporozoites migrent le long de l'endothélium pour
traverser les cellules macrophagiques de Kupffer. Ils pénetrent ensuite plusieurs hépatocytes
avant de trouver I'hépatocyte ou il démarrera son développement (Frevert 2004). Ils
envahissent ensuite les cellules hépatiques, ou ils se "cachent” sous le nom de cryptozoites.
Apres 6-7 jours, ils se différencient en schizontes hépatiques matures (40 a 100 p) et se
divisent tres activement pour donner naissance, en quelques jours, a des dizaines de milliers
de nouveaux parasites : les "mérozoites”, forme infectieuse pour les érythrocytes. Les cellules
du foie éclatent en libérant ces parasites dans le sang : la, ils pénetrent a l'intérieur des

globules rouges et débutent le cycle érythrocytaire.

Les rechutes tardives de paludisme observées lors d'infections par P. vivax et P. ovale
sont dues a la possibilité pour les stades cryptozoites de subsister sous une forme latente

("hypnozoite") dans la cellule hépatique de 'homme. Les rechutes tardives des personnes
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infectées par P. malariae résultent, quant a elles, de la persistance de formes "quiescentes"
dans le réseau lymphatique humain. P. falciparum ne présente ni hypnozoites ni schizogonie

tissulaire secondaire.

Lorsque les globules rouges parasités éclatent a leur tour, les mérozoites libérés dans
la circulation sanguine infectent de nouveaux globules rouges ou érythrocytes. C’est le début

du cycle asexué érythrocytaire ou schizogonie érythrocytaire.

Apres l'invasion des érythrocytes par les mérozoites, le développement du parasite
commence par le stade anneau, qui tient son nom de sa morphologie apres coloration au
Giemsa (Figure 6, stades 2-10). I évolue en forme trophozoite mesurant 2 a 3 um et possede
une volumineuse vacuole nutritive qui refoule en périphérie son cytoplasme et son noyau
(Figure 6, stades 11-18). Il grossit, et son noyau se divise c'est alors un schizonte qui se
charge de pigment malarique brun ou hemozoine résultant de la digestion des constituants
de l'érythrocyte, notamment 1'hémoglobine. La multiplication des noyaux dont chacun
s'entoure d'une plage cytoplasmique forme un schizonte m{ir ou un corps en rosace (Figure
6, stades 19-26). Le corps en rosace dilaté et miir éclate, puis libere 16 a 32 mérozoites qui
vont parasiter de nouveaux érythrocytes et effectuer de nouveaux cycles schizogoniques

érythrocytaires.

La lyse des érythrocytes est relativement synchronisée et chaque cycle érythrocytaire
dure 48 heures pour P. falciparum (Figure 7), rythmant ainsi les acces thermiques périodiques

(fievres tierces).

Apres plusieurs cycles schizogoniques, certains trophozoites vont étre détournés du
cycle érythrocytaire pour former des éléments a potentiel sexué (male et femelle), et se
différencier en gamétocytes, premiere étape de la phase sexuée de I'hématozoaire ou
gamétocytogénése (Figure 6, stades 27-30). A maturité, les gamétocytes restent dans le sang
périphérique de I'homme et ils ne vont continuer leur développement que s'ils sont absorbés
par un anophele ; c'est donc en changeant d'hote a partir de ce stade bloqué que Plasmodium

peut continuer son cycle et assurer sa dissémination.
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Figure 6. Représentation du cycle érythrocytaire détaillé de P. falciparum.

D’apres (Coatney et al. 1971).

22



o

- ' I F
. | | "
&
«
] e

Figure 7. Formes cellulaires érythrocytaires de P. falciparum visualisées apreés coloration
au Giemsa d'un frottis sanguin, par microscopie optique (x 1000), (Silamut et al. 1999).

Chacune des étapes du développement de Plasmodium comprend une séquence
complexe d’événements moléculaires. Tout au long de son cycle cellulaire, le parasite
présente des formes et des tailles différentes, qui refletent des fonctions tres différentes

(Figure 5- 7).

IV.2.3 - Description cellulaire et moléculaire des stades sanguins de P.
falciparum.

P. falciparum se développe dans le globule rouge en 48 heures. Au cours de son cycle,
il modifie la cellule érythrocytaire de sorte a en tirer ses nutriments et combattre les défenses
de I'hote, avant de s'échapper et d'envahir un nouveau globule rouge par un processus a
multiples étapes. Ces évenements sont reflétés par la morphologie constamment changeante

du parasite (Bannister and Mitchell 2003).

Le mérozoite est une cellule adaptée morphologiquement et fonctionnellement a
l'invasion de l'érythrocyte et a la formation de la vacuole parasitophore. Comme les autres
stades invasifs (sporozoite et ookinete), il a une courte durée de vie, il doit envahir un
érythrocyte en moins de 10 minutes apres avoir été libéré du schizonte. Brievement

extracellulaire, il est exposé au systeme immunitaire de I'hote, c'est donc un stade important
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en terme de recherche immunologique. La surface du mérozoite est recouverte d'un manteau
poilu, qui lui permet d'adhérer aléatoirement puis de s'attacher au globule rouge. L'invasion
est initiée par une interaction avec la cellule hote par l'intermédiaire des protéines de surface
du mérozoite comme les MSP (Chitnis and Blackman 2000). Au péle apical, se situe la
machinerie nécessaire a l'invasion (d'ou son appartenance aux Apicomplexa) c'est-a-dire les
rhoptries, les micronemes et les granules denses. Si la proéminence apicale touche
'érythrocyte, le mérozoite se réoriente tres rapidement et une jonction irréversible se forme
impliquant l'intervention de protéines micronémales telles que AMA1 (Narum and Thomas
1994). Les 3 organelles apicales déversent alors leur contenu séquentiellement lors de
l'invasion et entrainent alors un changement de forme et de composition de la membranaire
érythrocytaire ainsi que la formation de la vacuole parasitophore (Chitnis and Blackman
2000). Au pole basal, le noyau se place a l'opposé de l'apex et est accompagné de la
mitochondrie et du plastide qui se colocalisent avec un cytosquelette constitué de 2 a 3
microtubules adossés a 3 anneaux apicaux conférant au mérozoite sa forme ovoide. Entre les
rhoptries et le noyau, une mine de ribosomes libres constitue une ressource pour la synthese

protéique accélérée au stade anneau.

0 a 18 h post-invasion : Apres l'invasion de I'érythrocyte, le parasite s'aplatit en un fin
disque concave, dense en périphérie ou se localise le noyau qui s'allonge, conférant au
parasite une forme d'anneau visualisé en coloration au Giemsa (Figure 6 et 7). La vacuole
parasitophore contenant le parasite s'ajuste alors parfaitement a la physionomie du globule
rouge et le parasite se nourrit alors des constituants érythrocytaires par le cytostome.
Simultanément, il digere I'hémoglobine, sa principale source en acides aminés, formant un
pigment brun caractéristique et exporte des protéines parasitaires vers I'érythrocyte altérant
ainsi sa structure membranaire ; altérations dont il tire moult avantages, dont I'augmentation
de la perméabilité membranaire pour la pénétration sélective des nutriments et 1'expression
de molécules cytoadhérentes déterminante dans la physiopathologie de neuropaludisme.

L'anneau évolue vers une forme plus ronde mais aussi irréguliere, le stade trophozoite.

18 a 36 h post-invasion : le trophozoite se distingue de I'anneau plus par sa taille et
sa forme que par les changements qui s'y operent. Il poursuit activement sa croissance et
lI'exportation de protéines parasitaires. Lors de cette phase de synthese protéique accrue, le

parasite met en place un réseau de membranes assurant les connexions entre la vacuole
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parasitophore et la membrane érythrocytaire. Ces invaginations visibles sur frottis coloré et
appelées "taches de Maurer" sont le siege de la maturation des molécules néo-synthétisées et
exportées vers le globule rouge. L'agrégation de protéines parasitaires a la surface de
I'érythrocyte produit de petites protubérances appelées "knobs", qui concentrent des
protéines interagissant avec des protéines érythrocytaires. Ces complexes présentent en
surface du globule rouge une protéine impliquée dans la cytoadhérence du parasite, PFEMP1
(Leech et al. 1984). Cette propriété a cytoadhérer entraine une séquestration des érythrocytes
infectés a I'endothélium des micro-vaisseaux périphériques et dans certains organes comme
la rate, le poumon et le cerveau (MacPherson et al. 1985). Ceci explique 1'absence de parasite
du stade trophozoite mature au stade schizonte dans la circulation lors d'une infection a P.

falciparum.

36 a 48 h post-invasion : Le schizonte croit jusqu'a épuiser quasiment la réserve
d'hémoglobine accumulant le pigment parasitaire compacté alors en cristaux d’hémozoine
dans la vacuole digestive. Le parasite subit une série de divisions nucléaires répétitives et de
nombreuses modifications cytoplasmiques ; il synthétise et assemble tous les éléments
nécessaires a la formation des 16 a 32 futurs mérozoites en commencant par les organelles
apicaux accompagnée par la prolifération du réticulum endoplasmique et des ribosomes et la
multiplication des mitochondries et des plastides. Au cours de la derniere division nucléaire,
les corpuscules ovoides s'individualisent régulierement espacés en périphérie du parasite.
Les mérozoites naissants, les membranes de 1'érythrocyte et de la vacuole parasitophore sont

protéolysées et un nouveau cycle érythrocytaire est amorcé.
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Figure 9. Schémas de Il'organisation tridimensionnelle de la cellule parasitaire aux
différents stades du cycle érythrocytaire.

(a) schéma d’un mérozoite avec une partie de la membrane plasmique retirée pour montrer la
structure interne, (b) organisation d’un jeune anneau coupé en deux, (c) vue globale d’un trophozoite,
(d) coupe transversale d'un globule rouge infecté par un schizonte. Les mérozoites bourgeonnent a la
surface du schizonte (Bannister et al. 2000).

Pour parvenir a sa transmission, une sous-population de stades sanguins asexués du
parasite va se retirer du cycle cellulaire et se développer en gamétocytes, cellules spécialisées
pour la reproduction sexuée et I'invasion du moustique vecteur. Les facteurs qui influencent
cette différenciation sexuée du mérozoite ne sont pas connus ; le pourcentage de conversion
des formes asexuées en gamétocytes n'est pas constant pendant le cycle et semble étre sous le

controdle a la fois de facteurs innés et de facteurs environnementaux :

- il est établi que tous les mérozoites émergeant d'un méme schizonte partagent tous
le méme destin ou sont "engagés", vers la prolifération asexuée ou la différenciation sexuée
(Bruce et al. 1990). De plus, dans un méme schizonte, chaque mérozoite devient gamétocyte

soit male soit femelle (Silvestrini et al. 2000).
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- I'induction vers une voie de différenciation en gamétocytes est consécutive a un ou
plusieurs stimuli tels que, pression immunitaire de 1'hote, pression médicamenteuse,
hormones circulantes, effet d'une co-infection, contrdle autocrine de croissance, age et état
intracellulaire des érythrocytes (Dyer and Day 2000). De plus, les facteurs qui influencent
l'engagement vers la gamétocytogénese semblent stimuler directement les voies de

transduction du signal du parasite.

Environ 24 h apres linvasion de l'érythrocyte par le mérozoite "engagé", le
développement du gamétocyte commence, le parasite prend une forme de cigare, maintenu
par un cytosquelette de microtubules et la membrane étirée du globule rouge. La maturation
dure 10 jours et consiste en une séquence ordonnée de 5 stades morphologiquement distincts
accompagnée d'une expression séquentielle de protéines spécifiques, dont la protéine
cytoplasmique Pfg27 et la protéine membranaire de la vacuole parasitophore Pfslé6.
L'abolition de l'expression des genes pfg27 et pfslé6 conduit a une incapacité totale de
produire des gamétocytes (Lobo et al. 1999) ou a une production amoindrie
(Kongkasuriyachai et al. 2004). Les microtubules disparaissant, le parasite se relache et prend
alors sa forme caractéristique en croissant. Le gamétocyte male est presque dépourvu de
ribosomes et possede un matériel nucléaire diffus tandis que le gamétocyte femelle, dont le
noyau est condensé, est riches en ribosomes et RE/Golgi, préts pour la réinitiation de la
traduction lors de la gamétogenese ; ils apparaissent respectivement rose et bleu apres
coloration au Giemsa. Les gamétocytes matures, dont le métabolisme est réduit, sont des

formes bloquées en phase G0 du cycle cellulaire.
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P. falciparum est un organisme unicellulaire tres petit, haploide mais néanmoins un
eucaryote compliqué, capable constamment de varier son expression génétique pour
produire des formes phénotypiques différentes. Les caractéristiques structurales des
différents stades de développement du Plasmodium constamment changeantes au cours de
son cycle de vie sont autant d'indices révélateurs de la myriade de processus moléculaires

subits au sein de I'organisme, reflétés par sa morphologie.

L'étude sur la biologie du parasite n'a réellement été développée que lorsque la
culture in vitro des stades érythrocytaires a pu étre établie en 1976 par Trager et Jensen
(Trager and Jensen 1976). Il n'en reste pas moins que seule l'espece P. falciparum peut étre
cultivée et que 1'obtention des stades hépatocytaires, la production de sporozoites demeure

difficile et laborieuse.

L'état des connaissances sur la biologie du parasite et la régulation de son cycle
cellulaire reste tres limité et le séquencage du génome récemment achevé constitue une

avancée majeure pour l'étude et la lutte contre le parasite.

Au sein de ses deux hotes, P. falciparum suit un programme de développement
complexe et finement régulé pour générer une séquence de formes morphologiquement
distinctes et exploiter les environnements tres différents dans lesquels il réside. Ce cycle
compliqué nécessite de maniere évidente une régulation de l'expression des genes

coordonnée.

Les caractéristiques du parasite, tel que le biais des codons par la richesse en A+T, les
difficultés de clonage, les conditions laborieuses de culture intensive et la purification de
stades sanguins spécifiques contribuent au défi d'élucider divers aspects de la biologie du
parasite. En dépit de cela, quelques études ont révélé un parallele certain avec I'expression

génétique chez les eucaryotes.
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REGULATION DE L'EXPRESSION DES GENES

I - Régulation des génes chez les eucaryotes

L’expression des genes est régulée par de nombreux controles de la cellule
intervenant au niveau de la transcription, la maturation, la stabilité et le transport des
ARNm, la traduction ainsi que par des modifications post-traductionnelles des protéines
codées par les messagers. Dans ce travail, je me suis particulierement intéressée a la

régulation transcriptionnelle.

I.1 - L'organisation de la chromatine

La compression de I'ADN en chromosomes est indispensable a l'architecture de la
cellule et a la régulation transcriptionnelle des genes, 'ADN est alors associé a des protéines
pour former la chromatine. La chromatine est l'organisation structurale basale du matériel
génétique chez les eucaryotes. L'unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome, qui
est constitué par un cceur protéique formé par les histones H2A, H2B, H3 et H4 organisés en
octamere sur lequel s'enroule I'ADN a peu pres deux fois. Ce module de base se répete
régulierement pour former un nucléofilament qui se condense lui-méme en répétitions de
nucléosomes liés par un ADN nu et stabilisés par un cinquieme type d'histone, I'histone H1.
Cette forme se spiralise pour donner les nucléofilaments qui s'enroulent a nouveau pour

constituer les fibres chromatiniennes organisées en chromosomes

A B
2 wialecubes pach ol
H2A, HZB, H3, and H4

—— | ] N ——
Figure 8. Nucléosome et chromatine.

A :le nucléosome avec I’ADN en rouge et les histones H2A en bleu, H2B en vert, H3 en violet,
H4 en bleu ciel et H1 en jaune. B : Compaction de la chromatine (Cooper 2000).
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L'organisation de I'ADN a l'intérieur de la chromatine et des chromosomes joue un
role central dans la régulation des processus cellulaires. La structure de la chromatine n'est
pas figée : elle est influencée par de nombreux facteurs qui peuvent la modifier. La
chromatine des régions chromosomiques non transcrites ou inactives présente une forme
condensée, c'est I'hétérochromatine; tandis que les régions en cours de transcription ou
actives sont décondensées, c'est 1'euchromatine. La chromatine est localement fluidifiée

notamment par des protéines non-histones qui seront décrites dans le paragraphe 1.4.1.

1.2 - La structure des génes

Un gene est défini comme la séquence nucléotidique qui donne naissance a une
molécule d’ARN fonctionnel dont I'ARN messager codera pour une protéine. Chez les
eucaryotes, les genes sont monocistroniques et morcelés en régions codantes (exons) et en
régions non codantes (introns). Dans le messager, deux régions transcrites mais non traduites
encadrent la phase ouverte de lecture : la région 5'UTR, site d'ancrage des ribosomes pour la
traduction et la région 3'UTR contenant un signal de polyadénylation permettant a I'enzyme

poly-A polymérase d'ajouter une queue poly-A lors de la maturation du transcrit.

I.3 — Les promoteurs et leurs éléments de régulation

Juste en amont du gene se situe le promoteur basal, séquence d'’ADN minimale
suffisante pour induire une transcription. Cette région interagit avec les composants de la
machinerie basale de transcription. Le promoteur basal contient différentes séquences
importantes (Smale and Kadonaga 2003), dont le site d'initiation de la transcription en aval
d'une séquence appelée "boite TATA" situé a -25/-30 chez les eucaryotes supérieurs et de -
40/-120 chez la levure (Struhl 1995). La boite TATA est le site de fixation de la "TATA
binding protein" (TBP), une des protéines composant la machinerie basale de transcription
(Nakajima et al. 1988). Dans certains genes, le site d'initiation de la transcription fait partie
d'un élément Initiateur (Inr) et le promoteur basal peut alors contenir soit une boite TATA et
un Initiateur, soit un seul de ces éléments, soit aucun. Les promoteurs n'ayant aucun de ces
éléments présentent de multiples sites d'initiation de la transcription donnant naissance a
des ARNm a extrémité 5' variable. Juste en amont de la boite TATA peut se situer la

séquence BRE (TFIIB-recognition element), reconnue par le facteur TFIIB et une boite
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CCAAT située a -70, reconnue par les facteurs CTF (CCAAT-binding transcription factor) et
CBF (CCAAT-box-binding factor).

D'autres séquences d'ADN, généralement constituées de quelques nucléotides et
dispersées tout au long de la région située en 5' du gene, appelées éléments de régulation
agissant en cis ou "éléments cis-régulateurs” prennent part a la régulation transcriptionnelle.
Les éléments de régulation sont situés en amont du promoteur basal ; entre -200 et -50 par
rapport au site d'initiation, ils appartiennent au promoteur proximal et encore plus en amont
ou en aval du point +1, ils appartiennent au promoteur distal. Sur ces éléments cis-
régulateurs viennent se fixer des facteurs agissant en trans ou "facteurs trans-régulateurs" ou
facteurs de transcription, protéines nucléaires dont l'abondance, la disponibilité et
l'accessibilité a leurs séquences cibles vont réguler le niveau de transcription. Les éléments
de régulation augmentent ou répriment la transcription d'un gene indépendamment de leur
orientation et de leur distance par rapport au site d'initiation de la transcription. Ainsi, situés
a des milliers de paires de bases du promoteur basal, ils peuvent agir sur la transcription ou
perdre leur pouvoir dés qu'on les éloigne de 15 a 20 bases (McKnight 1982). Chaque gene
comprend dans son promoteur plusieurs éléments de régulation contribuant de maniere
cumulative a la régulation de son expression et ces éléments peuvent étre regroupés

physiquement pour former des modules de régulation.

1.4 — La transcription

La transcription des genes en ARNm est liée a I'activité de ' ARN polymérase II tandis
que I'ARN polymerase I sert a la synthese des ARN ribosomiques (ARNr 5,8S, 18S et 28S) et
I'ARN polymerase III transcrit les genes d'ARN de transfert (ARN{).

Au niveau du promoteur basal, a lieu le recrutement de la machinerie basale de
transcription ou I'ARN polymérase II s'assemble de concert avec des facteurs d'amorcage
pour former le tres volumineux complexe de pré-initiation (Cosma 2002; Ptashne 2002). Ces
facteurs généraux de la transcription interviennent dans un ordre bien établi (Buratowski et

al. 1989; Conaway and Conaway 1993; Zawel and Reinberg 1993).

Le premier facteur a rejoindre le promoteur basal est le facteur général TFIID
(Davison et al. 1983; Fire et al. 1984), constitué de la TBP associée a des co-facteurs nommés

TAF (TBP-associated factors) (Pugh and Tjian 1991; Tanese et al. 1991) dont certains se lient a
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I'Inr (Chalkley and Verrijzer 1999; Oelgeschlager et al. 1996). La TBP, en se fixant a ' ADN
dans son petit sillon, impose une courbure considérable a ' ADN (Kim et al. 1993). Le facteur
TFIIA se joint au complexe ADN-TFIID en interagissant directement avec la TBP (Geiger et
al. 1996; Tan et al. 1996) permettant ainsi le maintien du complexe déja établi et la poursuite
du processus d'assemblage (Buratowski 1994; Buratowski et al. 1989; Weideman et al. 1997).
Le facteur TFIIB reconnait alors la TBP et la distorsion de I'ADN (Nikolov et al. 1995;
Reinberg and Roeder 1987; Zheng et al. 1987) et se fixe sur la séquence BRE avec une grande
affinité. TFIIB est indispensable pour le recrutement ensuite de TFIIF-ARN polymérase II
(Buratowski et al. 1989; Flores et al. 1991; Sopta et al. 1985). Cependant, la polymérase
n'initiera la transcription qu'apres fixation des facteurs TFIIE (Reinberg and Roeder 1987)
puis TFIIH (Coin and Egly 1998; Takagi et al. 2003). Un dernier complexe protéique appelé
médiateur vient compléter le recrutement de la machinerie basale de transcription qui
pourra seulement alors répondre aux facteurs de transcription (Lewis and Reinberg 2003). La
phosphorylation du domaine C-terminal de ' ARN polymérase II par TFIIH libere I'énergie
nécessaire a la séparation des deux brins d'ADN, le complexe est dit "ouvert" et la
transcription peut commencer (Wang et al. 1992). La polymérase interrompt ses contacts
avec le promoteur basal apres avoir synthétisé environ 30 bases d'’ARNm et le reste de la
machinerie de transcription poursuit par I'étape d'élongation. Les facteurs impliqués dans la
maturation et I'export des ARNm ainsi que dans la modification de la chromatine sont alors
recrutés par I'ARN polymérase (Bentley 2002). Enfin, la terminaison de la transcription,
processus compliqué et encore mal connu, permet la libération du transcrit primaire du site

de transcription ainsi que la libération de ' ARN polymeérase II.

En cours de transcription, ' ARNm subit plusieurs étapes de maturation. A I'extrémité
5, vient s'ajouter une coiffe méthylée, censée protéger les ARNm des dégradations
enzymatiques et a l'extrémité 3', le messager est sectionné une vingtaine de bases apres le
signal de polyadénylation et allongé d'une queue poly-A (100-200 nt) par une enzyme poly-
A polymérase. Les introns sont ensuite épissé€s et ' ARNm mature est alors transporté dans le

cytoplasme ou il pourra étre traduit.
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1.4 - La régulation de la transcription

La régulation de la transcription des genes eucaryotes intervient a différents niveaux :
le remodelage de la chromatine, les modifications des histones, le recrutement de la
machinerie basale de transcription et l'action concertée des facteurs de transcription au

niveau du promoteur.

1.4.1 - Influence de la chromatine

La chromatine, de par sa structure condensée, représente une barriere a 1'accessibilité
de 'ADN. Elle est en perpétuel équilibre entre état relaché et état condensé suivant les effets
antagonistes de multiples complexes protéiques et il ne fait guere de doute que I'état
condensé est défavorable a la transcription. Le remodelage de la chromatine est donc une
étape cruciale dans la régulation de la transcription (Workman and Kingston 1998). Parmi les
complexes de remodelage de la chromatine, on distingue ceux qui modifient les histones,
ceux qui influent sur la méthylation de I'ADN et enfin ceux qui utilisent 1'énergie de I'ATP

pour modifier la structure du nucléosome (Kornberg and Lorch 1999; Taddei 2000).

a) Modifications des histones ou code des histones

La plupart des modifications des histones ont lieu au niveau de l'extrémité N-
terminale et sont généralement 'acétylation et/ou la méthylation de certains acides aminés
mais peuvent aussi intervenir la phosphorylation, et I'ubiquitination (He and Lehming 2003;
Lee and Young 2000). Plusieurs lysines sur la queue N-terminale de chaque histone, dont la
position est définie et importante, peuvent étre acétylées par des histones acétyltransférases
(HAT) et désacétylées par des histones désacétylases (HDAC) (Legube and Trouche 2003).
Les modifications des histones affectent directement la structure de la chromatine, en la
condensant ou en la relachant, contrdlant ainsi son acces a d'autres protéines. Les histones
hyperacétylées sont associées aux régions transcriptionnellement actives et a une structure
chromatinienne plus accessible, alors que les histones hypoacétylées se trouvent
préférentiellement dans les régions transcriptionnellement silencieuses (Hebbes et al. 1994;
Hebbes et al. 1988). L'acétylation perturbe la structure du nucléosome en neutralisant les
charges positives des lysines, diminuant ainsi son affinité pour ' ADN chargé négativement
(Grunstein 1997; Luger and Richmond 1998). Elle influence aussi l'interaction avec des

facteurs de transcription spécifique (Workman and Kingston 1998). Les histones H2B, H3 et

33



H4 peuvent étre méthylées et la méthylation peut étre associée avec les formes acétylées de
H3 et H4, suggérant alors que méthylation, acétylation et transcription sont corrélées. La
phosphorylation des histones H1 et H3 est quant a elle, impliquée dans la condensation des
chromosomes lors de la mitose et celle de H3 est liée a une activité transcriptionnelle
augmentée (Koshland and Strunnikov 1996). Les histones H2A, H2B et H3 peuvent subir une
ubiquitination et cette modification est associée a un ADN transcriptionnellement actif. Le
role de l'ubiquitination et de la méthylation est encore mal compris. L'ensemble de ces
modifications interviennent dans la formation d'une surface d'interaction sur la chromatine
pour d'autres protéines responsables de la traduction du "code des histones" en un pattern

d'expression transcriptionnelle (Strahl and Allis 2000).

b) Méthylation de 'ADN

Chez les eucaryotes, seules les cytosines précédant une guanine peuvent étre
méthylées. Les ilots CpG sont définis comme étant des régions de plus de 200 paires de
bases, dont le pourcentage en G+C est supérieur a 50% (Gardiner-Garden and Frommer
1987). La méthylation des cytosines au niveau des ilots CpG par des ADN méthyl-
transférases empéche la transcription du gene situé en aval de ces ilots. Des protéines, se
liant a I'ADN méthylé, présentent une activité HDAC, suggérant ainsi qu'elles peuvent
convertir la chromatine en état inactif au niveau du site d'initiation de la transcription et
donc assurer la quiescence des genes (Nan et al. 1998). La méthylation permettrait par

exemple d'inactiver certains genes lors de la différenciation (Jones 1999).

¢) Remodelage dépendant de I’ATP

Le remodelage conformationnel des nucléosomes implique la cassure et la
reformation des contacts entre les histones et ' ADN sans pour autant modifier la structure
des nucléosomes (Emerson 2002). Les complexes de remodelage identifiés chez les
eucaryotes, tels que SWI/SNF (Workman and Kingston 1998), RSC de la levure et NURF,
CHRAC et ACF de la drosophile contiennent tous une sous-unité ATPase dont l'activité va
permettre de libérer 1'énergie nécessaire au déplacement des nucléosomes sur I'ADN. La
nouvelle position des nucléosomes peut étre plus permissive (Schnitzler et al. 1998) ou au
contraire inhiber I'acces des facteurs de transcription a leurs sites de liaison (Becker and Horz

2002; Sudarsanam et al. 2000).
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d) Remodelage architectural : les facteurs de la famille HMGB

Une autre famille de protéines intervient dans le remodelage de la chromatine. Ces
protéines participent au controle de I'équilibre entre I'état condensé, structuré de I’ADN et
une configuration plus relachée et accessible aux facteurs de transcription a leurs séquences
cibles : ce sont les protéines HMG (High Mobility Group). Tres abondantes dans les cellules
eucaryotes, les protéines HMG sont aussi appelées les protéines chromosomiques non-
histone, et sont associées a une chromatine active (Nemeth and Langst 2004). Par opposition
a l'histone de liaison HI, elles participent a la mobilit¢é du nucléosome. Elles ont été
initialement définies par leurs propriétés physiques, telles que leur vitesse de migration sur
gel d’acrylamide, leur extraction possible de la chromatine en milieu acide et leur solubilité
(Baxevanis and Landsman 1995). La nomenclature des protéines HMG nucléaires a
récemment été révisée pour définir trois superfamilles classées par leur motif fonctionnel de

laison a ’ADN (Bustin 2001):

- les protéines HMGA, caractérisées par le motif "AT-hook" de neuf acides aminés qui

se lient aux régions riches en A+T (anciennement HMG-I, HMG-Y et HMG-C).

- les protéines HMGB, caractérisées par un domaine "HMG-box" de 80 acides aminés

qui lie ’ADN dans le petit sillon (anciennement HMG-1 et HMG-2),

- les protéines HMGN, caractérisées par un domaine "nucleosomal-binding domain"

qui se lie entre les spirales de ’ADN et I’octamere d’histones (anciennement HMG-14 et 17),

Je vais particulierement décrire les facteurs HMGB car nous en avons annoté
plusieurs chez P. falciparum que nous étudions actuellement. La famille HMGB est tres
ancienne et trés conservée au cours de 1’évolution. On trouve des membres chez les animaux,
les plantes, les levures et les eucaryotes unicellulaires comme Trypanosoma (Erondu and

Donelson 1992), Schistosoma (Gnanasekar et al. 2006) et Plasmodium (Kun and Anders 1995).

- des facteurs de transcription classiques qui se lient a I’ADN en reconnaissant une
séquence linéaire spécifique, tels que les facteurs TCF1 et LEF1 des cellules T, les protéines
de typage sexuel MATa et MATa des levures, le facteur de déterminisme du sexe SRY chez

les mammiferes et les nombreuses protéines SOX,
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- des protéines HMGB qui se lient a I’ADN sans spécificité de séquence mais avec une
grande affinité pour une variété de structures particulieres de 'ADN autre que la double
hélice comme I"ADN cruciforme (Bianchi et al. 1989), 'ADN modifié par le cis-platine
(Billings et al. 1992), les jonctions entre ADN de forme B et de forme Z (Hamada and Bustin
1985) et les boucles d’ADN maintenues par un hémicaténane (Gaillard and Strauss 2000;

Jaouen et al. 2005).

Principalement, les facteurs HMGB ont la capacité de courber 'ADN hélicoidal
générant ainsi une conformation qui facilite I’assemblage des complexes nucléoprotéiques,
c’est pourquoi ils sont appelés "facteurs architecturaux" (Bustin 1999; Bustin and Reeves
1996, Thomas and Travers 2001). Ils participent a de multiples activités cellulaires lies a

I’ADN telles que transcription, réplication, recombinaison, réparation....

Figure 9. Assemblage de complexes nucléoprotéiques par I'intermédiaire de la protéine
HMGSB.

La courbure de 'ADN induite par la protéine HMGB (visualisée en orange) permet
I’assemblage de complexes nucléoprotéiques fonctionnels (Wolffe 1999).

Le nombre de domaines "HMG-box" dans les protéines HMG est tres variable et n’est
pas corrélé a 'appartenance aux facteurs de transcription, si la protéine contient un domaine,
ou aux facteurs architecturaux, si la protéine contient plusieurs domaines comme il avait été
précédemment proposé (Grosschedl et al. 1994). En effet, les facteurs de transcription UBF de
souris et de xénope possédent cinq domaines tandis que les protéines HMG-D et HMG-Z de
la drosophile et les protéines NHP6A et NHP6B de la levure S. cerevisiae possedent un seul
domaine. Cependant, la majorité des protéines HMGB, particulierement chez les vertébrés,

possedent deux domaines "HMG-box" en tandem appelées boite A et B. Les plantes, les
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champignons et les eucaryotes unicellulaires possedent rarement des protéines HMGB avec
des boites en tandem (Bianchi and Agresti 2005). En fait, les facteurs de transcription et les
facteurs architecturaux peuvent étre clairement séparés sur un arbre phylogénétique
(Soullier et al. 1999) et leur séparation a lieu avant la divergence entre les levures et le regne
animal. De plus, trois déterminants biochimiques caractéristiques des deux groupes de
facteurs ont été mis en évidence (Murphy et al. 1999) : la présence dans la séquence protéique
aux positions 10 et 32 selon la numérotation de la protéine HMG-D, d’une asparagine et d'un
acide aminé hydrophile, respectivement, chez les facteurs de transcription tandis que les
facteurs architecturaux présentent une sérine et un acide aminé hydrophobe et la présence

d"un cceur hydrophobe.

Le domaine "HMG-box" est tres conservé au cours de l'évolution et est composé
d’environ 80 acides aminés, repliés en 3 hélices a agencées en forme de L (Baxevanis and

Landsman 1995; Weir et al. 1993).

HMG1
Ala-81 Cricetulus griseus

Asn-3

a—Helix 2

Figure 10. Structure du domaine "HMG box" du facteur HMG1 de Cricetulus griseus, le
hamster chinois.

Obtenue par spectroscopie RMN (Read et al. 1993), la structure du domaine "HMG box"
présente 3 hélices a qui se replient en forme de L, visualisées sous deux angles différents, colorée
selon le spectre de la lumiere, le bleu désignant la partie N-terminale et le rouge la partie C-terminale.

Chez les vertébrés et chez les plantes, les protéines HMGB présentent un domaine
basique aux extrémités N- et C-terminale du domaine "HMG- box" (boite B chez les
vertébrés) ainsi qu'une queue acide en C-terminale de la protéine (Thomas and Travers

2001). Néanmoins, chez les eucaryotes inférieurs, I'extension basique (D. melanogaster) ou la
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queue acide (S. cerevisiae) peuvent manquer. L’extension basique semble jouer un rdle dans
I’activité de liaison et de courbure de la protéine (Dai et al. 2005; Teo et al. 1995) conférant a
la boite A la fonction principale d’interaction a I’ADN tandis que la boite B pourrait étre
impliquée dans les interactions protéine-protéine, par exemple avec les facteurs de
transcription (Webb and Thomas 1999). Le role de la queue acide est plus vague, elle pourrait

interagir avec les charges positives des histones (Thomsen et al. 2004).

.
HMG1 1.@. {E) 55
(vertebrata) S

HMG2 e .-!{) (B }—
{veriebrate) A N

HMG-D (\ —
(Drosaphila melanogaster) “—'

Nhpéa O
(Saccharomyces
cerevisiag)

Pl
HMGa [ b
(maize) Ny

Figure 11. Représentation schématique de 1’alignement multiple des séquences de facteurs
architecturaux.

Les cercles représentent les domaines "HMG box" de chaque protéine, les extensions basiques
sont en bleu et les queues acides sont en rouge. Adapté de (Thomas and Travers 2001).

Les protéines HMGB participent ainsi aux interactions physiques entre I’ADN et de
multiples facteurs, tels que p53, NF-kB, certaines protéines a homéodomaines, les protéines
RAG1/2 et des récepteurs aux hormones stéroides (Bianchi 2004). Les fonctions nucléaires de
la protéine HMGBI1 sont essentielles a la vie puisque des souris déficientes pour le gene

hmgbl meurent rapidement apres la naissance (Calogero et al. 1999).

Par leurs interactions continues et extrémement dynamiques avec les nucléosomes,
les protéines HMGB conferent une flexibilité a la structure de la chromatine et surtout, elles
contribuent finement au contrdle de la transcription des genes en réponse a de rapides

changements environnementaux.

remodelage de la chromatine n’exclut pas d’autres fonctions cellulaires puisqu’il a été décrit

38



récemment une facette inattendue de ces protéines en tant que médiateur extracellulaire. En
1999, Tracey et ses collaborateurs rapportent que les protéines HMGB sont sécrétées au cours
de l'activation des monocytes et macrophages et agissent en fait comme des cytokines
inflammatoires (Wang et al. 1999). Les modifications par acétylation de multiples lysines
délocaliseraient les protéines HMGB du noyau vers le cytoplasme pour la sécrétion (Bonaldi
et al. 2003). Alors que les macrophages secretent activement les protéines HMGB
hyperacétylées, les cellules en nécrose les liberent passivement et les cellules en apoptose
quant a elles, retiennent HMGB irréversiblement liées a la chromatine condensée. La
libération de HMGB conduit au recrutement des cellules de I'inflammation et déclenche la
production de cytokines TNFa et IL-1 par les monocytes (Andersson et al. 2000). L’activité
cytokinique de HMGB est liée a un domaine de 20 acides aminés présent dans la boite B de la
protéine HMG1 humaine (Li et al. 2003). Les protéines HMGB agissent donc comme
médiateurs dans la réponse immunitaire et comme facteurs d’activation des
monocytes/macrophages (Dumitriu et al. 2005; Muller et al. 2001) auxquels elles se lieraient
au récepteur RAGE (receptor for advanced glycation end products) ainsi qu'a TLR2 et TLR4
(Toll-like receptor) (Kokkola et al. 2005; Park et al. 2004). De plus, les protéines HMGB
extracellulaires sont un signal lors de la lésion tissulaire, elles induisent la migration et la
prolifération des mésoangioblastes et participeraient ainsi a la régénération des tissus
musculaires (Palumbo et al. 2004). La surexpression de HMGB dans certains cancers et dans
les états septiques montrent que plus largement, HMGB est impliqué dans les mécanismes
de I'inflammation, de développement des tumeurs et des métastases (Lotze and Tracey 2005;

Taguchi et al. 2000; Wang et al. 1999).
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1.4.2 — Les facteurs de transcription

Aux diverses séquences cis-régulatrices décrites précédemment viennent se fixer les
facteurs protéiques agissant en frans ou facteurs de transcription. La régulation de
I'expression des genes via la liaison de facteurs de transcription est le mécanisme principal
qui contrdle les processus complexes de développement et de différenciation. Les facteurs de
transcription reconnaissent leurs sites spécifiques grace a de petits domaines de liaison a
I'ADN et cooperent avec d'autres protéines pour stimuler ou réprimer la transcription par
l'intermédiaire d'un domaine effecteur (Lemon and Tjian 2000). Les domaines de liaison se
replient de fagon a présenter une protubérance ou une structure flexible qui entrera en
contact avec 'ADN. Ces contacts se font dans le grand sillon de I'ADN, souvent par
l'intermédiaire d'une hélice o, avec des liaisons hydrogene et des interactions de Van der

Waals.

Différents groupes de facteurs de transcription ont été identifiés sur la base de la
séquence de leurs domaines caractéristiques ainsi que de leur structure tridimensionnelle et
leur fagon d'interagir avec I'ADN (Harrison 1991; Pabo and Sauer 1992; Tan and Richmond
1998; Warren 2002). Ils ont été classés selon la base de données dédiée aux facteurs de
transcription eucaryotes et a leurs éléments de régulation : TRANSFAC (Knuppel et al. 1994;
Matys et al. 2003; Wingender et al. 2001).

a) Protéines a domaines basiques

Ces protéines possedent un domaine de liaison a I'ADN basique, long de 15 a 30
acides aminés, leur permettant de se dimériser. Dans cette catégorie, se trouvent les protéines
portant une agrafe a leucines (leucine zipper ou bZIP), motif largement partagé des levures a
I'homme et caractérisé par une répétition de sept leucines (Landschulz et al. 1988). Grace a
leur motif, les protéines a domaine bZIP forment des homodimeres ou des hétérodimeres et
la nature du dimere influe sur l'activité biologique du facteur de transcription. Un autre
groupe de protéines dont le domaine basique est suivi d'une région permettant la formation
de dimeres est constitué des protéines a motif hélice-boucle-hélice (bHLH), motif formé par
une hélice o amphipatique, d'une boucle puis d'une autre hélice o amphipatique (Murre et

al. 1989; Voronova and Baltimore 1990).
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Tout comme les protéines a domaine bZIP, les protéines a motif bHLH ont
d'importants roles dans la différenciation et le développement. Leur activité est modulée par
la formation d'hétérodimeres constitués d'activateurs, de protéines ubiquitaires et de

répresseurs (Barinaga 1991).

b) Protéines a motif en doigt de zinc

Les motifs en doigt de zinc forment de petits domaines, repliés indépendamment du
reste de la structure protéique autour d'un ion zinc qui stabilise la formation d'un feuillet 8
contre une hélice a (Tan and Richmond 1998). La liaison a I'ADN de ces motifs passe par
l'interaction entre trois acides aminés de I'hélice a et trois bases de 'ADN. Le domaine en
doigt de zinc C2Hz, formé de 30 acides aminés repliés sur un ion zinc central chélaté par deux
cystéines et deux histidines, est le plus répandu chez les eucaryotes (Klug 1999). Les
protéines comportant un motif en doigt de zinc sont impliqués dans la différenciation et la
croissance, les proto-oncogenes, les facteurs généraux de la transcription (Berg 1986; Berg

1990; Klug and Rhodes 1987).

¢) Protéines a motif hélice-tour-hélice : les facteurs de la famille Myb

Le motif hélice-tour-hélice (HTH) est un des domaines de liaison a 'ADN le plus
répandu au cours de 1'évolution, des procaryotes aux eucaryotes (Harrison and Aggarwal
1990). 11 est généralement composé de 20 résidus formant deux hélices o connectées par un
tour de 4 résidus (Kohn et al. 1997), la seconde hélice étant celle qui permet la reconnaissance
de la séquence d'ADN cible dans le grand sillon (Harrison 1991). Le domaine HTH peut
présenter des conformations différentes suivant le nombre de résidus insérés dans le tour.
Des résidus hydrophobes conservés dans les hélices ainsi qu'une glycine dans le tour
participent a la stabilisation de la structure HTH (Pabo and Sauer 1992). Les protéines a
motifs HTH peuvent étre classées en plusieurs groupes structuraux dont les protéines a
hélices ailées (Gajiwala and Burley 2000) et les protéines présentant un homéodomaine

(Gehring et al. 1990; Scott et al. 1989).

Les facteurs de transcription de la famille Myb, qui a fait 1'objet d'une étude chez P.
falciparum lors de la préparation de ma these, appartiennent a la classe des protéines HTH.
La famille Myb est caractérisée par la présence d'un domaine de liaison a ' ADN appelé le

"domaine Myb", présent le plus souvent dans la partie N-terminale de la protéine (Ralston
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and Bishop 1983) et qui contient généralement deux ou trois répétitions imparfaites (R1, R2
et R3) d'une cinquantaine d'acides aminés suivant le schéma : trois tryptophanes conservés et
régulierement espacés de 18 ou 19 acides aminés (Peters et al. 1987). Le domaine Myb a été
cancéreuse des cellules hématopoiétiques (Introna et al. 1994). Depuis 1'identification de la
protéine c-Myb chez le poulet (Gonda et al. 1982; Klempnauer et al. 1982), de nombreuses
protéines Myb eucaryotes ont été découvertes et montrent une grande conservation au cours
de I'évolution du domaine Myb (Biedenkapp et al. 1988). Alors que, les répétitions R2 et R3
sont suffisantes pour que la protéine Myb se lie dans le grand sillon de ' ADN de maniere
séquence-spécifique (Luscher and Eisenman 1990; Ness et al. 1989), la répétition R1 ne
semble pas avoir d'interaction spécifique avec I'ADN (Ogata et al. 1994) mais elle
augmenterait l'affinité de la protéine pour sa séquence cible (Tanikawa et al. 1993) et la
stabilité du complexe protéine-ADN (Dini and Lipsick 1993). Chacune des répétitions se
replie en trois hélices o autour d'un cceur hydrophobe formé par les trois tryptophanes, les
deux derniéres hélices formant la structure en HTH (Ogata et al. 1994). Cependant, plusieurs
protéines Myb possedent des répétitions imparfaites ou les tryptophanes peuvent étre
remplacés par des résidus phénylalanine ou tyrosine, de la méme maniere une insertion de
quelques acides aminés dans l'une des répétitions peut étre observée (Hovring et al. 1994;
Morrow et al. 1993). De plus, un autre résidu tres conservé et présent dans les répétitions R1
et R2, a une signification fonctionnelle importante dans le domaine de liaison a I’ADN : il
s’agit d'une cystéine, dont I'état oxydé ou réduit dépend la conformation de la protéine et
par conséquent son interaction a ’ADN (Pinson et al. 2001). Le domaine de liaison a I’ADN
des protéines Myb interagit avec une séquence cible sur I’ADN T/cAAC"/cG appelée Myb
regulatory element (MRE) (Friedman 1996). La spécificité de séquence semble étre
relativement bien conservée : la protéine Myb de Dictyostelium est capable de lier le méme
motif que des protéines Myb de vertébrés ou de la drosophile (Stober-Grasser et al. 1992). De
plus, la présence de séquences AT riches en aval de la séquence cible consensus participe a
I'efficacité de I'interaction (Ganter et al. 1999). Cette donnée est particulierement intéressante

dans le cadre de I’extréme richesse en AT des séquences promotrices chez P. falciparum.

Les protéines Myb sont essentielles a la survie de la cellule, elles sont impliquées dans

la régulation du cycle cellulaire et de la différenciation. Elles agissent souvent de concert
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avec d'autres protéines se liant a ' ADN, dont les comparaisons de séquences ont permis
d'identifier d'autres domaines fonctionnels (voir figure 12). Un domaine de transactivation,
d'une cinquantaine de résidus, hydrophobe et légerement acide, est situé en C-terminal du
domaine de liaison a ' ADN (Weston and Bishop 1989) et un domaine de régulation négative,
situé en C-terminal du domaine de transactivation, se compose de deux sous-domaines
indépendants (1 et 2) séparés par une structure en forme de leucine zipper (LZ) et capables
d'inhiber l'activation transcriptionnelle de la protéine (Dubendorff et al. 1992). Alors que le
domaine de liaison a 1'ADN situé dans la partie N-terminale des protéines D-Myb de la
drosophile (Katzen et al. 1985), BAS1 de la levure (Tice-Baldwin et al. 1989) ainsi que A-Myb
et B-Myb humaines (Nomura et al. 1988) est le mieux conservé, les domaines de
transactivation et de régulation négative ne sont pas retrouvés dans toutes les protéines de
type Myb. Il est a noter que le domaine de liaison a I’ADN peut se trouver dans la partie C-
terminale des protéines comme c'est le cas dans la protéine REB 1 de Kluyveromyces lactis

(Morrow et al. 1993).

Figure 12. Représentation schématique des trois domaines fonctionnels des protéines
c-Myb de souris, A-Myb et B-Myb humaines.

En bleu foncé : le domaine de liaison a 'ADN présentant les 3 répétitions R1, R2 et R3; en
gris: le domaine de transactivation; en rouge: le domaine de régulation négative, d’apres
(Klempnauer).

d) Protéines a architecture

Il est difficile de trouver une caractéristique commune a tous les facteurs composant
cette superclasse tant et si bien que méme la caractéristique en architecture B n'est pas
partagée par tous. Par exemple, les facteurs de type HMG (présentés dans le paragraphe

[.4.1) comprennent seulement des segments en hélices o mais ressemblent beaucoup aux
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membres de cette superclasse par son mode d'interaction a I'ADN qui se traduit par une
insertion dans le petit sillon de ' ADN causant une déformation de la double hélice (Gehring

et al. 1990).

1.4.3 — Schéma de la régulation transcriptionnelle chez les eucaryotes

Figure 13. Machinerie basale de la transcription, éléments de régulation et facteurs de
transcription (Tjian 1995).

Le recrutement de la machinerie basale de transcription (en bleu) a lieu sur le promoteur basal
en association aves les TAF (en vert). L’accessibilité des FT (activator en rouge ou repressor en
marron) a leurs séquences cibles (enhancer ou silencer en violet) sur le promoteur distal vont réguler
le niveau de transcription. Les boucles formées par ' ADN permettent de rapprocher les facteurs de
transcription pour qu'ils puissent former un complexe multiprotéique.

II- Le génome de P. falciparum.

En 1996, un effort concerté de la communauté scientifique internationale a permis de
mettre sur pied un projet de séquengage et d'annotation du génome du clone 3D7 de P.
falciparum (Hoffman et al. 1997). Entre 1998 et 1999, les chromosomes 2 et 3 ont été
entierement séquencés (Bowman et al. 1999; Gardner et al. 1998) et il faudra attendre fin 2002
pour la publication du génome complet, la totalité des séquences sont en libre acces avec

néanmoins quelques parties a compléter (Gardner et al. 2002).
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I1.1 - Composition et organisation du génome.

Le génome du clone 3D7 de P. falciparum est composé de 22.8 mégabases (Mb)
réparties en 14 chromosomes dont la taille varie de 0,643 a 3,29 Mb. La composition des
nucléotides présente une forte richesse en adénines (A) et en thymines (T), en moyenne de
80.6 % du génome voire plus de 90 % pour les régions intergéniques et les introns et porte P.
falciparum au premier rang des génomes riches en A+T devant Dictyostelium discoideum
(Glockner et al. 2002). Cette particularité confere a ' ADN une grande instabilité et rend le

génome difficile a manipuler.

Tableau 2. Données générales sur les génomes de P. falciparum et de cinq autres
eucaryotes unicellulaires (Abrahamsen et al. 2004).

Featura . parvam P, falciparum 5, pombe 5. cevevisiae £, cumiculi

Size (Mbp] 9.1 229 12.5 125 2.5
G+ C) content (%) 30 19.4 35 383 47
Ma. of genas 3807 5258 4929 5770 1947
Mean gene length (bp) excluding introns 1795 2283 1426 1424 D
Gene density (bp per gene) 2382 4338 2528 2088 1255
Percent coding 753 526 575 o5 90
Genes with introns [%) 5 539 43 5 MDD
Intergenic regions

15+ C) content % 23.9 136 324 351 45

Mezan length (bp) 554 1584 952 515 129
RMAs

Mo, of tRMA genes 45 43 174 299 RA!

Ma. of 55 rRMA genes ] 3 30 100-200 3

Ma. of 585 185, and 285 MA units 5 7 200-400  100-200 22

La dimension des genes de P. falciparum (taille moyenne, 2300 pb sans les introns
présents a 54%) souligne une caractéristique importante du génome d'autant qu'aucun
élément transposable n'a été identifié dans le génome. Les séquences sont plus largement
enrichies en étendues A-T destinées a former des structures non-globulaires. Cette
particularité introduit un biais par la présence de successions homopolymériques d’acides
aminés (souvent asparagine) faisant apparaitre des domaines globulaires a basse entropie ou
basse complexité (souvent glutamate et glutamine) qui distingue Plasmodium des autres

eucaryotes (excepté D. Discoideum) (Aravind et al. 2003).

Bien que la taille du génome de P. falciparum soit considérablement plus importante

que chez les levures Schizosaccharomyces pombe et Saccharomyces cerevisize, un nombre
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comparable de genes (5300) a été prédit. A capacité codante équivalente, la différence de
taille entre les génomes est reflété par la taille des protéines parfois jusqu’a 50% plus grande
que les protéines orthologues de levure et en contraste avec ce qui est observé chez

Encephalitozoon (Katinka et al. 2001).

Environ 60 % des protéines prédites, soit 3208 protéines, n'ont pas de fonction
assignée par manque dhomologie suffisante avec les protéines d'autres eucaryotes,
probablement lié a 1'extréme richesse en (A+T). Cette proportion est bien plus importante que
pour la plupart des génomes déja séquencés. Mais, quelques protéines (5%) ont une
similitude avec des protéines putatives non annotées d'autres organismes. Un tiers des
protéines prédites présentent au moins un domaine transmembranaire et 17.3 % possedent

un signal peptidique putatif.

Le génome code pour 43 ARN de transfert (ARNt) représentant l'ensemble des
anticodons. Chez la plupart des eucaryotes séquencés jusqu'a aujourd'hui, les genes codant
les ARNt sont assez redondants, mais le génome de P. falciparum ne semble pas comporter de
répétitions de genes codant pour les ARNt. P. falciparum partagerait cette organisation avec
d'autres protozoaires parasites comme un autre apicomplexe, Cryptosporidium parvum et la

microsporidie Encephalitozoon cuniculi (Tableau 2).

De la méme maniere que chez C. parvum (Abrahamsen et al. 2004) et contrairement a
de nombreux eucaryotes, les génes codant pour les ARN ribosomaux (ARNr) sont peu
nombreux et non répétés en tandem et les unités codant pour les ARNr 5.8 S, 18 S et 28 S sont

distribués sur plusieurs chromosomes.

I1.2 — Structure des chromosomes.

P. falciparum ressemble aux autres eucaryotes dans l’organisation générale des
chromosomes. D'une part, les chromosomes s'organisent autour de centromeres composés de
petites répétitions en tandem sur une longueur de 2-3 kb et dont le contenu en bases A et T
excede 97 %. D'autre part, les régions sub-télomériques contenant les grandes familles
multigéniques var, rifin et stevor sont agencées en 5 blocs tres conservés et composées de
répétitions en tandem, dont I'un d'eux contient des répétitions de 21 pb formant 1'élément
Rep20. Cet élément est impliqué dans un mécanisme permettant les échanges inter-

chromosomiques participant a la variation antigénique chez P. falciparum (Figueiredo et al.
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2002; Freitas-Junior et al. 2000; O'Donnell et al. 2002). La localisation des familles
multigéniques dans les régions sub-télomériques est d’ailleurs partagée par d’autres

parasites eucaryotes.

III - La transcription chez P. falciparum.
III.1 - Organisation des genes

Les genes du parasite sont organisés d'une fagon comparable aux genes eucaryotes ;
ils sont monocistroniques, les phases ouvertes de lecture sont flanquées d'une région 5' et 3'
non traduite et contiennent des séquences introniques ; les ARNm ont une coiffe en 5' en
plus d'étre polyadénylés (Horrocks et al. 1998; Lanzer et al. 1993). Enfin, en amont de ces
genes se trouvent des promoteurs dont la structure suit le modele bi-partite commun aux
eucaryotes, comprenant une région promotrice basale capable d'induire un niveau minimal
de transcription, controlée en amont par des éléments de régulation spécifiques (Crabb and

Cowman 1996; Osta et al. 2002).

II1.2 - Composition en protéines assignées a la régulation génétique

De maniere plutdt surprenante compte tenu du cycle complexe de P. falciparum,
I'analyse du génome révele un faible pourcentage (1,3 %) de protéines assignées a la
régulation de la transcription. Pourtant, il apparait que la proportion de cette catégorie de
protéines augmente avec la complexité des organismes : 4 % pour S. cerevisiae, 4,9 % pour C.

elegans, 6,3 % pour D. melanogaster et 6,8 % pour ’homme (Tableau 3).

Tableau 3. Pourcentage de protéines assignées a la régulation de la transcription pour 8
génomes d'eucaryotes (Coulson et al. 2004).

Species Size® Matches % Genome
P. falciparum 5273 69 1.3
5. cerevisige 6292 249 4.0
5. pombe 4882 205 4.2
C. elegans 19,099 935 4.9
D. melanogaster 13,707 865 6.3
A. thaliana 27,387 1807 6.6
H. sapiens 29,303 1987 6.8
A. gambiae 15,101 1045 6.9

Size: nombre de protéines dans le génome ; Matches: nombre de protéines assignées a la
régulation de la transcription ; % Genome: pourcentage des protéines assignées a la régulation de la
transcription par rapport a la totalité des protéines du génome.
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Cependant, il faut reconsidérer cette assertion dans l'optique des 60% de phases
ouvertes de lecture encore non assignées a une fonction chez Plasmodium et dans 1’optique de
notre travail ol nous avions déja annoté différents facteurs de transcription putatifs avant le
séquengage complet du génome. L'importante proportion de séquences orphelines pourrait
étre expliquer par le fait que les protéines du parasite auraient évolué de telle sorte qu'elles
ne peuvent plus étre identifiées par de simples recherches de similarité de séquences
(Coulson et al. 2004; McConkey et al. 2004). De plus, I'extraordinaire richesse en A+T (80%)
dans la composition nucléotidique du parasite, causant un remarquable biais dans 1'usage
des codons, introduirait d'importants changements dans les séquences d'ADN et d'acides
aminés qui affecteraient les procédures de recherche. En effet, les algorithmes d'alignement
de séquence qui détermine la similarité entre deux séquences sont tres peu efficaces en
dessous de 30% de similarité (Rost 1999). Cela pourrait expliquer, par conséquent,
I'apparente pauvreté en facteurs de transcription annoncée dans les analyses du génome et il
est légitime de penser qu'un nombre substantiel de cette inhabituelle proportion de protéines
non annotées pourrait correspondre a des orthologues "cachés". Par ailleurs, I'analyse des
structures secondaires, qui sont souvent plus conservées que les structures primaires permet
d'identifier avec des outils appropriés des régions hydrophobes dans les domaines
globulaires partagés par différents organismes (Hydrophobic Cluster Analysis). Ce
programme d’analyse a conduit ainsi a la prédiction de neuf facteurs de transcription
généraux supplémentaires aux dix autres prédits par simples recherches de similarité
(Callebaut et al. 2005). L’analyse du contenu protéique du génome par HCA pourrait donner

un éclairage nouveau sur la régulation génétique chez P. falciparum.

L’ensemble des données que je vais présenter maintenant provient en plus de la
littérature, des séquences annotées dans le laboratoire en utilisant I'outil de recherche des

domaines de la banque Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) dans PlasmoDB

(http://www.plasmodb.org/) apres vérification avec l'outil MotifScan (http://myhits.isb-

sib.ch/cgi-bin/motif scan) ou de recherches grace a I'outil BLAST de PlasmoDB. L’ensemble

des numéros d’accession est disponible en annexe I.1.

II1.2.1 - La machinerie générale de la transcription
Le génome de P. falciparum code pour 1'ensemble des douze sous-unités de ’ARN

polymérase II [(Coulson et al. 2004), annexe 1.2]. La plus grande sous-unit¢ de I’ARN
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polymérase II contient une extension de son domaine C-terminal comme c’est le cas chez un
grand nombre d’eucaryotes ou elle joue un role important dans les processus vitaux tels que
'élongation, 'épissage et la régulation de l'expression des genes (Carlson 1997; Corden
1990). La présence de cette extension constitue une donnée importante dans la

compréhension de la régulation des genes chez Plasmodium.

Le recrutement de la machinerie basale de transcription au niveau du promoteur
basal nécessite la présence de plusieurs complexes protéiques (voir paragraphe 1.4) dont la
TBP et les TAF. Contrairement aux levures, le génome de P. falciparum code pour une TBP
(Hirtzlin et al. 1994) et une protéine homologue de la TBP (McAndrew et al. 1993); la
présence de plusieurs TBP étant une caractéristique des eucaryotes supérieurs. Les séquences
de ces deux TBP présentent les caractéristiques fonctionnelles des TBP en terme de liaison a
I’ADN et de dimérisation. Certaines protéines composant les complexes TFIIB, TFIIE et

TFIIH sont aussi présentes dans le génome.

Bien que les TAF présentent une faible conservation chez les métazoaires (Coulson
and Ouzounis 2003), quatre TAF viennent d’étre identifiées récemment grace a la méthode
HCA : TAF1, TAF2, TAF7 et TAF10 (Callebaut et al. 2005). De la méme maniere, la grande
sous-unité du facteur TFIIA, deux candidats pour sa petite sous-unité, TFIIEB et TFIIFf et
une sous-unité du facteur TFIIH ont été prédits. Ces données suggerent qu’il y a plus de
facteurs généraux de la transcription dans le génome de Plasmodium qu’il avait été annoncé
initialement. Enfin, sont présentes également au moins trois protéines, conservées des
levures a 1'homme, MED7, MED10, MED31 appartenant au complexe Mediator, qui
intervient a la phase finale du recrutement de la machinerie de transcription et qui permet de
transmettre 'information provenant de la liaison des FT (Bourbon et al. 2004; Linder and

Gustafsson 2004).

La découverte de ces protéines suggere que P. falciparum possede des représentants
de la majorité des facteurs de la machinerie basale, dont la fonction reste a valider, lui
permettant d’assurer la synthese des ARNm ainsi que la régulation transcriptionnelle de ses

genes.
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II1.2.2 — Régulateurs de la structure de la chromatine

Il est communément admis que la chromatine est dynamique et influence la
régulation génétique (voir paragraphe 1.4.1). Chez les parasites apicomplexes, la régulation
des genes doit nécessiter également la participation d’un appareil de remodelage de la
chromatine bien développé. Le génome de Plasmodium code pour les 4 histones classiques
(Longhurst and Holder 1997) composant le nucléosome et il est intéressant de noter que les
genes codant pour H2A et H3 ont un sens de transcription opposé et partagent le méme
promoteur sur le chromosome 6. Il en est de méme pour H2B et H4 sur le chromosome 11.
En revanche, 'histone de liaison H1 ne semble pas étre présente dans le génome. Méme si
ces protéines H1 sont impliquées dans la régulation transcriptionnelle de certains genes, elles
ne sont pas responsables de la régulation globale du niveau de transcription (Harvey and
Downs 2004). De plus, elles ne semblent pas indispensables a la survie des eucaryotes
unicellulaires comme les levures (Ausio 2000). L’apparente absence d’histone de liaison chez

P. falciparum ne perturberait pas fondamentalement la régulation transcriptionnelle.

La compaction de 'ADN nucléaire en nucléosomes, corrélée a une répression
transcriptionnelle nécessitent 1'intervention de deux types d’activités enzymatiques définies
précédemment permettant une régulation de la structure chromatinienne. Les complexes
multiprotéiques intervenant lors de la modification et le remodelage de la chromatine
semblent étre présents chez P. falciparum. Des homologues de la famille GCN5 ont été
caractérisés impliquant l'existence de 1’acétylation des histones (Fan et al. 2004b). De méme,
la présence d'un homologue d’ADA2 qui est une sous-unité du complexe HAT GCN5 tres
conservée au cours de I"évolution a été rapportée (Fan et al. 2004a). L’acétylation des histones
est un processus dynamique et réversible régulée également par les histones déacétylases
dont P. falciparum semble posséder plusieurs représentants conventionnelles (Joshi et al.
1999) et deux membres dans la famille SIRTUIN, dont 'un des membres les plus étudiés est
Sir2. Tout comme chez la levure, ou Sir2 est nécessaire a 1'extinction de la transcription de
certains genes télomériques (Blander and Guarente 2004), chez P. falciparum PfSir2 est
impliqué dans la répression de certains genes de la famille var situés dans les télomeres
(Duraisingh et al. 2005{Freitas-Junior, 2005 #197; Freitas-Junior et al. 2005). La méthylation
des histones comme 1'acétylation est associée a une transcription active et est contrdlée par

des histones méthylases qui ont pu étre identifiées dans le génome de P. falciparum au
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nombre de quatre, toutes appartenant a la famille SET. Pour finir, le remodelage de la
chromatine aboutit a la modification des interactions histone-ADN grace a l'intervention de
complexes munis d’une sous-unité ATPase et P. falciparum dispose au moins de neuf
ATPases homologues de SNF2/SWI2, une ATPase de type ISWI et une ATPase homologue
de CHD. Il est a noter la présence également de plusieurs genes codant pour des protéines a
domaines PHD ou Bromodomaine connus pour étre impliqués dans les processus de

remodelage de la chromatine.

Dans la catégorie des facteurs de la classe HMG, seules les protéines de type
architectural HMGB ont été trouvées dans le génome de P. falciparum. En effet, trois
protéines de petite taille contenant un domaine HMG-box et une protéine contenant deux
domaines HMG-box ont été annotées. Cette derniere protéine HMGB présente en plus un

domaine de liaison a I’ADN caractéristique de la famille Myb.

Il apparait donc que P. falciparum possede une machinerie typique des eucaryotes
capable d’engendrer les modifications et le remodelage de la chromatine pour contrdler la

régulation transcriptionnelle.

II1.2.3 — Facteurs de transcription spécifiques de séquence
Comme annoncé au début de ce chapitre, 'analyse du génome de P. falciparum a
révélé une apparente pauvreté en facteurs de transcription (FT) potentiels. En effet, suivant
la classification de ces protéines selon la base de données TRANSFAC, plusieurs classes
n’ont pas actuellement de représentant dans le génome. Mais 1’analyse actuelle du génome
permet d’identifier par homologie de séquences des protéines appartenant a une classe de FT

au moins parmi les quatre superclasses définies au paragraphe 1.4.3 (voir annexe L.1).

La superclasse des protéines a domaines basiques figure dans le génome avec un
nombre élevé de protéines, elle est représentée par 26 FT putatifs possédant un domaine

bZIP.

La superclasse des protéines a motif en doigt de zinc est sans doute la mieux

représentée avec :

- pres de 20 protéines a domaines C2Hz ou l'ion zinc central est chélaté par deux

cystéines et deux histidines,
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- au moins trois protéines a domaine en doigt de zinc B-box de type Constans
impliqué notamment dans la régulation transcriptionnelle de la floraison chez Arabidopsis

thaliana (Samach et al. 2000),

- quatre protéines a domaine en doigt de zinc de type MIND, motif associé a la

répression transcriptionnelle chez I'homme (Lutterbach et al. 1998),

- douze protéines a domaine en doigt de zinc de type DHHC, motif trés conservé au
cours de l'évolution des eucaryotes qui participerait a la liaison de 'ADN (Putilina et al.

1999).

La superclasse des Hélice-Tour-Hélice ne figure dans le génome de P. falciparum que
par la présence d'une classe et une seule famille dans cette classe : les facteurs a domaines
tryptophane ou famille Myb. Au moins sept protéines possedent au minimum les deux
régions R2 et R3 nécessaires a la liaison a I’ADN (voir paragraphe 1.4.2.c). La plupart de ces
protéines ont des domaines putatifs dans lesquels certains tryptophanes sont remplacés par
des phénylalanines ou des tyrosines, ce qui a été observé aussi chez 'amibe D. discoideum ot

ces facteurs sont fonctionnels.

Enfin, dans la superclasse des protéines a architecture B, cinq classes sont
représentées parmi les onze classes tres variées y figurant. Nous ne reparlerons ni des
facteurs de la classe des TBP qui sont des facteurs généraux de la transcription (voir
paragraphe III.2.1) ni des facteurs de la classe HMGB qui ne sont pas des facteurs de

transcription mais des facteurs architecturaux (voir paragraphe I11.2.2) :

- une protéine de la classe des boites MADS, connues chez les eucaryotes pour lier
spécifiquement des séquences d’ADN riches en AT (Mo et al. 2001). Il est intéressant de noter
que ces FT interagissent avec les protéines a motif en doigt de zinc de type C2Hz, B-box et
avec les protéines a domaines basiques de type bZIP, tous potentiellement présents dans le

génome de P. falciparum.

- plusieurs protéines de la classe des hétérodimeres CCAAT est également présente
dans le génome par l'existence des trois genes codant pour les trois sous-unités du facteur
CBF/NE-Y. CBF/NF-Y interviendrait dans la stabilisation de la liaison a I’ADN d’autres
facteurs et serait capable d’interagir avec la TBP ainsi qu’a des HAT (Maity and de
Crombrugghe 1998).
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- deux protéines de la classe des domaines Cold Shock sont présentes dans le génome
de P. falciparum. Ces protéines sont capables de se lier spécifiquement a ' ADN ou a I’ARN
chez les eucaryotes et sont impliquées aussi bien dans la régulation transcriptionnelle que
post-transcriptionnelle (Matsumoto and Wolffe 1998; Wistow 1990). De plus, ces facteurs ont
gardé leur capacité de réponse a une baisse brutale de la température chez certaines plantes
(Karlson and Imai 2003), ce qui pourrait leur donner une signification fonctionnelle chez P.

falciparum lors de son passage de 1'hote vertébré (37 °C) a 'hote invertébré (25°C).

Une grande partie des voies de régulation entre ADN et protéines, connues a ce jour,
possede des représentants dans le génome de Plasmodium mais nécessite encore pour la
plupart une validation biologique de leur r6le lors du cycle du parasite. Cette analyse du
génome de P. falciparum et des protéines potentiellement impliquées dans la régulation
génétique révele une grande diversité dans les mécanismes disponibles participant a la

régulation transcriptionnelle.

IV - La régulation génétique chez P. falciparum
IV.1 - L'expression des genes plasmodiaux

La capacité du parasite a se développer et a se multiplier dans les tres différents
environnements que sont ses deux hotes vertébré et invertébré est associée a une expression
des genes hautement spécifique de chaque stade du développement. En effet, les
changements morphologiques résultent de la variation du niveau et de la qualité des ARNm
au cours du cycle cellulaire reflétée par des profils d'expression de protéines distincts d'un
stade a un autre, comme cela a été décrit il y a maintenant plus de 10 ans pour les genes

MSA2, kahrp et SERA (Barron 1992; Fox and Bzik 1994; Lanzer et al. 1992a).

La génomique fonctionnelle a fondamentalement changé 1'approche traditionnelle
gene par gene en tirant partie des efforts du séquencage de Plasmodium. Néanmoins, trois
études a grande échelle avaient été menées, avant la complétion du génome réalisée en
Octobre 2002, dans le but de comparer I'abondance relative des transcrits au cours du cycle
érythocytaire. La premiere description de transcrits spécifiques des stades sexués
(gamétocytes) et asexués (trophozoites) a été réalisée en utilisant une puce a ADN

comprenant 3700 séquences aléatoires a partir d'une banque génomique (Hayward et al.
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2000). La technique d'analyse quantitative et qualitative en série (SAGE) de l'abondance des
transcrits a ensuite permis d'identifier 4900 genes exprimés au cours du cycle érythrocytaire,
démontrant qu'une grande partie du génome était exprimée a cette phase du cycle (Patankar
et al. 2001). Une analyse par puce a ADN plus précise, sur 5 temps du cycle asexué, mais sur
un nombre de genes réduits a 944, a fourni la premiere image de l'expression temporelle
d'une partie des genes de P. falciparum ou 60 % des genes étudiés montraient une régulation

significative (Ben Mamoun et al. 2001).

Avec la publication du génome, les bio-puces a ADN pan-génomiques ou presque ont
été utilisées avec succes pour étudier les différents stades de développement du Plasmodium.
Cependant, les analyses du transcriptome requierent des quantités importantes d'’ARN (ug)
et ont été malgré tout restreintes aux stades cultivables ex vivo, limitant les études a grande
échelle aux seuls stades sanguins de P. falciparum et particulierement d’isolats adaptés au
laboratoire. L'utilisation de milliers d'oligonucléotides longs (70 mers) par puce a fait preuve
d'efficacité pour I'étude du génome entier d'abord sur deux stades synchronisés asexués
trophozoites et schizontes (Bozdech et al. 2003b) puis toutes les heures sur les 48 h du cycle
érythrocytaire (Bozdech et al. 2003a). La technologie Affymetrix a permis de valider
l"utilisation d’oligonucléotides courts (25 mers) tout d’abord pour I'analyse du transcriptome
des genes du chromosome 2 qui montre que plus d'un tiers des genes étaient
significativement régulés au cours des stades asexués anneaux, trophozoites et schizontes
(Le Roch et al. 2002). Puis, une étude plus approfondie avec 22000 cibles couvrant la totalité
du génome du clone 3D7 a fourni le transciptome de neuf points du cycle dont le stade
sporozoite, sept points de stades asexués de I'anneau au mérozoite et un point de stade sexué
(Le Roch et al. 2003). Aucun profil général d'expression n'avait été défini chez P. falciparum
avant ces deux derniéres études. Il semble que 80 % des geénes du parasite soient exprimés au
cours du cycle érythrocytaire, laissant penser que peu de genes ont une expression
strictement exo-érythrocytaire. Les analyses du transcriptome de P. falciparum montre une
expression séquentielle des genes avec un maximum d’expression des ARNm codant pour
les protéines de synthese en premier, suivis des genes associés aux protéines du
métabolisme, puis des genes associés a ’adhésion/invasion et enfin des genes codant pour

les protéines kinases. Du contrdle fin de I'expression des genes requis au cours du cycle de
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vie de Plasmodium résulte en outre un répertoire protéique singulierement différent a chaque

stade du cycle (Florens et al. 2002; Lasonder et al. 2002).

Tres récemment, une bio-puce a ADN comprenant 7462 oligonucléotides longs
représentant la quasi-totalité du génome a été utilisée pour identifier de nouveaux genes
impliqués dans la gamétocytogénese (Silvestrini et al. 2005). Une analyse comparative a été
réalisée, en condition d’induction de la gamétocytogénese, entre le clone parasitaire de
référence 3D7 (Walliker et al. 1987) produisant des gamétocytes en culture et son clone
dérivé F12, incapable de produire des gamétocytes (Alano et al. 1995). Un groupe de 117
genes présente un profil d’expression similaire a ceux des genes pfs16 et pfg27, marqueurs
précoces de la gamétocytogénese (Bruce et al. 1994; Lobo et al. 1999). Deux protéines Pfpeg-3
et Pfpeg-4 ont été identifiées comme spécifiques des gamétocytes de stades I et II,

respectivement. Ces résultats seront discutés apres la présentation de nos travaux.

Les différentes expériences décrivant le transcriptome du parasite ont montré que
l'abondance de la plupart des ARNm varie au cours du cycle cellulaire, suggérant que

l'expression des genes est controlée en partie au niveau de la synthese des ARN.

IV.2 - La régulation transcriptionnelle

La régulation de I'expression des genes au niveau transcriptionnel a été décrite pour
différents types de transcrits chez P. falciparum : i) les genes des ARNr sont exprimés d’une
maniere spécifique de chaque stade (Waters 1994) ii) un seul des 50 genes var est exprimé au
sein d"un parasite alors que tous les autres sont réprimés (Scherf et al. 1998) et iii) I’activation
des promoteurs des genes pfs16 et pfs25 marque la transition vers la différenciation sexuée
(Dechering et al. 1999). Les profils d’expression des genes qui accompagnent le cycle de vie
sexué et asexué du parasite montrent que le contrdle de la régulation génétique est crucial

pour la survie du parasite aussi bien que pour sa virulence.

Chez les eucaryotes, il est établi que le niveau de transcription est contrdlé par les
éléments agissant en cis que sont les séquences promotrices et les éléments agissant en trans
que sont les facteurs de transcription; la disponibilité des FT et l'accessibilité a leurs
séquences cibles permettant le contrdle de la régulation transcriptionnelle. Il est raisonnable

de penser que cela se passe aussi chez Plasmodium.
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IV.2.2 - Les éléments de régulation

L’identification ~d’éléments de régulation impliqués dans la régulation
transcriptionnelle est difficile en raison de la richesse en A+T du génome de P. falciparum. En
effet, identifier les boites TATA des promoteurs dans un océan d’étendues A et T représente
un réel défi aussi bien que de cloner ces séquences. La plupart des informations sur la
structure des régions promotrices a essentiellement été obtenue grace a 1'étude du gene
gbp130 (Lanzer et al. 1992b) et plus récemment sur des genes exprimés aux stades sexués
(Alano et al. 1996; Dechering et al. 1999). L’avenement de la technique de transfection a
permis de valider l’activité de quelques promoteurs par des études fonctionnelles en utilisant

des genes rapporteurs (Horrocks and Kilbey 1996).

Bien que la structure générale des promoteurs du parasite soit conforme a la structure
bi-partite caractéristique des promoteurs eucaryotes (voir paragraphe III.1), quelques
différences sont observées comme tout d’abord la distance qui sépare les éléments cis
caractéristiques de la région basale et le site d’initiation de la transcription, qui est plus
longue que chez les autres eucaryotes (Crabb and Cowman 1996; Horrocks and Kilbey 1996;
Levitt 1993). Par exemple, la boite TATA des promoteurs des genes kahrp et gbp130 se situent
a -81 pb et -186 pb du site d’initiation de la transcription, respectivement (Ruvalcaba-Salazar
et al. 2005). En général elle se situe entre -25/-30 pb quoique chez la levure, cette distance
peut aller jusqu’a -140 pb. De plus, aucun élément de régulation typique des eucaryotes tels
que les boites CCAAT ou les sites de liaison SP1 n’a été retrouvé comme 1'a révélé I'étude du

promoteur proximal du gene gbp130.

Toutefois, dans la partie distale de ce méme promoteur, un élément ayant une
homologie avec la séquence activatrice SV40 du virus simien a été identifiée et est capable
d’interagir spécifiquement avec des protéines nucléaires (Lanzer et al. 1992b). Mais jusqu’a
ce jour, aucune étude menée sur Plasmodium ne fait état d"une activité de promoteurs viraux
comme SV40 actifs chez les eucaryotes supérieurs et réciproquement il semble que les
promoteurs du parasite ne fonctionnent pas dans les cellules de mammiferes (Horrocks,
1998). De plus, une étude sur les promoteurs des genes var a révélé l'existence de trois
séquences cis-activatrices SPE1, SPE2 et CPE, toutes exclusivement associées aux genes var
qu’ils soient positionnés au niveau des télomeres ou au centre des différents chromosomes et

ne présentant aucune similitude avec des sites de liaison de FT eucaryotes répertoriés dans la
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base de données TRANSFAC (Voss et al. 2003). Ces données tendent vers une divergence
dans l'évolution des éléments de régulation de Plasmodium et suggere l'utilisation de

différents mécanismes dans la régulation transcriptionnelle du parasite (Aravind et al. 2003).

Néanmoins, quelques études ont permis l'identification, dans les régions distales des
promoteurs des genes pfs25, gbp130 et CDP diacylglycerol synthase, d’éléments de régulation
non homologues a ceux des eucaryotes, mais responsables de l’activation et de la répression
de l'expression du gene rapporteur; ces éléments de régulation étant capables de lier
spécifiquement des facteurs nucléaires (Dechering et al. 1999; Horrocks and Lanzer 1999b;
Lanzer et al. 1992a; Osta et al. 2002). Plus récemment, une étude a porté sur une analyse
bioinformatique de 18 régions promotrices des genes hsp suivie par une validation
biologique par transfection (Militello et al. 2004). Un élément palindromique boite-G,
positionné a -195 pb du site d’initiation de la transcription, présent en 2 exemplaires dans le
promoteur du gene hsp86, apparait conservé parmi les especes de Plasmodium (falciparum,
yoelii, berghei et vivax). Son implication dans la stimulation de la transcription chez
Plasmodium spp pourrait étre liée a sa structure tige-boucle car aucun complexe d’interaction
ADN-protéine n’a été obtenu en présence d’extraits nucléaires. Ces expériences montrent
I'importance potentielle de facteurs régulant localement la structure de la chromatine dans
les mécanismes de régulation des genes de Plasmodium. Une autre région USE (upstream
sequence element) située juste avant les 2 boites-G du gene hsp86 participe a la stimulation
de la transcription. L’arrangement de ces éléments de régulation est conforme au modele
standard eucaryote contenant un promoteur basal et des séquences activatrices dans la
région distale en amont. Pour autant, la difficulté d’identifier des éléments de régulation sur
les 5300 genes prédits reste entiere, compte tenu de 1'apparente spécificité des ces éléments

chez P. falciparum.

Par ailleurs, une étude sur le gene pgs28 exprimé lors du stade sexué de P. gallinaceum
a révélé la présence d’un élément cis-régulateur en aval du site d’initiation de la transcription
dont la fonction est indépendante de la boite TATA ou d'un élément Inr (Chow and Wirth
2003). Cet élément situé a +25 pb du site d’initiation de la transcription interagit
spécifiquement avec des facteurs nucléaires et semble important pour réguler 1'activité du
promoteur en participant a 'effet des éléments activateurs présents en amont. A la lumiere

de ce résultat, il apparait intéressant de reconsidérer les séquences en aval du site d’initiation
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de la transcription chez Plasmodium spp compte tenu de la prépondérance des genes

dépourvus de boite TATA.

Enfin, un autre élément situé en dehors du promoteur intervient dans le contrdle
transcriptionnel du gene var7b chez P. falciparum (Deitsch et al. 2001). En effet, I'intron de ce
gene agit comme un élément de répression de la transcription, il participe a la régulation en
coopération avec des éléments présents en amont de la région codante. La présence d'une
région tres riche en A+T semble suffisante pour réprimer le promoteur du gene var associé
(Calderwood et al. 2003). L’intervention coopérative de ces différents éléments implique la
nécessité d’une configuration de la chromatine appropriée. Cependant, le contrdle de la
transcription effectué par ces éléments de régulation analysé avec un vecteur épisomique
pourrait étre différent du contrdle du gene au sein du chromosome (Voss et al. 2003), comme

cela a aussi été montré pour le gene gbp130 (Horrocks and Lanzer 1999a).

En conclusion, méme si peu de travaux ont porté sur la régulation transcriptionnelle
des genes, la régulation génétique chez Plasmodium semble évidente au niveau
transcriptionnelle grace a l’identification dans les promoteurs d’éléments capables de
promouvoir l'expression du gene rapporteur. Pour autant les promoteurs étudiés
contiennent des éléments de régulation différents des autres eucaryotes. Cette différence
majeure réside probablement dans I'extréme richesse en A+T des régions intergéniques, qui
peut atteindre 90%. Une forte occurrence d’étendues homopolymériques (dA:dT) (> 10 pb)
procure a ces séquences promotrices une propriété structurale et fonctionnelle de courbure
de TI'ADN. Cette flexibilité peut jouer un role dans la modulation de Ilactivité
transcriptionnelle des génes en augmentant 1'affinité de I’/ADN pour les FT ou l’accessibilité
des FT a I'ADN par une distorsion locale du nucléosome (Dechering et al. 1998). Ces
étendues (dA:dT) sont connues depuis longtemps pour étre des éléments de régulation
fonctionnels chez la levure (Struhl 1985). La difficulté de clonage de ces régions liée a leur
composition complique I'étude précise de I'influence de ces étendues homopolymériques sur
I'activité des promoteurs. Néanmoins, il a été montré qu'une telle région était impliquée
dans lactivité transcriptionnelle des promoteurs de I’ADN polymérase & et de la
calmoduline de P. falciparum, cet effet étant corrélé a une courbure de I’ADN (Polson and

Blackman 2005; Porter 2001).
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La signification fonctionnelle et structurale des régions homopolymériques des
promoteurs s’ajoute a la complexité de la régulation transcriptionnelle chez P. falciparum.
L’ensemble de ces données tend a montrer qu’au-dela d’un cadre commun aux eucaryotes, il
est raisonnable de penser que P. falciparum a évolué vers une différenciation des éléments de

régulation.

IV.2.1 - Les facteurs de transcription

En complément a la recherche des éléments cis, des efforts pour élucider la présence
de facteurs trans restent a faire. Bien que différents auteurs aient montré par analyse
informatique une faible représentation des FT chez Plasmodium (Callebaut et al. 2005;
Coulson et al. 2004), notre annotation du génome de P. falciparum ainsi que les données de
PlasmoDB ont cependant permis d’identifier un bon nombre de protéines candidates a la
fonction de régulation génétique. A ce jour, aucune étude n’a abouti avant notre travail a la
caractérisation de facteur de transcription, seul le facteur général de la transcription TBP a

été décrit (McAndrew et al. 1993).

En 2004, une technique d’identification de facteurs de transcription a haut débit a été
employée avec des extraits nucléaires de P. falciparum (Kumar et al. 2004) pour leur capacité
a interagir avec des éléments de régulation trouvés chez les eucaryotes. La mise en évidence
d’activité de liaison aux 54 séquences cis-régulatrices immobilisées sur une membrane
permet de déterminer la présence de certaines classes de FT dans 1’échantillon. Cependant,
ce systeme a été prévu initialement pour sa compatiblité avec '’homme, la souris et le rat, les
séquences cibles choisies étant conservées entre ces especes. Pour cette raison, il n’est pas
étonnant que seuls deux des huit signaux positifs obtenus aient été validés par la
traditionnelle expérience de retard sur gel. Ces signaux correspondent a la présence de
protéines des familles Myb et MADS, qui toutes deux ont été retrouvées au cours de
I'exploration du génome de P. falciparum. De plus, une étude récente sur le réseau
d’interactions des protéines de P. falciparum par la méthode du double hybride chez la levure
a mis en évidence des groupes d’interactions entre protéines impliquées dans la transcription
et la régulation de la transcription (LaCount et al. 2005). Une histone acetyltransferase de la
famille Genb est au centre dun réseau d’interactions de nombreuses protéines potentielles
incluant des protéines de modification de la chromatine comportant des domaines PHD,

bromo, BTB/POZ et SET et aussi deux facteurs de transcription putatifs de la famille Myb,
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que nous avions annotés lors de notre exploration du génome (PF11_0241, PFL0815w, voir
Annexes 1.1). Ces données indiquent que ces complexes formés pour la modification de la
chromatine pourraient bien correspondre a des régions spécifiques dans le génome pour
réguler la transcription et ont une signification particuliere dans le contexte de "pénurie de
FT" annoncée précédemment. Il apparait donc essentiel d’étudier la fonction biologique de

ces facteurs et leur implication dans la régulation transcriptionnelle de P. falciparum.

Au cours de mon travail de these, nous nous sommes concentrés sur l’aspect
transcriptionnel de la régulation des genes chez P. falciparum lors du développement
érythrocytaire. Il n’en reste pas moins qu'une régulation au niveau post-transcriptionnel des

genes est vraisemblable bien qu’elle ait fait 1’objet d’un nombre limité d’études.

IV.3 - La régulation post-transcriptionnelle

IV.3.1 - La régulation de I’épissage et de la stabilité des ARNm

L’épissage des ARNm permet d’obtenir, a partir du méme transcrit primaire, les
transcrits pouvant étre transportés vers le cytoplasme pour y étre traduits. Cependant il peut
apparaitre plusieurs produits d’épissage différant dans la composition de leurs exons,
donnant ainsi naissance a des protéines similaires mais dont la fonction peut étre différente.
C’est un mécanisme tres important chez les métazoaires car il permet de générer de la
diversité a partir d’'un méme gene. Les jonctions entre les exons de P. falciparum sont
démarqués par des signaux communs a la plupart des eucaryotes (Vinkenoog et al. 1995).
L’épissage alternatif a été décrit pour quelques genes de P. falciparum (Knapp et al. 1991; Pace
et al. 1998; Singh et al. 2004; van Lin et al. 2001), mais seules les isoformes du gene de
I’adenyl cyclase présenteraient des différences fonctionnelles (Muhia et al. 2003). Le contrdle
de I'épissage pourrait étre impliqué dans les mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle du Plasmodium en faveur d'une diversité fonctionnelle a partir de son

faible nombre de genes et au regard de la complexité de son cycle.

Lors de son séjour dans le cytoplasme, la vie d'un ARNm et donc le temps durant

lequel il pourra servir de matrice pour l'expression d'une protéine sont déterminés par sa
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stabilité. Ainsi controler la stabilité d'un ARNm constitue un moyen de moduler I’expression
d'une protéine. Un tel phénomene prend place chez Plasmodium comme lindique la
traduction extrémement retardée de la protéine Pbs21, qui est produite seulement dans les
stades zygote et ookinete alors que son messager est transcrit beaucoup plus tot au stade
gametocyte (Shaw et al. 1996). Les régions non traduites (3’'UTR) des ARNm possedent des
éléments responsables de la stabilité des transcrits (Wickens et al. 1997) qui interagissent
spécifiquement avec des facteurs de la classe RBP (RNA-binding proteins), dont P. falciparum
possede deux membres appartenant a la famille Puf (Cui et al. 2002). La conservation des
protéines PfPUF et leur expression au cours du développement et de la différenciation
sexuée chez Plasmodium spp suggerent l'existence d'un mécanisme de régulation de la
stabilité des ARN commun aux eucaryotes. De plus, la mise en évidence chez P. falciparum de
réseaux d’interactions faisant intervenir plusieurs protéines comportant des motifs de
reconnaissance de ’ARN (RRM), par la méthode du double hybride chez la levure, indique
une éventuelle implication de ces protéines dans la maturation ou l’épissage des ARN

(LaCount et al. 2005).

IV.3.2 - Les ARN anti-sens

La derniere décennie a montré un intérét grandissant pour I'ARN en tant que
régulateur de l'expression génétique et la présence d'ARN anti-sens naturels a été rapporté
chez une grande variété d'eucaryotes (Vanhee-Brossollet and Vaquero 1998). Les ARN anti-
sens sont généralement issus du méme locus que les transcrits sens, synthétisés a partir du
brin d'ADN opposé et chevauchent partiellement leur contrepartie sens avec une
complémentarité parfaite par opposition aux microARN plus récemment décrits (Ambros
2001). Initialement décrits chez les procaryotes, ils ont pour role de diminuer 1'expression des
transcrits sens en formant des complexes sens/anti-sens mais ils peuvent aussi coder pour
des protéines (Vanhee-Brossollet and Vaquero 1998). Ce mécanisme de régulation "anti-sens"
pourrait avoir un sens chez Plasmodium au regard de la complexité de son génome et de sa

capacité codante limitée.

La premiere étude faisant état d'une accumulation inverse de transcrit sens et anti-
sens chez P. falciparum concerne le gene Pfmsp2 (Kyes et al. 2002). Mais dans ce cas précis, le
role régulateur de I'ARN anti-sens a été écarté car mis dans un autre contexte

chromosomique, Pfmsp2 sous le controle de son promoteur présente le méme profil

61



d'expression (Wickham et al. 2003). Ensuite, des expériences de SAGE réalisées sur le cycle
érythrocytaire de P. falciparum indiquent une transcription substantielle de 15 % a partir du
brin anti-sens (Gunasekera et al. 2004; Patankar et al. 2001). Pourtant, le modele anti-sens
chez Plasmodium reste controversé puisque la détection directe d'ARN anti-sens n'a pas été
rapportée. Malgré tout, il a été montré par des expériences de "nuclear run-on" que la
production d'ARN anti-sens est dépendante de l'activité de ' ARN polymérase II (Militello et
al. 2005). Les auteurs proposent un mécanisme de "chromatine ouverte" dans lequel le
contexte chromatinien de chaque locus assumerait un role dans la synthese exclusivement
simultanée par 'ARN polymérase II d'ARN sens et anti-sens sans distinction. Cette
hypothese est renforcée d'une part, par le fait que la transcription sens et anti-sens a été
détectée dans des parasites synchronisés et d'autre part qu'aucun élément promoteur
canonique dictant la polarité de la transcription n'ait été décrit chez P. falciparum a ce jour.
Plus récemment, la répression des genes var a été étudiée en fonction de la production
d'ARN anti-sens et il apparait que I'augmentation des transcrits anti-sens au niveau des loci
réprimés n'intervient pas dans l'inhibition des genes var (Ralph et al. 2005). En effet, dans
certains cas, I'abondance des transcrits anti-sens coincident avec I’abondance des transcrits

sens suivant le modéle de "chromatine ouverte".

La question de l'implication potentielle de 'ARN anti-sens dans la régulation post-
transcriptionnelle de P. falciparum reste entiere. Méme si actuellement un mécanisme de
régulation anti-sens naturel ne semble pas exister chez Plasmodium, la capacité
d'oligonucléotides anti-sens (Noonpakdee et al. 2003; Wanidworanun et al. 1999) ainsi que
de double brins d'ARN (Malhotra et al. 2002; McRobert and McConkey 2002) a moduler
I'expression des geénes semble néanmois étre une preuve raisonnable de la présence d'une

machinerie capable de prendre en charge des duplexes sens/anti-sens.

Enfin, en plus de la régulation apportée au niveau de I'abondance des messagers
(transcription, stabilité, transport), il est vraisemblable que la régulation au niveau de la

traduction et de la maturation des protéines existe aussi chez Plasmodium.
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PRESENTATION DES TRAVAUX DE THESE

Au cours du développement de Plasmodium falciparum, la phase érythrocytaire chez
I’'homme est cruciale car elle est responsable de la maladie et de la transmission du parasite
via le moustique. Cette étape clé du cycle alterne entre prolifération intense et différenciation
en gamétocytes avec des stades asexués et sexués, respectivement. Notre intérét s’est porté
sur cette alternance qui nécessite vraisemblablement un contrdle fin des activités

transcriptionnelles de chaque gene impliqué dans ces événements.

Le séquencage complet du génome de P. falciparum a donné un élan formidable a la
recherche sur la biologie moléculaire du parasite mais un obstacle considérable subsiste :
environ 60 % des protéines prédites n'ont pas de fonction connue. Ainsi, I'ensemble des
données sur la régulation de l'expression des genes chez P. falciparum se traduit par une
grande méconnaissance des processus fins et des acteurs responsables de ceux-ci
accompagnée cependant de nombreuses évidences d’une proximité avec les autres
eucaryotes. Les travaux que j'ai réalisés pendant ma these s’inscrivent dans cette optique de
compréhension du ro6le des acteurs de la régulation génétique chez P. falciparum, pour mieux
appréhender les mécanismes impliqués dans le contrdle transcriptionnel de I'expression des

genes au cours du cycle érythrocytaire.

Dans la premiere partie de ma these, nous avons cherché a identifier des genes
impliqués dans la régulation des évenements intervenant lors du développement
érythrocytaire du parasite notamment lors de la transition de la prolifération asexuée a la
différenciation sexuée. Pour cela, nous avons réalis€ une analyse comparative du
transcriptome entre deux clones de P. falciparum : le clone de référence 3D7 produisant des
gamétocytes en culture et son clone dérivé F12 qui a perdu la capacité de produire des
gamétocytes. Cette étude, initiée avant le séquencage complet du génome de P. falciparum, a
été réalisée avec une puce a ADN construite au sein de notre laboratoire et représentant 150
genes impliqués dans la régulation transcriptionnelle, la transduction du signal et le cycle

cellulaire.
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Dans la deuxieme partie, nous avons décidé d’étudier un facteur de transcription
spécifique de séquence, PfMyb1 de la famille Myb des protéines a domaines tryptophane qui
participe a la régulation de 'expression des genes impliqués dans le développement et la
différenciation. L’analyse bioinformatique de la séquence de PIMyb1 a permis de révéler que
ce FT possédait toutes les caractéristiques de la famille Myb. Nous avons ensuite montré que
la protéine PfMyb1, présente dans les extraits nucléaires du parasite, était capable de se lier
spécifiquement a des séquences cibles MRE identifiées in silico dans les promoteurs de deux
genes de P. falciparum. Pour évaluer l'implication de PfMybl dans la régulation
transcriptionnelle de P. falciparum, nous avons analysé l'effet de I'extinction partielle de
I'expression de son transcrit a son pic d’expression au stade trophozoite. Nous avons pu
identifer certains genes cibles sous le contréle de PfMybl en utilisant notre puce a ADN

thématique.

Enfin, dans la troisieme partie, nous nous sommes intéressés a la famille des facteurs
nucléaires architecturaux HMGB qui interviennent dans le remodelage de la chromatine.
Deux protéines HMGB, PfHMGB1 et PfHMGB2, ont été annotées et leurs séquences
possedent les caractéristiques de ces facteurs spécifiques de structure. Nous avons montré les
propriétés architecturales des protéines recombinantes PfHMGB1 et PfHMGB2 par leur
capacité a se lier a des structures particulieres de I’ADN et a courber I’ADN linéaire. Les
différences observées tant au niveau de l'expression de ces deux facteurs dans les stades
asexués et sexués, que de la localisation cellulaire et des activités d’interaction avec I’ADN,
tendent vers une non-redondance de leur fonction dans la régulation transcriptionnelle au

cours du développement érythrocytaire de P. falciparum.

64



MATERIELS ET METHODES
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I - MATERIELS

I.1 — Clones de Plasmodium falciparum

Au cours de ce travail, deux clones de P. falciparum ont été utilisés, 3D7 et F12, clone
dérivé de 3D7 ayant perdu la capacité a produire des gamétocytes ; ces clones ont été

gracieusement fournis par les Dr Walliker et Dr Alano, respectivement.

1.2 — Souches bactériennes et plasmides

Les bactéries Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) et SURE (Stratagene), transformées
avec le plasmide pCR II-TOPO (Invitrogen), nous ont permis de réaliser le clonage des
produits de PCR. La souche d'E. coli SG13009 (Qiagen), transformée avec le plasmide pQE30
(Qiagen), a été utilisée pour la production des protéines recombinantes PfMyb1, PPHMGB1 et
PtHMGB?2. Les cellules transformées avec le vecteur de clonage sont cultivées en milieu LB
(Luria-Bertani, Invitrogen) sous pression de sélection antibiotique avec de I'ampicilline (100
ug/ml) et de la kanamycine (50 pg/ml) ; ou en milieu 2YT (Invitrogen) avec de 1'ampicilline

(100 pg/ml) pour la production de protéine recombinante.
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Figure 14. Cartes du vecteur de clonage pCR II-TOPO et du vecteur d’expression pQE30.

I.3 — Anticorps

Anti-PfMybl1 : Le sérum anti-peptide a été préparé par Eurogentec. Deux lapins ont

été immunisés avec deux peptides (RKKYEYKKNSWTKK et KRRYLRLISATNNMEQ),
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correspondants aux acides aminés 103-117 (en amont du domaine R1) et 400-414 (a la fin du
domaine R3) des domaines tryptophane de la protéine PfMybl. Un sérum capable de
reconnaitre la protéine recombinante PfMybl a été obtenu apres trois inoculations (jour 100)
et a donc été sélectionné pour étre purifié par immuno-affinité avec un des deux peptides.
Toutes les études ont été réalisées avec le sérum anti-PfMyb1 purifié contre le peptide 400-
414 (0,46 mg/ml). Les sera préimmun, immun et immuno-purifié ont été utilisés pour les

analyses par Western blot et les retards sur gel.

Anti-p50 : Cet anticorps dirigé contre la protéine p50 du facteur de transcription NF-
kB a été gracieusement fourni par le Pr A. Israél. Il a servi comme témoin négatif dans les

expériences de retard sur gel.

Anti-PfPk5 : Cet anticorps est un don du Dr C. Doerig et a été utilisé dans les

expériences d'interférence avec le transcrit pfMyb1.

Anti-PfHMGBI1 et anti-PfHMGB2 : Les sera anti-HMGB ont été préparés dans le
laboratoire par J. F. Franetich. Cinq souris Balb/c ont recu deux injections sous-cutanée
d'environ 50 pg de protéines recombinantes dans l'adjuvant de Freund. Les sera avec une
activité anti-HMGB élevée ont été collectés apres le premier rappel (jour 30) et sélectionnés

pour les analyses immunochimiques.

Anti-PfHSP70 : Cet anticorps est un don d'Olivier Silvie et a été utilisé pour

normaliser le niveau d'expression des protéines par western blot.

1.4 - Oligonucléotides

Pour le clonage des phases ouvertes de lecture des genes pfmyb1, pfhmgbl et pfhmgb2,

les oligonucléotides suivants ont servi d'amorces pour les réactions d'amplification par PCR :
pfmybl sens : 5'-GGTGGATCCATGTTTAATAATAATAACAAATATGAGTGT-3'
pfmyb1 antisens : 5'-GGTAAGCTTCTTATTGTTCCATGTCATTTGTTGCAC-3'
pfhimgbl sens : 5'-GGTGGATCCATGAAGAATACAGGAAAAGAAG-3'
pfhimgbl antisens : 5-ATTGGATCCATGGCTTCAAAATCTCAAAA-3'

pfhmgb2 sens : 5'-GGTCCCGGGGCCAATTTAAGCTTTCATTTTC-3'
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pfhmgb2 antisens : 5'-ATTGGTACCTTATTCTTGATTTTTCTTTC-3'

Pour l'analyse de l'activité de liaison du facteur de transcription PfMybl, trois
oligonucléotides ont été synthétisés (Invitrogen) comprenant la séquence cible "Myb
Regulatory Element" (MRE) conforme a la séquence consensus "/cAACT/cG : deux MRE
putatifs de Plasmodium présents dans les promoteurs de deux genes des stades sexué pfcrkl (-
287 a -266) et asexué pfmap1 (-1503 a -1482) et un MRE prototype présent dans le promoteur
du gene mim-1 de poulet. L'élément de régulation NF-«B situé dans le promoteur du gene

IL2-Rex a été utilisé pour les compétitions non spécifiques (Galio et al. 1997).

Pour l'analyse de l'activité de liaison a ' ADN cruciforme des protéines PfHMGB, les
oligonucléotides partiellement complémentaires 1 a 4 ont été utilisés pour former 'ADN

cruciforme complet a quatre brins 4H et les formes incompletes 3H et 2H :
brin 1: 5-CCCTATACCCCTGCATTGAATTCCAGTCTGATAA-3'
brin 2 : 5-GTAGTCGTGATAGGTGCAGGGGTTATAGG-3'
brin 3 : 5-AACAGTAGCTCTTATTCGGCTCGCGCCCTATCACGACTA-3'

brin 4 : 5-TTTATCAGACTGGAATTCAAGCGCGAGCTCGAATAGAGCTACTGT-3'

II - METHODES

I1.1 — Culture cellulaire

I1.1.1 - Culture continue

Les parasites ont été cultivés selon une méthode développée par Trager et Jensen
(Trager and Jensen 1976) a 37 °C, sous atmosphere contrdlée dans un milieu de culture RPMI
1640 complété avec 0,5 % d'Albumax II (Sérum Albumine Bovine et acides gras). Le milieu
de culture est composé de 10,4 g/l de RPMI 1640 avec 0,3 g de glutamine, 35 mM d'Hépes, 25
mM de NaHCO:s, 50 pg/ml d'hypoxantine, 10 mg/1 de gentamycine (Invitrogen) et équilibré a
un pH de 6,72. Les parasites sont maintenus a un hématocrite de 5 % en flacon gazé avec un
mélange d'oxygene 1 % et et de dioxyde de carbone 3 % dans l'azote. Le milieu est renouvelé
quotidiennement, la parasitémie est déterminée par numération sur frottis coloré au
GIEMSA et lorsqu'elle avoisine 5 a 10 %, selon l'enrichissement en stade cellulaire, la culture

est diluée avec des érythrocytes humains frais.

68



I1.1.2 - Synchronisation au sorbitol

L'obtention de parasites "synchrones" ou enrichis en stades cellulaires précis est
effectuée par lyse au sorbitol des formes matures (Lambros and Vanderberg 1979). Apres
centrifugation de la culture pendant 5 min. a 25°C, les parasites sont resuspendus dans une
solution de sorbitol a 5 % puis incubés 10 min. a 25°C et lavés deux fois dans du milieu pré-
incubé a 37 °C. Trois traitements successifs de sorbitol a 44 h d'intervalle sont effectués pour
diminuer au maximum l'écart de temps qui persiste entre les parasites les plus matures des
plus jeunes. Cinq stades de développement sont récoltés en fonction du temps et de la
morphologie des parasites pour les préparations de transcrits et de protéines : anneaux (10-
14 h) ; trophozoites jeunes (20-22 h) et matures (26-28 h); schizontes jeunes (32-34 h) et

matures (40-42 h post-invasion).

I1.1.3 - Cryopréservation et décongélation

Pour la conservation et la préservation des clones, la congélation réguliere de
parasites est nécessaire. De méme que pour limiter la dérive génétique des clones, la culture

est établie a partir d'une nouvelle ampoule congelée environ tous les 3 mois.

Apres centrifugation d'une culture parasitaire enrichie au stade anneau pendant 5
min. a 25°C, le culot est repris dans 1,5 volume de sérum humain décomplémenté, puis 2,5
volume d'une solution de cryopréservation (28 % glycérol, 3 % sorbitol, 0,65 % NaCl) sont
délicatement ajoutés. Les parasites sont aliquotés en 500 pl dans des cryotubes puis

directement immergés dans l'azote liquide.

La décongélation des parasites s'effectue directement au bain-marie a 37 °C pendant 1
a 2 min. Un gradient décroissant de sels est alors appliqué : 0,1 volume d'une solution de
NaCl 12 % pendant 5 min. a 25°C puis 10 volumes d'une solution de NaCl 1,6 %. Apres
centrifugation et lavage avec du milieu de culture complet chauffé a 37 °C, les parasites sont

mis en culture.

II.2 — Extraction des acides nucléiques et clonage

Le parasite étant intracellulaire, il est nécessaire de procéder a une lyse préalable des
globules rouges par la saponine afin d'améliorer les rendements d'extraction. La culture de

parasites du clone 3D7 (25 ml) est centrifugée pendant 5 min a 2000 rpm et le culot globulaire
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est lavé avec 25 ml de tampon PBS 1X et centrifugé pendant 5 min a 2000 rpm. Les globules
rouges sont lysés dans le tampon PBS contenant 0,15 % de saponine pendant 10 min a 25 °C.
Apres centrifugation pendant 5 min a 2000 rpm a 4 °C, les parasites sont lavés 4 fois avec 1
ml de tampon PBS froid. L'ADN génomique est ensuite préparé avec le kit DNeasy Tissue
suivant le protocole "animal tissues" fourni par Qiagen. L'ADN est quantifié par mesure de
l'absorbance a une longueur d'onde de 260 nm, sachant qu'une unité d'absorbance
correspond a une concentration de 50 pg/ml d'ADN double brin. La pureté des préparations
est évaluée en calculant le rapport A2 nm/A2s0 nm qui doit étre compris entre 1,6 et 1,8. Les

échantillons sont conservés a 4 °C dans le tampon Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA TmM.

Les phases ouvertes de lecture des genes pfmybl, pfhmgbl et pfhmgb2 ont été
amplifiées a partir de 'ADN génomique avec les amorces citées au paragraphe 1.4 en
utilisant les conditions de PCR décrites par (Su et al. 1996) ot la température d'élongation est
diminuée jusqu'a 60 °C. Les amplicons a la taille attendue sont clonés directement dans le

vecteur pCR II-TOPO en suivant le protocole "TA-cloning" d'Invitrogen.

II.3 — Extraction et analyse des ARN totaux

Le protocole utilisé pour I'extraction des ARN totaux de Plasmodium a été établi selon
la méthode décrite par Kyes et al. (Kyes et al. 2000) en utilisant 1'extraction en phase liquide
au TRIzol (Invitrogen). Apres controle du stade cellulaire sur frottis sanguin coloré au
Giemsa, les parasites sont centrifugés pendant 5 min a 2000 rpm a 25 °C. Le culot est repris
rapidement dans 10 volumes de TRIzol pré-incubé a 37 °C, lorsque la culture est enrichie en
stades anneaux ou 20 volumes de TRIzol, lorsque la culture est majoritairement composée de
formes matures trophozoites ou schizontes, puis incubé a 37 °C pendant 5 min. Les ARN
sont extraits par l'ajout de 0,2 volume de chloroforme du volume initial de TRIzol puis agités
au vortex pendant 3 min. Apres 30 min de centrifugation a 4000 rpm a 4 °C, 0,5 volume
d'isopropanol est ajouté a la phase aqueuse précautionneusement prélevée pour la
précipitation des ARN pendant 15 h a -20 °C. Apres 30 min de centrifugation a 11000 rpm a 4
°C, chaque culot est lavé avec de I'éthanol a 75 % et centrifugé dans les mémes conditions
pour étre séchés puis repris dans environ 30 a 50 pl d'eau traitée par 0,1 % de
diéthylpyrocarbonate pour étre exempte de RNases. Enfin, les échantillons sont traités par 5

unités de DNase I-RNase free/ ug d'ARN pendant 15 min a 37 °C et purifiés par le protocole
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"clean-up” du kit Qiagen RNA mini. La qualité et la concentration des ARN peut étre
déterminée par mesure spectrophotométrique comme pour I'ADN (voir paragraphe II.1)
sachant qu'une unité d'Azonm correspond a 40 pg/ml d'ARN et par visualisation des ARN
ribosomiques sur gel dénaturant d'agarose 1 %. Cependant, nous avons privilégié 1'analyse
des profils des ARN totaux par le BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies) a l'aide des puces
RNA LabChip, qui a pour avantage de ne consommer que quelques centaines de
nanogrammes d'ARN contre quelques microgrammes pour un gel classique. Douze
échantillons sont déposés sur des "puces" ou unités pré-formés de 16 puits constituant un
réseau micro-tubulaire rempli par un gel d'acrylamide linéarisé contenant un intercalant
fluorescent de ' ARN détectable a 260 nm. Le temps d'élution mis pour parcourir la distance
fixe entre deux électrodes permet de déterminer la taille des fragments. Une représentation
de l'intensité de fluorescence en fonction du temps d'élution permet de mettre en évidence
les ARN qui apparaissent sous forme de pics. Si le rapport entre l'intensité du pic
correspondant a I'ARN 28S et 'intensité du pic correspondant a I'ARN 18S est proche de 1,8,

la qualité des ARN est tres satisfaisante.

Les transcrits pfimybl, pfhmgbl et pfhmgb2 ont été caractérisés par Northern blot en
utilisant les ARN polyA+ purifiés a partir de 35 pg d'ARN totaux d'un mélange des 5 stades
de développement de P. falciparum (mRNA direct kit de Dynal) pour la détection du transcrit
pfmybl ou directement avec 20 pg d'ARN totaux pour les transcrits pfhmgb. Apres
fractionnement sur un gel d'agarose 1% en conditions dénaturantes, les ARNm sont
transférés sur une membrane de nitrocellulose 0,2 u (Pall) en présence de tampon SSC 20X.
L'hybridation est effectuée a 55 °C (pfmybl) ou 65 °C (pfhmgb) dans le tampon Ultrahyb
(Ambion) avec les ribosondes marquées par lisotope UTP [a-?P] (Paillard et al. 1990)
préparées a partir des vecteurs de clonages pCR-II TOPO respectifs des genes étudiés en

utilisant les ARN polymérase T7 ou SP6 (Promega) en fonction de l'orientation de l'insert.

I1.4 — Expression et purification de protéines recombinantes

La souche d'E. coli SG 13009 est transformée avec les constructions pQE30-pfmybl,
PQE30-pfhmgbl et pQE30-pfhmgb2 et précultivée toute la nuit a 37 °C dans le milieu 2YT
contenant 100 pg/ml d'ampicilline pour une culture ultérieure de 200 ml. L'expression des

protéines est induite avec 0,1 mM d'IPTG pendant 3 h a 37 °C. Les cellules sont centrifugées

71



15 min a 3500 rpm a 4 °C et les culots sont solubilisés dans un tampon de lyse contenant 25
mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, 10 mM B-mercaptoéthanol, 0,5 % triton
X-100, a raison de 1 ml/mg de culot sec, en présence de lysozyme et 1/25 du cocktail
d'inhibiteurs de protéases de Roche. La sonication (Bioblock Scientific, Vibracell) est
effectuée a 30 W cinq fois pendant 10 s. Les lysats sont ensuite incubés avec 100 pl de billes
d'agarose Ni-NTA a 50 % par ml de lysat pendant 2 h a 4 °C sous agitation. Apres trois
lavages dans le tampon de lyse a 20 mM d'imidazole, les protéines sont éluées a 250 mM
d'imidazole dans le tampon Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 300 mM, excepté pour His-
PtHMGB2 qui est éluée a 50 mM. La qualité des préparations est analysée par
fractionnement sur gel SDS-PAGE et par western blot en utilisant un anticorps polyclonal de
lapin Ig G anti-His (Santa Cruz Biotechnology) a une dilution 1/2000 et un anticorps
secondaire couplé a la peroxydase (Sigma) a une dilution 1/10000, la réaction est révélée par

chimioluminescence (Supersignal ECL, Perkin Elmer).

I1.5 - Immunoprécipitation de protéines et western blot en série

Pour la détection de la protéine PfMybl dans les lysats parasitaires, une étape
d'immunoprécipitation a da étre réalisée avant l'analyse par western blot. Les extraits
protéiques de P. falciparum sont préparés comme décrit par Merckx et al. (Merckx et al. 2003).
Environ 100 pg de protéines sont incubées avec 2x107 billes magnétiques activées par un
groupement tosyl M-280 (Dynal Biotech) recouvertes d'anticorps anti-PfMyb1 (2,5 ug) ou de
serum préimmun en suivant les recommandations du fabricant. Les protéines
immunoprécipitées sont fractionnées sur un gel SDS-PAGE 10 % et analysées par western
blot apres transfert actif sur une membrane PVDF 0,2 u (Biorad), avec une dilution 1/1000 de

l'anticorps anti-PfMyb1 et révélées comme précédemment (paragraphe I1.4).

I1.6 — Localisation de protéines par immunofluorescence

Les parasites (1 ml a 7-10 % de parasitémie) lavés deux fois dans le milieu de culture
RPMI 1640 sont fixés avec 2 % de paraformaldéhyde pendant 20 min a 25 °C et 30 ul de
suspension sont déposés sur des lames en verre recouvertes de poly-L-lysine (Sigma). Les
cellules lavées cinq fois avec 50 ul de tampon phosphate PBS 1X (Invitrogen) sont traitées

avec 75 mM de NHiCl pendant 10 min pour l'extinction de I'autofluorescence,
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perméabilisées avec 0,5 % de Triton X100 pendant 3 min puis incubées avec du tampon PBS
+0,5 % BSA pH 7,4 pour saturer les sites non spécifiques pendant 1 h. L’incubation avec une
dilution 1/200 des anticorps primaires (anti-PfHMGB, anti-HSP70 et sera preimmun) dans le
tampon de blocage est effectuée pendant 1 h a 25 °C, suivie de cinq lavages avec le tampon
PBS et d'une incubation avec l'anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé au FITC
(Sigma) a une dilution de 1/500 pendant 30 min a I'obscurité. Apres lavage, I’ADN nucléaire
est marqué par le DAPI (1/100) pendant 10 min. Les lames sont recouvertes d’une solution de
montage (90% glycerol contenant 0,1 M Tris-HCI, pH 8.0 et 2 mg/ml de o-phenylenediamine)
avant d’étre scellées sous lamelles et observées au microscope a fluorescence Leica DM RD
équipés de filtres UV et fluoresceine. Le temps d’exposition est sélectionné en fonction de
I'intensité de signal obtenu avec chaque anticorps et les images sont acquises avec le logiciel

Lucia 4.7 et superposées avec Adobe Photoshop 7.0.

I1.7 — Retard sur gel ou EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
I1.7.1 — Expérience de liaison aux séquences MRE

La méthode de retard sur gel a pour principe la mise en présence de la séquence cible
d'ADN étudiée radiomarquée, sous forme d'oligonucléotide double brin, avec des extraits
protéiques nucléaires. L'apparition d'une bande retardée apres migration sur gel de
polyacrylamide traduit la formation d'un complexe ADN/protéines et correspond a la mise
en évidence de l'activité de liaison d'un facteur de transcription. La spécificité de liaison
ADN/protéines est testée par compétition avec des séquences cibles froides en exces ou avec

des anticorps.

Les globules rouges infectés par P. falciparum aux stades anneaux, trophozoites et
schizontes (50 ml de culture a 10-12 % de parasitémie) sont lavés dans du tampon PBS froid
et lysés par un traitement a la saponine 0,15 % pour récolter les parasites. Les extraits
nucléaires de parasite sont préparés suivant le protocole établit par Osta et al. (Osta et al.
2002). Les protéines sont dialysées pendant 1 h a 4 °C a travers un filtre VS 0,025 u
(Millipore) posé sur 25 ml de tampon de dialyse (25 mM HEPES pH 7,5, 50 mM KCl, 1 mM
MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 1 mM DTT, 10 % glycérol et 1/25 du cocktail
d'inhibiteurs de protéases Complete de Roche) puis congelés dans l'azote liquide et

conservés a -80 °C.
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Les oligonucléotides complémentaires (10 ul a 25 uM) correspondant aux séquences
MRE des promoteurs pfcrkl, pfmapl et mim-1 sont incubés pendant 5 min a 95 °C dans 40 pl
de tampon dhybridation (67 mM Tris pH 7,5, 13 mM MgClL, 1,3 mM EDTA, 1,3 mM
spermidine et 6,7 mM DTT), I'hybridation a lieu le temps que le bain-marie revienne a 25 °C.
Les oligonucléotides double brin (0.5 pl a 25 uM) sont marqués avec 40 uCi de [y-*2P] ATP (<
5000 Ci/mmole et 10 mCi/ml) en présence de T4 ADN kinase dans le tampon "kinase
exchange" (Invitrogen) pendant 30 min a 37 °C et sont purifiés avec le kit "QIAquick

nucleotide removal" (Qiagen).

Les extraits nucléaires (1 pg) sont pré-incubés avec ou sans compétiteurs spécifiques
pferkl, pfmap1 et mim-1 froids en exces molaire 5X, 20X et 200X pendant 30 min a 4 °C dans le
tampon de liaison (25 mM HEPES pH 7,5, 50 mM KCl, 1 mM MgCl;, 0,5 mM EDTA, 0,2 mM
PMSF, 1 mM DTT, 5 % glycérol et 2 pg poly dI-dC). La compétition non spécifique est
réalisée dans les mémes conditions avec un exces molaire 200X de I'oligonucléotide NF-xB
(voir paragraphe 1.4). Le complexe ADN-protéines est analysé apres incubation en présence
de 0,5 pl d'anticorps anti-PfMyb1 ou 0,5 pul de serum preimmun ou 0,5 pl d'un anticorps non
pertinent anti-NFkB. L'EMSA est réalisé avec 50 000 cpm d'oligonucléotides marqués dans
un volume final de 10 pl pendant 30 min supplémentaire. Les échantillons sont déposés en
conditions natives sur un gel de polyacrylamide 6 % et I'électrophorese est effectuée a 160 V
pendant 2 h a 4 °C dans un tampon TBE a faible force ionique (0,25X). Les gels séchés sont

autoradiographés a -80 °C.

I1.7.2 — Expérience de liaison a ’ADN cruciforme

L'ADN cruciforme a 4 brins et les structures incompletes a 2 et 3 brins sont obtenus a
partir d'un mélange équimolaire des oligonucléotides appropriés dans un tampon
d'hybridation composé de Tris-HCl 10 mM pH 7,2, NaCl 50 mM, MgClz 10 mM. Pour obtenir
le cruciforme marqué, le brin 1 (1 uM) est radiomarqué avec 125 uCi de [y-*P]ATP (< 5000
Ci/mmole et 10 mCi/ml), 20 unités de T4 ADN kinase (Invitrogen), le tampon kinase 5X dans
un volume final de 20 ul pendant 1 h a 37 °C. Le mélange avec les autres brins est porté a
100°C pendant 5 min et I'hybridation a lieu alors que la température du Bain-Marie revient a
25 °C. Le mélange réactionnel est déposé sur un gel de polyacrylamide 6,5 % dans un

tampon TBE 0,5X. Apres 2 h de migration a 120 V, le gel est autoradiographié¢ pendant 15

74



min. Le cruciforme, mis en évidence apres révélation et excisé du gel, est élué dans 1 ml de

tampon d'hybridation.

Pour les expériences de retard sur gel, ' ADN cruciforme 4 brins marqué est incubé
avec des concentrations croissantes (0 a 25 uM) de la protéine PFHMGB étudiée pendant 20
min a 25 °C dans un tampon de liaison composé de Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM,
NaCl 25 mM, glycérol 2 %, 0,14 ug d'ADN de sperme de saumon et 1,4 pg de BSA. L'ADN
cruciforme a 4 brins ou les structures incompletes a 2 et 3 brins non marqués sont ajoutés a la
réaction en exces molaire de 100X ou 500X pour les tests de compétition et une incubation
supplémentaire de 20 min est effectuée. Les échantillons sont déposés sur un gel de
polyacrylamide 6,5 % dans un tampon TBE 0,5X. Apres 2 h de migration a 120 V, le gel est

séché et autoradiographié pendant 5 jours a -80 °C.

I1.7.3 — Expérience de courbure de ' ADN

Des fragments d'ADN de 123 pb sont obtenus par digestion du marqueur de taille
"123 pb ladder" (Invitrogen) par 1'enzyme de restriction Ava I et sont marqués a l'extrémité 5'
avec 40 uCi de [y-*?P]ATP comme précédemment. Apres purification des fragments a 1'aide
du kit "Pure PCR Product Purification" (Qiagen), 10 ng d'ADN de 123 pb sont pré-incubés
avec des concentrations croissantes (0,25 a 100 uM) de la protéine PfHMGB étudiée pendant
20 min a 25°C en présence du tampon T4 ADN ligase 1X (Biolabs) dans un volume final de
10 ul. L'ADN se circularise grace a 1'ajout de 40 unités de T4 ADN ligase (Biolabs) pendant 1
h a 25 °C. La réaction est stoppée par une incubation de 10 min a 65 °C. Pour éliminer les
fragments linéaires, certains échantillons sont traités avec 30 unités d'exonucléase III
(Biolabs) pendant 30 min a 37 °C, les échantillons non traités servent de témoins. Toutes les
réactions sont incubées avec 2 ug de protéinase K (Invitrogen) dans 1 % de SDS et 2 % de
glycérol pendant 30 min a 37 °C avant d'étre déposées sur un gel de polyacrylamide 6,5 %
dans un tampon TBE 0,5 X. Aprées 2 h de migration a 120 V, le gel est séché et

autoradiographié pendant 5 jours a -80 °C.
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I - ANALYSE COMPARATIVE DU TRANSCRIPTOME DE DEUX CLONES 3D7 ET F12
DE P. FALCIPARUM, LORS DU CYCLE ERYTHROCYTAIRE.

I.1 - Résumé

La régulation des événements cruciaux pour le développement de P. falciparum
suppose un contrdle fin de I'expression des genes. De nombreux facteurs environnementaux
semblent influencer la transition de la prolifération asexuée a la différenciation sexuée mais
le déclenchement et les mécanismes impliqués dans la gamétocytogénese restent largement
inconnus. Néanmoins, il est admis que 1'engagement vers le développement des gamétocytes
est établi au stade asexué schizonte. Le clone de P. falciparum F12, dérivé de 3D7, incapable
de produire des gamétocytes a été caractérisé par une perte de l'expression de transcrits
marqueurs de la différenciation sexuée. Nous avons donc entrepris 1'étude comparative du
transcriptome de ces deux clones au cours du cycle érythrocytaire afin de découvrir des
genes dont le profil d’expression serait différent en fonction de la potentialité a produire des

gamétocytes.

L’implication des facteurs de transcription et des protéines de transduction du signal
dans l'initiation de la gamétocytogénese ayant été suggéré, nous avons construit et produit
une puce a ADN thématique au sein de notre laboratoire. Celle-ci contient environ 200
fragments de PCR dont 153 sont représentatifs de genes de P. falciparum potentiellement

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et la transcription.

Cette étude nous a permis de répertorier d'une part, 106 genes dont les profils
d'expression sont similaires entre les deux clones et de confirmer ainsi la proximité génétique
des clones 3D7 et F12. Parmi ces genes, figurent une quinzaine de FT dont I'expression est
modulée au cours du développement, avec cependant des profils d'expression différents
(Fig. 3, p. 273 de l'article 1). Certains d'entre eux présentent un profil d'expression conservé
avec un autre clone HB3 sans proximité génétique et aurait alors un role lors du cycle asexué
érythrocytaire et non pas dans l'incapacité a produire des gamétocytes du clone F12. D'autre
part, plusieurs genes ont présenté des profils d’expression différents entre les deux clones
3D7 et F12, notamment des genes de kinases et de facteurs intervenant possiblement dans la

régulation transcriptionnelle (Fig.2, p. 272 de l’article 1). En particulier, un gene codant pour
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un FT de la famille des protéines Constans et un gene codant pour une protéine comportant

un motif NAP, impliqué dans le remodelage de la chromatine ont retenu notre attention.
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Abstract

During the complex life cycle of Plasmodium falciparum, through mosquito and human, the erythrocytic cycle is responsible for malarial
disease and transmission. The regulation of events that occur during parasite development, such as proliferation and differentiation, implies a
fine control of transcriptional activities that in turn governs the expression profiles of sets of genes. Pathways that underline gametocyte
commitment are yet poorly understood even though kinases and transcription factors have been assumed to play a crucial role in this event. In
order to understand the molecular mechanisms controlling the variation of gene expression profiles that might participate in early
gametocytogenesis, the transcriptome of two clones, 3D7 and its gametocyte-less derivative F12, was compared at five time points of the
erythrocytic asexual development. We have used a thematic DNA microarray containing 150 PCR fragments, representative of P. falciparum
genes involved in signal transduction, cell cycle and transcriptional regulation. We identified several genes eliciting different expression
profiles among which some implicated in gene regulation or encoding putative transcription factors. The differential expression of
transcription factor and kinase transcripts observed in the two clones may enlighten genes that might have a role in impairment of the early
gametocytogenesis of the F12 clone.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Plasmodium; Transcription factor; Microarray; Erythrocytic development; Gametocytogenesis

1. Introduction four species of parasites infecting humans, Plasmodium
falciparum causes the highest morbidity and mortality.

Plasmodium 1is responsible for 1.5-2.7 million deaths Global efforts to eradicate malaria have failed and no
annually, mostly children and pregnant women. Among the effective vaccine is available. Therefore, insight into the

parasite biology and mechanisms of gene and cell cycle

regulation during the development of Plasmodium is

Abbreviations: aa, amino acid; CO, Constans; ES, early schizont; ET, urgently required to provide new targets for the control of
early tI'OphOZOite; LS, late schizont; LT, late tI'OphOZOite; NAP, nucleosome malaria. The Cell cycle Of Plasmodium between Vertebrate
assembly protein; NLS, nuclear localization site; ORF, open reading frame; host and mosquito passes by a succession of different stages

PCR, polymerase chain reaction; qPCR, real time quantitative PCR; R, h terized b ti lular divisi th
ring; RT, reverse transcription; TF, transcription factor; dNTP, deoxyribo- Ccharacterize y an active cellular division (as the exo-

nucleoside triphosphate; DNase, deoxyribonuclease; RNase, ribonuclease; erythrocytic and erythrocytic schizogony) and an arrest of
UTR, untranslated region(s); cDNA, DNA complementary to RNA; IFN, proliferation associated to differentiation (as for gameto-
interferon; SDS, sodium dodecyl sulfate; SSC, 0.15 M NaCl/0.015 M Nas cytes and sporozoites). Actually, two major events of the P,

citrate pH 7.6. falciparum life cycle occur in the erythrocyte, an asexual
* Corresponding author. Tel.: +33 1 40778111; fax: +33 1 45838858.

E-mail address: vaquero@ext jussieu.fr (C. Vaquero). multl'pl'lcfat%on responsible forv the chr'nc.al mamfestat?ons and
! Present address: Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Centre the initiation of sexual differentiation respon51ble for
Hospitalier Universitaire Lariboisiere-Saint-Louis, 75010 Paris, France. dissemination of the disease via the mosquito. Those two
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268 M. Gissot et al. / Gene 341 (2004) 267-277

events are under the control of coordinated expression of
distinct sets of genes governed by transcriptional regulation
even though post-transcriptional events could also be
implicated.

Pathways that control asexual cycle regulation and
switch to sexual commitment are yet poorly understood
although a number of genes described to command cell
cycle in other eukaryotes, e.g. kinases and transcription
factors, have been predicted in our laboratory or by the
sequencing project of P. falciparum (Gardner et al., 2002).
Two publications have described the whole genome
examination of the transcriptome of HB3 (Bozdech et al.,
2003) and 3D7 (Le Roch et al., 2003) clones of P.
falciparum giving the first global idea of the expression
profiles of almost all genes during erythrocytic asexual
cycle and at gametocyte stage, therefore opening new
perspectives for the discovery of gene implication in those
pathways. Various genes were reported to be associated with
induction of gamecytogenesis, as pfe27 and pfsl6 (Dyer
and Day, 2000b). Moreover, implication of cyclic AMP-
dependent pathway (Inselburg, 1983) and trimeric G
proteins (Dyer and Day, 2000a) suggests participation of
kinases and transcription factors in this phenomenon. Sexual
commitment have been reported to be sensitive to many
environmental conditions including host immunity, anti-
malarial drugs, host hormones, erythrocyte intracellular
environment and autocrine growth control (reviewed in
Dyer and Day, 2000b). The parasite response to environ-
ment that influences the developmental decision, point out
the key role of signaling pathways comprising cell cycle
regulators, kinases and transcription factors leading to
transcriptional control of sexual commitment. Clones of P.
falciparum lacking or with a reduced ability to produce
gametocytes have been reported. Although those alterations
in sexual development have been considered to be
irreversible, drug-driven induction of gametocytogenesis
was observed in clones thought to be impaired in sexual
development (Ono and Nakabayashi, 1990) suggesting a
reduced sensitivity to environmental changes. Subtelomeric
deletion of chromosome 9 also induces almost total loss of
gametocyte production (Day et al., 1993). However, total or
partial failure of the ability to produce gametocytes has been
shown to occur in clones, derived from 3D7, carrying an
intact chromosome 9 and no visible changes in caryotype
(Alano et al., 1995). F12 clone has been reported to be one
of the gametocyte-less 3D7 derivative. In addition, loss and
decrease of mRNA expression of the two earliest landmarks
of gametocyte differentiation, the cytoplasmic protein Pfg27
and the membrane protein Pfs/6, respectively, have been
stated (Alano et al., 1995). However, the role of Pfg27 in
sexual differentiation remains unclear. Its expression have
been described to be developmentally regulated (Alano et
al., 1996), required for early stage of gametocytogenesis and
reported to play a role in a part of Pfs/6 expression
induction (Lobo et al., 1994, 1999). Moreover, crystal
structure of Pfg27 raised the hypothesis of potential binding

to other proteins such as kinases through SH3 domains and
to RNA (Sharma et al., 2003). Nature of the impairment of
pfe27 transcript expression could be due to absence or
altered-expression of genes implicated in the control of its
expression, since major rearrangement upstream to the
pfg27 coding sequence was not observed in F12 clone
(Alano et al., 1996). The absence of expression of pfg27
transcript and therefore loss of gametocyte production
ability remain unclear in F12 clone; whether it has lost the
sensitivity to external stimuli or the ability to respond to
these stimuli also remains to be elucidated.

In the investigation described here, we constructed a
gene-specific microarray encompassing 153 P falciparum
PCR products representing genes that might be implicated
in regulation of cell cycle and transcription. We hybridized
cDNA, obtained from total RNA prepared from five time
points of asexual erythrocytic culture of the two clones, 3D7
and F12, and labeled with two distinct radioisotopes. We
compared expression profiles of the 153 genes in these two
clones grown under normal culture condition. Indeed, we
tried to identify genes with differential expression profiles in
the F12 clone that does not produce gametocytes and in 3D7
that bear the potentiality to produce gametocytes. This
analysis was carried out to underline differentially expressed
genes particularly focusing on putative transcription factors.
Differential expression of transcription factors and kinases
might have a role in the impairment in early stage of
gametocytogenesis.

2. Materials and methods
2.1. P. falciparum clones and cultures

P falciparum 3D7 and F12 (Alano et al., 1995) were
provided by Dr. D. Walliker and Dr. P. Alano, respectively,
and were cultured as described in Trager and Jensen (1976)
with slight modifications. To obtain synchronized erythro-
cytic stages, ring cultures were enriched by three successive
treatments of 5% sorbitol at 44-h intervals. Five stages of
development, rings (10—14 h), early (20-22 h) and late (26—
28 h) trophozoites, and early (32-34 h) and late (40—44 h
post-invasion) schizonts, were determined according to time
and morphological analysis by GIEMSA staining. At each
indicated stage, parasite culture at 8% parasitemia was
collected by centrifugation and used for preparation of
transcripts for further analyses.

2.2. Amplification of PCR products and microarray
construction

Microarrays were prepared by printing 170 PCR prod-
ucts 300—1500 bp long produced from sequences cloned in
the Topo 2.1 vector (Invitrogen), representing mostly genes
implicated in signal transduction and cell cycle of P
falciparum. PCR fragments from all clones (Eurogentec)
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were purified by isopropanol precipitation and resuspended
in spotting buffer (Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM,
DMSO 50%) adjusted to an average concentration of 200
ng/ul and produced with specific pairs of primers found in
the vector; T7 (5 TAATACGACTCACTATAGGG 3') and
MI13R (5 GGATAACAATTTCACACAGG 3).
Seventeen spots, representing positive and negative
controls such as sequences unrelated to P. falciparum, were
printed. Alien PCR products from Stratagene, with no
apparent cross-similarity with P. falciparum genomic
sequence, were used for normalization of the reverse
transcription. 3D7 genomic DNA was also printed in order
to normalize the total amount of each cDNA present during
the hybridization. All targets were spotted in duplicate with
a Qarray arrayer (Genetix) onto poly-L-lysine-coated slides
prepared as described previously (Schena et al., 1995) with
a spot spacing of 400 um, center to center onto a 1 cm? area.
DNA was cross-linked by UV irradiation at 3 kJ with
Stratalinker model 1800 UV Illuminator (Stratagene).
Neutralization of free poly-L-lysine was performed by
chemical treatment with succinic anhydride (Sigma). Prior
to hybridization, the slides were incubated for 1 min at 95 °C
to denature the spotted DNA and dehydrated with a 96%
ethanol immersion for 1 min and dried by centrifugation.

2.3. Probe labeling, hybridization and data analysis

Parasitized red blood cells were rapidly lysed in
TRIZOL (Invitrogen) and total RNA was extracted at
different times during erythrocytic development from 3D7
and F12 P falciparum cultures. Concentration was
determined by spectrophotometer and integrity of the
RNA preparations was verified by ethidium bromide
staining on agarose gel and by Agilent 2100 bioanalyser.

Ten micrograms of total RNA extracted at different times
of erythrocytic development were labeled during reverse
transcription reaction in a sample mixture containing 2 pg of
15-mer poly-T primer (Invitrogen), 5 mM of MgCl,, 10 mM
of DTT, 80 U of RNAout (Invitrogen), 0.2 mM of each
dCTP, dGTP and dTTP, 50 pCi/ul of **S-dATP (Amersham,
catalog number SJ1134) or 40 pCi/ul of *H dJATP
(Amersham, catalog number TRK633). Reaction was
performed at 42 °C for 2 h with 250 U of Superscript II
reverse transcriptase and subjected to ribonuclease (RNase)-
H treatment with 2 U of enzyme for 20 min at 37 °C.
Labeled ¢cDNA were purified on QIAquick nucleotide
removal columns as indicated by the manufacturer (Qiagen)
and eluted in 40 pl. Amount of radioactivity contained in 1
ul of purified eluate was evaluated using a Beckman Coulter
LS 6500 apparatus.

For hybridization, the labeled probe mixture correspond-
ing to 1.6x10° disintegrations per minute for each cDNA
was used per slide. Each labeled cDNA was added to the
hybridization buffer (3.5x SSC, 0.3% SDS, 0.5 pg/ul DNA
Salmon Sperm and 0.5 pg/ul yeast tRNA), heated to 95 °C
for 2 min, cooled down at room temperature and added on

the microarray slide under a cover slip (Easy seal, Hybaid).
Hybridization was performed in a cassette chamber (Tele-
Chem) submerged in a water bath at 62 °C for 1416 h.
Arrays were washed at room temperature in a 2xX SSC,
0.1% SDS solution prior to washing in a 2X SSC and in a
0.2x SSC solution successively, each step for 2 min, and
finally dried by centrifugation.

Acquisition of arrays was performed as described
previously on a Microimager (Biospace Mesure) (Salin et
al., 2002), and stopped after 24 h acquisition. Data were
collected as an image file and the ARRAY VISION software
(Imaging Research) was used for quantification of the
hybridization intensities and for normalization. The local
background was subtracted from each spot intensity. The
intensity of each spot was normalized according to the
median value of intensities of spots corresponding to Alien
c¢cDNA PCR products on each array in order to assess
normalization of the reverse transcription. Furthermore,
genomic DNA was used to normalize the amount of cDNA
present in the hybridization. For all genes, expression
profile was expressed as the log, ratio of labeling intensity
of experiment over reference. Two independent experiments
and one technical replicate were performed.

2.4. Genomic DNA labeling

Genomic DNA (30 ng) isolated from F12 and 3D7
clones were °°S-labeled using a random-primed DNA
labeling kit (Amersham). Labeled genomic DNAs were
purified using QIAquick columns (Qiagen) and hybridized
as described above.

2.5. Real time quantitative RT-PCR (qPCR)

Primers were designed using PrimerExpress software
(Applied Biosystem). Total RNA (10 pg) was treated with
10 U of RNase-free deoxyribonuclease (DNase) I (Qiagen),
and cDNA synthesis was performed for 50 min at 42 °C
using 1 pg of RNA, 50 U of MMLYV reverse transcriptase
(Superscript II, Invitrogen), 0.5 ng of random hexamers, 5
mM of MgCl,, 20 U of RNaseout (Invitrogen), 10 mM of
DTT and 0.25 mM of each dNTP. Finally, reaction was
subjected to RNase-H treatment with 2 U of enzyme for 20
min at 37 °C. Real time quantitative PCR reaction was
performed in a 20 pl reaction volume containing 5 pl of a
dilution of cDNA preparation, 10 pl of SYBR green PCR
master mix (Sigma) and 0.375 pM of gene-specific primers
(Invitrogen). Amplification and detection of specific prod-
ucts were performed with the MX4000 light cycler
(Stratagene) with the following cycle profile: one cycle at
95 °C for 2 min, 40 cycles with 30 s denaturation at 95 °C
and 1 min annealing-elongation at 60 °C. Size of each PCR
product and number of bands was verified on a 10%
acrylamide gel. Two additional reactions were performed,
either without reverse transcriptase or without the RNA
sample, to verify the absence of DNA contamination. The
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quantity of cDNA for each experimental gene was
normalized to the 18S concentration (chr5.rRNA-1-18s-A)
in each sample. For each time point of each gene, experi-
ments were performed twice and in triplicates. Relative gene
expression was expressed via the log, of the ratio of the
expression time point over ring stage using the 2 44€
method (Livak and Schmittgen, 2001).

3. Results

3.1. P falciparum gene-specific microarray, experimental
design and validation of the results

We constructed a microarray encompassing 170 PCR
products among which 153 amplified from the P. falcipa-
rum genomic sequences. This thematic microarray could
evolve by adding new genes of interest when needed. All
sequences to be amplified were localized within the open
reading frame (ORF) close to the 3’ end and were
sequenced prior to be arrayed on glass slides.

The Plasmodium genes were selected for their homology
to known proteins previously described in eukaryotes to be
involved in genetic regulation from DNA to proteins.
Indeed, glass slides were printed with PCR fragments
coming from genes encoding putative kinases controlling
signal transduction and cell cycle, proteins involved in
replication (DNA polymerases, DNA topoisomerases and
helicases), proteins involved in general transcription machi-
nery (TATA binding protein, small nuclear ribonucleopro-
tein, RNA polymerases), transcription factors (TFs) (such as
three members of the Myb family, two members of the
HMG family and several proteins encompassing zinc finger
domains), as well as proteins involved in the stability and
the structure of mRNA (ribosomal RNA methylases,
helicases), in translation (initiation and elongation factors),
and in chromatin remodeling (histone deacetylase, nucleo-
some assembly protein). Several of these proteins have
already been described in the literature, others annotated in
databases such as PlasmoDB (www.plasmodb.org) or
annotated by our group among which putative transcription
factors and kinases. For DNA printing, several negative
controls were used among which pflsal only expressed
during exo-erythrocytic cycle, unrelated genes as human
gamma [FN and HIV-1 gpl120 envelope protein, empty
plasmid vector used to clone each PCR product and mouse
or human genomic DNA. Several Plasmodium genes
reported to be expressed during asexual erythrocytic cycle,
among which Asp70 (PF08_0054), H24 (MAL6P1.249) and
H3 (MALG6P1.248), kahrp (PFBO0100c), pcnal
(PF13_0328) and ghpl30 (PF10_0159), were spotted as
positive controls at different positions on the microarray.
Finally, PCR products corresponding to the Alien (Stra-
tagene) synthetic RNAs, added into total RNA samples to
normalize the effectiveness of the cDNA probe production,
as well as two different Plasmodium genomic DNA

concentrations, used to normalize the total amount of each
cDNA present in the hybridization, were also printed.

We performed radioactive labeling of the cDNA reverse
transcribed from all the total RNA samples, in order to
minimize background signal, enhance signal detection of
low abundant mRNA species and avoid signal saturation.
This experimental approach was also further adapted to very
low concentrations of biological material (Refour et al.,
submitted for publication). A CCD camera determined, in a
real time manner, the signals obtained after hybridization of
the microarray with the two differentially *°S or *H labeled
cDNA. For each P falciparum clone, two independent
technical replicates as well as two different biological RNA
preparations from independent culture were used for cDNA
synthesis. A representative picture of co-hybridization data
obtained with the cDNA labeled with the two radioisotopes
is presented in Fig. 1. Negative controls showed no signal as
for pflsal (PF10_0356) (a), human genomic DNA (b),
human gamma IFN (c) and HIV-1 gpl120 protein (d), in
contrast to positive controls, genes expressed during asexual
erythrocytic cycle (1-3). In addition, three PCR products
along the sequence of PF14_0316 ORF were spotted to
control the PCR product sequence effect on the expression
profile (4-6). Moreover, the same PCR product of
PF11_0098 ORF (7-8) was spotted twice to control the
localization effect and all gave similar signals. Duplicate
spots appeared to give similar signal levels. In addition, self-
hybridization between ring stage cDNA labeled with *°S
and ring stage cDNA labeled with *H gave ratio very close
to one (data not shown).
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Fig. 1. A representative picture of a co-hybridization of two cDNA labeled
in the presence of *S dATP and *H dATP. Framed duplicated spots
represent (a) pflsal (PF10_0356), (b) human genomic DNA (20 ng/ul), (c)
human gamma IFN, (d) HIV gp120 protein, (e) Alien 1 from Stratagene, (f)
Alien 2 from Stratagene; (1) pfhsp70 (PF08_0054), (2) histone H2A
(MALG6P1.249), (3) gbp130 (PF10_0159); (4, 5, 6) three different PCR
products for PF11_0098; (7, 8) the same PCR fragment for PF14_0316
spotted twice.
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When performing the first time course experiment for
the 3D7 clone, we selected five genes as positive controls
for which expression has been previously described. We
compared throughout development the peaks of expression
obtained either by our microarray or qPCR to published
data (Table 1). The different expression profiles were
equivalent and in good agreement with the published data,
therefore validating the quality of our experimental
approach.

Finally, prior to the first microarray differential experi-
ments, genomic DNA from F12 clone were labeled and
hybridized to the microarray in order to verify that the level
of homology between F12 and 3D7 sequences was
sufficient to determine and compare the abundance of all
messengers of each clone. Actually, all immobilized PCR
products amplified from 3D7 clones hybridized to labeled
genomic DNA extracted from F12 (data not shown). In
addition, we verified by real time quantitative RT-PCR that
total RNA prepared from the F12 different stages was
devoid of pfg27 transcript (data not shown).

3.2. Comparison between 3D7 and F12 expression profiles

The expression profiles of 3D7 clone and its gametocyte-
less derivative F12 clone were monitored during the
erythrocytic cycle. Highly synchronized cultures were
harvested at five time points during the asexual cycle. Five
stages of development, rings (10-14 h), early (20-22 h) and
late (2628 h) trophozoites, and early (32-34 h) and late
(40-44 h post-invasion) schizonts, were assessed according
to time and morphological analysis. The cDNA obtained
from ring total RNA of each Plasmodium clone was
selected as the reference RNA, labeled with *°S dATP and
co-hybridized with the cDNA labeled with *H dATP

Table 1

Comparison of the stage where maximal expression was observed for five
control genes analyzed in 3D7 clone by microarray experiments, real time
quantitative PCR or published data

Gene Technical procedure
Microarray” gPCR® References
Histone H2A S¢ N S (Lobo and
MALG6P1.249 Kumar, 1999)

KAHRP PFB0100c R R R (Lanzer et al.,
1992a)

GBP130 PF10_0159 LT LT LT (Lanzer et al.,
1992b)

Pfs 40¢ PF11_0098 S S S (La Greca et al.,
1997)

PCNAI PF13_0328 ES ES ES (Horrocks et al.,
1996)

? The stage of maximal expression was determined from the microarray
data for the 3D7 clone.

® By real time quantitative RT-PCR experiments.

¢ S stands for schizonts, R for rings, LT for late trophozoite and ES for
early schizonts.

4 Results are given for the three different PCR products as stated in
Materials and methods.

prepared from total RNA extracted at each indicated time
of development. The five time points are rings (R), early
(ET) and late trophozoites (LT), and early (ES) and late
schizonts (LS). For all genes, the steady state RNA profile
was expressed as the log, ratio of labeling intensity of
experiment (R, ET, LT, ES, or LS) over reference (R). In
addition, signal intensity was normalized twice, first with
the Alien cDNA to normalize the RT efficacy and second
with the genomic Plasmodium DNA in order to normalize
the amount of labeled cDNA loaded during the hybrid-
ization process.

Among the 153 Plasmodium genes spotted on the array,
23 genes including the seven negative controls, reported to
be expressed only during exo-erythrocytic cycle, gave no
detectable signal. Among the remaining 130 genes, 16
exhibited too low expression intensity and therefore no
reproducible results for the three replicates assayed. When
the 114 expression profiles obtained for 3D7 clone were
compared to the two recently published transcriptome data
for HB3 (Bozdech et al., 2003) and 3D7 clones (Le Roch et
al., 2003), more than 80% (82,5%) of our expression results
(see Supplementary data 1) were similar to at least one of
these published data.

We compared the expression profiles of the 114 genes
expressed during the erythrocytic cycle of the two clones
and found that 106 genes shared similar profiles, consistent
with the fact that F12 clone derived from 3D7 (Alano et al.,
1995) (see Supplementary data 2). However, eight genes
displayed differential expression and those results were
confirmed by real time quantitative PCR experiments. These
genes were clustered in three groups highlighting the
differences between the two clones (Fig. 2). First, two
kinases genes (MALG6P1.146 and PF13_0258) with nearly
no modification in expression throughout 3D7 cycle in
contrast to what was observed during F12 development with
a maximal expression at LT for MAL6PI.146 and ES for
PF13_0258 (Fig. 2A). Second, two genes (PFC0485w and
PFB0865w) presented opposite profiles. The PFC0485w
gene, a putative Ser/Thr kinase, was found to have a
maximal expression during ring stage and a minimal
expression during schizont stage in 3D7 clone in contrast
to the expression profiles of F12 clone. The expression of
PFB0865w, a putative small nuclear ribonucleoprotein,
peaked in 3D7 clone in LT and was always higher than
the level observed in rings, whereas mRNA relative amount
decreased from ring to schizont in F12 (Fig. 2B).

Third, the maximal peak of expression of genes
represented in Fig. 2C was reached for 3D7 at different
stages of development forwarded or delayed when com-
pared to the F12 clone. PFI0930c, a nucleosome assembly
protein and PFCO0805w, a putative DNA-directed RNA
polymerase II largest subunit, showed a maximal peak at ET
stage in 3D7 clone whereas the maximal peak was observed
later in F12 cycle. On the contrary, in the case of
PF07_0073, a seryl-tRNA synthetase and PFI14_0383, a
Constans-like putative transcription factor, the maximal
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Fig. 2. Graphic representation of the expression profile of eight genes showing differential expression between the two clones 3D7 and F12. For each gene, the
steady state RNA profile was expressed as log, ratio of labeling intensity of experiment (any time point) over reference (ring). 3D7 expression profile is
represented by a continuous line with black triangles and F12 expression profile by a dash line with black squares. R stands for rings, ET for early trophozoites,
LT for late trophozoites ES for early schizonts and LS for late schizonts, stated at the top of the figure. For each clone, the average of three experiments are
shown as well as standard deviation. The genes have been clustered in three groups according to their expression profiles: (A) two kinases MAL6P1.146 and
PF13_0258, (B) PFB0865w, a putative small nuclear ribonucleoprotein, and PFC0485w, a putative serine/threonine kinase, and, (C) PFC0805w, a putative
DNA-directed RNA polymerase II largest subunit, PFI0930c, a nucleosome assembly protein, PF14 0383, a Constans-like putative transcription factor, and

PF07_0073, a seryl-tRNA synthetase.

peak was reached in the ES in 3D7 and in ET for the F12
clone (Fig. 2C).

3.3. Comparison of the transcriptional machinery proteins
in 3D7 and F12 clones

We particularly focused our attention on the putative
transcription factors and proteins of the transcriptional
machinery, some previously annotated by our group,
among which several are under molecular and functional
investigation.

All 15 transcription factors were developmentally regu-
lated during erythrocytic asexual cycle of the two clones
with essentially similar patterns of expression. In Fig. 3, we
selected five putative TFs presenting different expression
patterns throughout erythrocytic development however
similar in 3D7 and F12 clones by microarray experiment

(Fig. 3, panel A) and confirmed the data by real time
quantitative PCR experiment (Fig. 3, panel B). Pfhmg2
(PFL0290w) was expressed at a similar level throughout the
asexual cycle with slight variations when compared to ring
stage. In contrast, the relative amount of pfphD2 declined
strongly more than four times from R to ES re-increasing
thereafter. For the last three transcripts, maximal expression
was observed in ET for pfinyb3 (PF10_0143), in ES for
pfohDB (PFL1905w) and LS for pfkrox (MAL13P1.76). All
the messengers coding for these TF were developmentally
regulated peaking at different times during the erythrocytic
asexual cycle.

However, as already stated in Fig. 2, several messengers
encoding various proteins of the transcription machinery
exhibited differential expression profiles when comparing
the 3D7 to F12 clone. Those transcripts encode a putative
nuclear ribonucleoprotein (PFB0865w), a DNA-directed
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Fig. 3. Graphic representation of the expression profile of five putative transcription factors in the two clones 3D7 and F12 monitored via microarray and
qPCR. For each gene, expression profile was expressed and represented as mentioned in Fig 2. (A) Expression profile obtained from microarray experiments.

(B) Expression profile derived from real time quantitative PCR experiments.

RNA polymerase II (PFC0805w), a nucleosome assembly
protein (NAP) (PFI0930c¢) and a Constans-like transcription
factor (PF14_0383). These messengers and proteins should
be analysed to determine if their differential expression
could participate in the transcriptional regulation of varied
sets of genes during the asexual parasite cycle.

4. Discussion

In order to determine differential transcript expression
during erythrocytic development of P falciparum clones
3D7 and its gametocyte-less derivative F12, we have used a
gene-specific microarray printed with 153 PCR products

representing genes potentially implicated in cell cycle and
transcriptional regulation. F12 clone has been isolated as a
gametocyte non-producer from a long-term culture of the
3D7 clone. In contrast to 3D7 clone, F12 is impaired for
early stages of gametocytogenesis without apparent differ-
ence in chromosomes number or size (Alano et al., 1995).
Due to the genomic proximity of these two clones, one
might expect that differential gene expression during the
erythrocytic asexual cycle would participate in the early
stage of gametocytogenesis including sensitivity to environ-
ment stimuli known to induce differentiation into game-
tocyte. Therefore, we designed a gene-specific microarray to
study and compare temporal expression of roughly 150
messengers, during erythrocytic asexual development, of
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highly synchronized cultures to identify some genes that
might play a role in the parasite differentiation.

Before performing the time course transcriptome experi-
ments we verified the clone properties, the quality of
synchronization procedure and the feasibility of using F12
derived cDNA with a microarray encompassing 3D7 derived
PCR product. First, we monitored expression of pfg27
transcript by real time quantitative RT-PCR and verified that
no expression of the transcript could be detected in F12 in
contrast to 3D7. Second, we carefully synchronized the
parasite cultures, by three successive treatments with
sorbitol at 44-h intervals. Subsequently, the five stages of
erythrocytic asexual development were harvested with a
minimum of 90% enrichment at each stage. Finally, we
verified that all the PCR fragments obtained after amplifi-
cation of the 3D7 genomic sequence and printed on the
array could cross-hybridize with the genetic material
prepared from F12 clone.

The radioactive labeled cDNAs were prepared from total
RNA extracted at the indicated times of asexual life cycle.
Formerly, the quality of the RNAs was controlled by
Agilent analyzer and by fractionation on agarose gel. We
performed radioactive-labeling of the cDNA probes, in
order to minimize the background signal, avoid signal
saturation and enhance signal detection especially for
transcription factor mRNA that are believed to have a low
abundance level. At the level of the microarray experimental
protocol, we controlled the novel radioactive labeling and
hybridization procedures carried out with the two probes
(Salin et al., 2002; Refour et al., submitted for publication).
Indeed, this was necessary to certify the reliability and
reproducibility of this novel experimental approach.

Fig. 1 presents a representative picture corresponding to
a co-hybridization with two cDNA labeled with *°S dATP
and *H dATP. Printing and hybridization were verified by
the (i) appropriate responses given by the positive and
negative controls, (ii) quality of the duplicates, and (iii)
similarity of the signals given by the same PCR product
(PF11_0098) spotted twice at different places in the array as
well as that given by three different PCR products along the
PF14_0316 ORF. In addition, each raw signal was
normalized twice, first with the Alien cDNAs and second
with the genomic Plasmodium DNA. Finally, some of the
microarray data were verified using qPCR and compared
with the results reported in the literature (Table 1).

The comparison of the steady state profiles of mRNA
expression between the two clones, 3D7 and F12, led us to
list 106 genes with essentially similar profiles and only eight
genes with differential expression (Fig. 2). Additionally, we
focused our attention on all the transcripts probably
implicated in the transcriptional machinery and in particular
those coding for transcription factors. Indeed, among the
transcripts of the 15 putative transcription factors, most of
them gave similar profiles throughout erythrocytic develop-
ment of 3D7 and F12 clones, as shown for five of them
verified by quantitative real time PCR (Fig. 3A and B). This

is not surprising since F12 was derived from 3D7. In
addition, the conserved transcriptional profiles of several of
these putative transcription regulators during erythrocytic
cycle in 3D7, F12 and HB3 clones (Bozdech et al., 2003),
favour their significant role for asexual growth and not for
the impairment of sexual differentiation observed in the F12
clone.

All genes and in particular those encoding kinases and
proteins of the transcriptional machinery displaying differ-
ent expression profiles, were compared to results reported in
the Scripps/GNF Malaria Array data (Le Roch et al., 2003)
and the De Risi P. falciparum HB3 time course microarray
data (Bozdech et al., 2003). Most of our data obtained with
the 3D7 clone were in accordance with these two published
experiments. However, some differences were observed that
might be due to the clones features or/and to the cDNA
preparation and labeling protocol (fluorescence and use of
RNA amplification).

Even though most of the transcript profiles were similar
between 3D7 and F12 clones, differential profiles were
observed for genes potentially coding for kinases. First, two
kinases, MAL6PI.146 (haem-regulated inhibitory (HRI)
kinase) and PF13_0258 (a putative serine/threonine protein
kinase) were clustered since expression was quite similar
throughout 3D7 cycle in contrast to a maximal peak of
expression occurring in the F12 clone, at LT for
MAL6PI1.146 and ES for PFI13_0258 (Fig. 2A). Since
PF13_025 expression peaked in the schizont stage for 3D7
(Scripps/GNF Malaria Array data) and HB3 clones as well
as for F12 clone, this gene does not appear to be essential
for either asexual or sexual growth.

MALG6P1.146, also known as PfPK4, has been anno-
tated as a protozoan elF-2a-related protein kinase due to
its homology to HRI kinase, and reported to participate to
the inhibition of protein synthesis, via the phosphorylation
of the small subunit of the eIF-2 initiation factor (Clemens,
2001). Indeed, activity of the recombinant PfPK4 has been
described to be inhibited by haemin (Mohrle et al., 1997).
In erythrocytes infected by the K1 isolate, the level of the
MALG6P1.146 protein appeared quite similar during the
parasite cycle even though its cellular distribution varied
(Mohrle et al., 1997). Since PfPK4 accumulates in
rhoptries, it probably plays a role in invasion and early
development of the ring stage. In addition, erythrocytes
contain small concentrations of free haemin and this level
is increased in aged erythrocytes and pathological cells of
sickle cell anaemia (Shaklai et al., 1985). The inhibition of
PfPK4 activity by haemin might play a role in sensing
internal erythrocyte environment. Since differential expres-
sion takes place between 3D7 and F12 clones and since
enhanced gametocyte production occurs in young eryth-
rocytes and in blood from patients with sickle cell anaemia
(Trager and Gill, 1992), PfPK4 might be implicated in
commitment of the young ring to gametocytogenesis by
sensing internal erythrocyte environment. Over-expression
of this gene in trophozoite might be at least in part
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responsible for a decreased sensitivity to erythrocyte
internal environment leading to its inability to respond to
the commitment stimulus.

Second, PFC0485w encoding a putative Ser/Thr kinase,
displayed opposite expression profiles (Fig. 2B) with, a
maximal expression for F12 in early schizonts, and a
minimal for expression 3D7 clone. Interestingly, expression
has also been shown to be increased in 3D7 gametocytes
(Le Roch et al., 2003), and therefore, might be involved in
gametocytogenesis providing an explanation for the game-
tocyte-less phenotype of F12 clone.

Finally, PF07_0073, a seryl-tRNA ligase, expression has
been shown to be maximal in the early schizonts in 3D7 as
also observed in HB3 in contrast to F12 where expression
was maximal at early trophozoite stage (Fig. 2C) as seen for
3D7 (Scripps/GNF Malaria Array data, sorbitol synchroni-
zation). The expression profile of this gene may not be
crucial for sexual development since it is different in the
gametocyte producing clones.

In addition to kinases, several transcripts coding for
proteins involved in transcriptional machinery showed
differential profiles between the two clones even though
most of the TF transcripts investigated presented similar
expression during erythrocytic development.

The relative level of PFB0865w transcript, encoding a
putative small nuclear ribonucleoprotein probably involved
in RNA splicing, was higher than ring in 3D7 clone, in good
agreement with the Scripps/GNF Malaria Array data, and
continuously lower than ring in F12, as stated for the HB3
clone. Since HB3 clone is a gametocyte producer, this gene
may not play a crucial role in controlling gametocyte
production.

The maximal peak of expression of PFCO0805w (a
putative DNA-directed RNA polymerase II largest subunit)
was reached at different stages of development, delayed in
F12 when compared to 3D7. The delay observed in F12
clone may have very limited effects considering the crucial
role of RNA polymerase II in transcription.

Finally, two putative transcriptional regulators
PFI0930c and PF14_0383, showed distinct expression
profiles in the two clones. Expression of PFI0930c
transcript encoding a protein also known as PfB7, bearing
a NAP motif, is not greatly altered throughout 3D7
parasite while it is markedly enhanced in F12 early
schizonts. Proteins bearing a NAP motif have been shown
to act as histone chaperones, shuttling both core and linker
histones from their site of synthesis in the cytoplasm to the
nucleus (Akey and Luger, 2003). These proteins may be
involved in regulating gene expression by interaction either
with chromatin remodelling factors therefore promoting
transcriptional silencing (Singer et al., 1998) or with
architectural factors such as HMGB proteins interacting
with nucleosomes and promoting their sliding (Agresti and
Bianchi, 2003). Interestingly, as we have annotated various
HMGB proteins and since they are expressed during
erythrocytic cycle (to be published), PfB7 might be

responsible for the modulation of the functional activity
of these proteins. We have identified orthologs protein of
PFI0930c in the four Plasmodium species accessible in
PlasmoDB that showed a very high level of similarity
(about 95% of the amino acid content), as stated before
(Birago et al., 1996), enlightening the crucial role of this
protein (data not shown). Moreover, evidence of two
differently-sized mRNAs, encoding this protein, have been
obtained in P. falciparum (Pace et al., 1998). In P. berghei,
two different lengths of the 5 untranslated region (UTR)
have been proposed to explain these two forms of mRNAs,
one accumulating during gametocyte differentiation and
the other specific for asexual growth. Since the two
transcripts share an identical coding sequence, the PCR
product used in this study detects either asexual or sexual
specific transcript. Different species of PhB7 mRNA have
been hypothesized to be the results of two different
promoters specific for asexual or sexual growth. Therefore,
PFI0930c regulation has been demonstrated to be linked to
gametocyte differentiation in P. berghei (Pace et al., 1998)
and one can assume that it is also the case in P. falciparum.
Differential expression in 3D7 and F12 clone may therefore
be a consequence of differential expression of transcription
factors and kinases implicated in the gametocyte differ-
entiation. Indeed, chromatin remodelling may play a role in
the impairment of F12 to produce gametocytes.

In the case of PFI4_0383 transcript coding for a
Constans-like transcription factor, the maximal peak was
obtained in the early schizont stage in 3D7 when it was
observed during early trophozoite stage in F12 clone (Fig.
2C). The PF14_0383 protein comprises two B-box motifs as
seen in Constans (CO) proteins (Robson et al., 2001) and
two nuclear localization signals (NLS) in tandem. Indeed,
the B-box zinc finger motifs are present in a large number of
proteins involved in transcription regulation, usually asso-
ciated with RING finger and coil-coil motifs to form a
tripartite motif, and if mutated, associated with human
disease and cancer (Torok and Etkin, 2001). In plants, CO
belongs to a family of transcription factors characterized by
two zinc-finger B-boxes in tandem in their N-termini,
believed to mediate protein—protein interaction (Robson et
al., 2001; Samach et al., 2000). CO is involved in
transcriptional regulation of flowering in Arabidopsis
thaliana and promotes the expression of specific sets of
genes (Samach et al., 2000). Again, we identified protein
orthologs in the four Plasmodium species accessible in
PlasmoDB (data not shown) showing conserved region
located in the two B-boxes and in two other locations of the
coding region including the two putative NLS. The first B-
box matches the exact consensus (C x2 Cx8 Cx7 Cx2 C x4
H x8 H) derived from CO B-box (Robson et al., 2001)
where x represents any amino acid (aa). In addition, two
other amino acids conserved in CO motif were shown, if
mutated, to result in a flowering phenotype mutant of A.
thaliana (Koornneef et al., 1991), and were conserved in the
PF14_0383 first B-box motif. The second B-box appeared
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quite similar to the canonical B-box consensus [C x2 H x(4—
9) C x2 C x4 C x2 H (C)] (Torok and Etkin, 2001).
Bioinformatics analyses of the two B-boxes appeared to
reveal a genuine CO-like transcription factors. Although its
function as a transcription factor, has not yet been
demonstrated, it possesses highly conserved motifs that
have been involved in transcription regulation. Differential
expression of this gene between the two clones may
promote differential expression of sets of genes implicated
in gametocytogenesis.

This study is the first attempt to analyse, by using a gene-
specific microarray, the expression profile of messengers
encoding proteins implicated in the cell cycle and tran-
scription machinery, among which potential transcription
factors not involved in the basal transcription but in the
modulation of transcription level. Our results led us to
identify, during the erythrocytic development of the 3D7
and F12 clones, transcription factors and kinases differ-
entially expressed. They might in turn lead to differential
expression of different sets of genes directly or indirectly
implicated in the gametocyte differentiation. Nonetheless,
true functional involvement in gametocytogenesis remains
to be demonstrated. More work is needed and already
engaged in order to decipher the potential involvement of
each differentially expressed gene in F12 clone gametocyte-
less phenotype.
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IT — CARACTERISATION FONCTIONNELLE ET ROLE DE PFMYB1, UN FACTEUR DE
TRANSCRIPTION SPECIFIQUE DE SEQUENCE, DANS LA REGULATION DES GENES
AU COURS DU CYCLE ERYTHROCYTAIRE DE DEUX CLONES DE P. FALCIPARUM,
3D7 ET F12.

IL.1 - Caractérisation fonctionnelle de PfMyb1
I1.1.1 Résumé

Comme chez les eucaryotes, la transcription chez Plasmodium semble étre régulée par
les interactions entre les éléments cis- et trans-régulateurs. Mais le nombre d’acteurs de la
régulation de la transcription décrits chez P. falciparum est faible, tant au niveau des facteurs
de transcription qu’au niveau des éléments de régulation identifiés dans les promoteurs des
genes. La caractérisation de FT spécifiques de séquence ADN est essentielle a I'étude de la
régulation de l'expression des genes. Avant que le génome de P. falciparum ne soit
completement séquencé, plusieurs séquences de FT avaient déja été identifiées dans notre
laboratoire. Les FT sont définis selon leur domaine de liaison a ’ADN. Nous avons identifié
dans le génome de P. falciparum par homologie de séquences avec les FT de la famille Myb,
connue chez les eucaryotes pour étre impliquée dans le développement et la différenciation,
une phase ouverte de lecture que nous avons appelée : PfMybl. La séquence de la protéine
PfMybl partage les caractéristiques communes a la classe des FT a domaines tryptophane

(Fig.1, p. 160 de I’ Article 2).

Cependant, ces protéines prédites par analyse bioinformatique nécessitent une
validation biologique de leur fonction pour une annotation définitive. Nous avons alors
entrepris la caractérisation fonctionnelle de la protéine PfMybl par des expériences
biologiques. La fonction d'un FT spécifique de séquence est caractérisée par sa capacité a se
lier a des motifs de ’ADN de maniere spécifique. Les protéines de la famille Myb sont
connues pour interagir spécifiquement avec une séquence d’ADN consensus appelée Myb
Regulatory Element (MRE). Nous avons pu identifié des motifs de régulation MRE
caractéristiques des protéines Myb eucaryotes dans des promoteurs de genes plasmodiaux.
Par des expériences de retard sur gel, nous avons montré qu'une ou plusieurs protéines
contenues dans les extraits nucléaires de P. falciparum sont capables de se lier spécifiquement

a plusieurs séquences d’oligonucléotides contenant un MRE (Fig. 2, p. 161 de I’Article 2). Les
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éléments de régulation MRE putatifs retrouvés dans deux promoteurs de P. falciparum ont
permis d’obtenir une interaction comparable a celle obtenue avec une séquence prototype
MRE présente dans le promoteur du gene mim-1 de poulet connue pour interagir avec des
protéines de la famille Myb. Cette interaction est spécifique puisqu’elle est chassée par un
anticorps spécifique anti-PfMybl et qu’elle n’est pas perturbée par un anticorps non
pertinent anti-NF-xB. La protéine PfMybl possede donc les qualités essentielles d'un FT

spécifique de séquence de la famille Myb.

Enfin, nous avons analysé la cinétique d’interaction de la protéine au cours du
développement érythrocytaire des deux clones de P. falciparum, 3D7 et F12 défectif pour la
gamétocytogénese afin d’évaluer 'implication éventuelle de PfMyb1 dans l'initiation de la
différenciation sexuée. Ces deux cinétiques d’interaction sont différentes et marquées par
I'absence de complexes ADN/protéines entre les extraits nucléaires d’anneaux et de
schizontes des parasites F12 et le MRE. Ces résultats sont en contraste avec les cinétiques
d’expression semblables du transcrit pfmyb1 et de sa protéine dans les deux clones. L’absence
d’un partenaire de PfMybl ou encore l'absence d’une modification post-traductionnelle
pourrait perturber I'activité de liaison de PIMyb1 aux stades anneaux et schizontes du clone
F12. Ces résultats indiquent une possible implication du FT PfMyb1l dans I'incapacité de ce

clone a produire des gamétocytes.
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Two major events of th@lasmodium falciparurtife cy- mon features with that of eukaryotgy. Moreover, regula-
cle occur in the erythrocyte: an asexual multiplication re- tory sequences within the promoters were reported to con-
sponsible for clinical manifestations and initiation of sexual tain motifs in common with the binding sites of eukaryotic
differentiation responsible for dissemination of the disease transcription factor§2—5] and our own computer analyses
via mosquito. These developmental pathways require theconfirmed this statement, including DNA motifs potentially
coordinated and modulated expression of different sets of interacting with Myb factors (Boschet and Vaquero, to be
genes, involving transcriptional controls, even though post- published elsewhere).
transcriptional regulation could also be implicated. These  Herein, we present the first description oPasmodium
gene clusters are therefore likely to share regulatory ele-transcription factor: a Myb-related protein of the tryptophan
ments or modules within their promotddd. Regulation of cluster family. The Myb proteins are highly conserved in eu-
transcription is also accomplished by the availability of tran- karyotes and generally, their characteristic DNA-binding do-
scription factors, which is presumably modulated throughout main (DBD) contains three tandem repeats (R1, R2 and R3)
parasite development. of approximately 50 residues with 3 regularly spaced (18 or

In Plasmodiunvery little is known at the level ofis- and 19 amino acids) tryptophan residu@s7]. They have been
transregulatory elements, and to our knowledge only a few shown to bind DNA in a sequence-specific manner and to
regulatory elements and no clearly defined transcription fac- participate in the regulation of the expression of genes im-
tors have been reported in the literature. NevertheRiss: plicated in growth control and differentiatidi]. To iden-
modiumtranscriptional machinery appeared to share com- tify Myb proteins in theP. falciparumgenome, more than

200 non-redundant eukaryotic Myb proteins were aligned
with MultAlin and ClustalW[8,9] to generate a consensus

Abbreviations: aa, amino-acid; DBD, DNA-binding domain; EMSA,  sequence corresponding to the characteristic DNA-binding
electrophoretic mobility shift assay; MRE, Myb regulatory element; NE, domain. This consensus was used as query foPthsmod-
nuclear extract; OF\’_F,_open reading frame; PCR, polymerase chain reaction;ium database and allowed the annotation of a 414 amino
R, reverse transcription acid-long ORF: PfMyb1. Since PFSCAMO] identified only

P .
Note: EMBL accession number AJ291747. . s
* Corresponding author. Tel.: +33 1 40778111; fax: +33 1 45838858, One Myb domain (R2 irFig. 1A), the complete sequence

E-mail addressvaquero@ext.jussieu.fr (C. Vaquero). of PfMyb1l was aligned with the DBD of three proteins,
1 The authors wish it to be known that, in their opinion, Charlotte Boschet DdMybH, DdMyb2 and DdMyb311-13]of the slime mold
and Mathieu Gissot should be regarded as joint first authors. Dictyostelium discoideunwhich has a A + T-rich genome

2 permanent address: INMO, University of Gezira, Wad Madani, Box 20, . . . .
Sudan y (78% overall) likePlasmodium(85%). This resulted in the

0166-6851/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2004.07.011
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Fig. 1. The DNA-binding domain of the PfMyb1 sequence and three different Myb regulatory elements. (A) The protein consensus of the characteristic
DNA-binding domain of the Myb family was obtained with an alignment of eukaryotic Myb selected throughout evolution and allowed the annotation PfMyb1
within thePlasmodiunthromosome 13. The complete sequence of PfMyb1 is shown as well as an optimal alignment between its putative DNA-binding domain
and the three DBD dDictyostelium discoideurfDbdMybH, DdMyb2 and DdMyh3; SwissProt accession numbers: P34127, 015816, Q9GUB3, respectively).
Identities are indicated by asterisks, strong similarities by two points and weak similarities by one point. The residues W, Y or F that characterize the Myb
domains are highlighted in gray and R1, R2 and R3 are boxed. The highly conserved cysteine residues are marked by an arrow. The sequence from Lys 275
Glu 364 threaded by Meta-Server and TITZ1,35]is indicated in italics and aa predicted to take partihelices are marked with an h. A putative nuclear
localization sequence, encompassing the unusually long C-terminal part of the third repeat, is shown in bold letters. (B) Putative MRE were localized among
others inPlasmodium pfcrkndpfmaplgene promoters using Matinspec{86] according to three matrix families (one from the plant and two from the
vertebrate subsections). Core and matrix similarity parameters were left by default. These two potential MRE were aligned with a prototype MRE found in the
chickenmim-1gene promoter reported to be functiof2t] and with the consensus sequence of the Myb binding domain. Letters in upper-case represent the
MRE and in lower-case the flanking sequences. The positions are numbered from the first ATG of the open reading frames. W: Aor T; H: A,Cor T; N: A, C
GorT.

identification of three Myb domain&{g. 1A), located in the the R3 domain, could be threaded by homology with the hu-
C-terminus of the protein as in DdMyb2 and DdMyb3f man Myb proto-oncogene protein, whose structure has been
discoideumand these two factors were reported to be func- determined by X-ray diffractiof22]. Indeed, three:-helices
tional[12,13]whereasin most of the Myb proteinsreported so were predicted in R2 and only two in R3in contrast to the R1
far, the DBD is located in the N-terminus. However, PfMyb1 repeat. Nevertheless, in Myb proteins, R2 and R3 constitute a
contains imperfect repeats with a tyrosine or a phenylala- minimal DBD sufficient for sequence-specific DNA binding,
nine in place of tryptophan and with an aa insertion in R3 as while R1 does not appear to engage in specific interactions
observed irD. discoideum(Fig. 1A) as well as inSaccha- with DNA [23]. In summary, the diverse computational anal-
romyces cerevisiaBas1[14,15] and Kluyveromyces lactis  yses of PfMyb1 provide evidence for a genuine Myb protein,
Reb1[16]. Moreover, a critical cysteine residue, as highly whichis strikingly conserved in diflasmodiunspecies listed
conserved as the tryptophan residydg)] was also found in PlasmoDB.

in R1 and R2 at position 258 and 312, respectively, and was After annotation of the putative transcription factor
reported to play a role in redox regulatifiB—20] Further- PfMyb1, the characterization of its cognate RNA transcript
more, 3D-structure was determined with Meta-Seifizdi] was carried out by Northern blotting experiment. A messen-
and it appeared that the sequence from Lys 275 to Glu 364ger of 2.6 kb was evidenced (data not showr.ifalciparum
(Fig. 1A), encompassing the R2 domain and the first part of infected erythrocytes. Our aim was to analyze the differences
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occurring at the level of transcription factors that might con- quite similar in both clones in the early and late schizonts after
trol expression of transcripts and/or proteins involved in sex- a maximal expression in trophozoites. The 3D7 expression
ual differentiation, a process crucial for the dissemination profile isin good agreement with the published transcriptome
of the disease via the mosquito. Using a semi-quantitative data of HB3[24] and 3D7 clonef25].

RT-PCR, the temporal expressiongfybltranscript (data We then analyzed the presence of the transcription fac-
not shown) was analyzed at different times of erythrocytic tor in the nuclear extracts of the parasite. Hieyb1ORF
development of highly synchronized parasites (rings, early has been cloned and the His-tagged recombinant protein was
and late trophozoites, as well as early and late schizonts).expressed, purified and used as a positive control in Western
The profile of expression was determined in two cloneB. of  blots. The PfMyb1 protein was shown to be presentin the par-
falciparum 3D7 and the gametocyte-less F12 derived from asite trophozoite nuclear extracts by a serial immunoprecip-
3D7. The major difference in the mRNA profiles resides in itation and Western blotting experimentad. 2A). Briefly,

a lower abundance of thEfmybltranscript in the ring stage  nuclear extracts were immunoprecipitated, using tosylacti-
of F12 when compared to 3D7, followed by a sharp increase vated magnetic Dynabeads coated with either anti-PfMyb1
in early F12 trophozoites. In contrast, the mMRNA level was serum (lane 2) or preimmune (lane 3). Immunoprecipitated
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Fig. 2. Functional study of PfMyb1 iR falciparumnuclear extracts. (A) Serialimmunoprecipitation and Western blotting experinféassnodium falciparum

protein extracts were prepared as describd@7f A polyclonal antipeptide serum was prepared by Eurogentec (Belgium). Two rabbits were immunized with
two peptides (RKKYEYKKNSWTKK and KRRYLRLISATNNMEQ), corresponding to amino acids (aa) 103—117 (upstream to the R1 domain) and 400-414
(encompassing the very last C-terminus aa of R3) of the PfMyb1 amino acid sequence, respectively. One hundred micrograms Prdééaizacfim
trophozoites were subjected to immunoprecipitation using 20’ magnetic Dynabeads tosylactivated M-280 (Dynal Biotech) coated with@df anti-

PfMyb1 serum (lane 2) or preimmune (lane 3) following manufacturer recommendations. Lane 1 stands for PfMyb1 recombinant protein. Immunoprecipitated
proteins were run on a 10% SDS-PAGE and subjected, after transfer onto nitrocellulose membrane, to Western blotting using the anti-PfMyb1 serum and revealed
by a peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (Sigma). (B—E) EMSA. Nuclear extracts (NE) from 50 mL of red blood cells at 10%—-12% parasitaemia infected
with rings (1-18 h), trophozoites (20—28 h) and schizonts (32—42 h post-invasion) were prepared as described by (3th EMBA experiments were
conducted with nuclear extracts of 3D7 and F12 clones for 30 mirP@tia binding buffer (25 mM HEPES pH 7.5, 50 mM KCI, 1 mM MgCI2, 0.5 mM

EDTA, 0.2mM PMSF, 1mM DTT, 5% glycerol andi@y of poly dI-dC). Addition of 50,000 cpm of labeled probes is followed in a final volume qfI10

for an additional 30 min. Samples were loaded on pre-run 6% non-denaturing polyacrylamide gel and electrophoresed at 160 V f@r i fa ddw-ionic

strength TBE buffer (0.25). (B) Double stranded oligonucleotides (100 ng) of the prototype and puiitgenodiunMRE (Fig. 1B) were end-labeled with

40u.Ci of [y-32P] ATP and purified with QIAquick nucleotide removal kit (Qiagen). One micrograms of 3D7 trophozoite nuclear extract was incubated with
labeled chickemim-1prototype pfmaplandpfcrklputativePlasmodiunMRE (lanes 1-3). A bold arrow shows the major complex and dotted arrows indicate

two minor complexes. (C) Competitions were carried out as in (B) only with the labeled chiaikeri MRE prototype in presence of a 200-fold molar

excess of unlabeled non-specifi€-«B (lane 3) and a 200-, 20- and 5-fold excess of spenifin-1(lanes 4-6)pfcrkl (lanes 7-9) angfmapl(lanes 10-12)
oligonucleotides. Controls without and with NE alone are presented in lanes 1 and 2, respectively. (D) Interaction between 3D7 nuclear mxtnathasd

assayed in the presence of either @.5f anti-PfMyb1 polyclonal antibody (0.6g/ul, lane 5), or 0.5.l of the corresponding preimmune serum (lane 6), or

0.5ul of an irrelevant anti-NF<B antibody (lane 7). Lanes 1-4 are as in (C). (E) Labetéah-1oligonucleotide was incubated withul of nuclear extracts

of 3D7 and F12rings (R, lanes 1 and 4), trophozoites (T, lanes 2 and 5) and schizonts (S, lanes 3 and 6). Two independent experiments are presented.
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proteins were subjected to SDS-PAGE and Western blotting three nuclear extracts and labeladn-1oligonucleotide are
with the anti-PfMyb1 serum. A single band, whose molec- shown inFig. 2E and correspond to two representative and
ular mass (50kDa) is slightly higher than the recombinant independent biological experiments. The major complex was
PfMyb1 (lane 1) was observed (lane 2) in the parasite nuclearpresent throughout development of the 3D7 clone, decreasing
extracts. In contrast, when using preimmune coated beadsonly slightly up to the schizont stage (lanes 1-3). In contrast,
(lane 3) no protein was revealed by the anti-PfMyb1 serum. for the F12 clone the major complex, while quite apparentin
In order to activate or repress transcription of particu- trophozoites (lane 5), was almost undetectable in rings and
lar sets of genes, the transcription factors have to bied schizonts (lanes 4 and 6). A discrepancy between transcript
regulatory DNA elements in a sequence-specific manner. A and EMSA profiles was quite apparent, especially in the F12
Myb-related protein was evidenced in the 3D7 trophozoite clone. The messenger was observed in F12 rings, despite ab-
nuclear extracts (NE) since specific interactions were de- sence of Myb/MRE interaction. Moreover, in early and late
tected with diverse Myb-regulatory elemenisg. 1B), such schizonts of both clones, thEmybltranscript was present
as a prototype MREntim-1gene promotei26] and two pu- to equal extents, while the DNA/protein interaction was de-
tative MRE naturally occurring in the promotersRiismod- tectable in 3D7 and undetectable in F12 nuclear extracts.
ium pfmaplandpfcrkl genes. These genes were originally The absence of interaction was not due to the degradation or
reported to be expressed preferentially during erythrocytic lower concentration of the nuclear extracts used inthe EMSA,
asexual and sexual stages, respectij2i28]. The EMSA since the integrity and protein content of all nuclear prepa-
profiles Fig. 2B) appeared quite similar for the three MRE rations were verified by SDS-PAGE analysis and Bradford
assayed, all giving rise to one major and two minor com- assay (data not shown). Decreased mRNA transld8dh
plexes, even though the magnitude of interaction was dif- or absence of expression of a co-factor responsible for the
ferent, with its highest level being observed faim-1and formation of EMSA complexes, among other explanations,
pfcrk1 MRE, in line with the nucleotide sequence of the el- could account for the absence of retarded band. We are not,
ements Fig. 1B). These retarded bands could result from however, as yet able to address these questions. Neverthe-
homo-dimerization of the PfMyb1 protein, as well as from less, the lack of PfMyb1 or partners in rings and schizonts
interaction with other proteins, which have been shown to in- might participate to the impairment of sexual differentiation
teract with the Myb proteins, as the bZip transcription factor towards gametocytes observed in F12 clone.
C/EBRB [22] and the poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) In summary, by computational annotation we identified,
[29]. The DNA/protein interaction was specific, as shown within the genomic DNA ofP. falciparum an open reading
by competition experiments with unlabeled oligonucleotides frame sharing common features with the Myb transcription
corresponding to each MREig. 2C). The interaction was  factors. We assumed that this factor could regulate expres-
not competed out by a 200-fold excess of an irrelevant un- sion of particular genes since appropriate binding sites were
labeledNF-«B element present in tH&-2Rx promoter{30] identified within their promoters. In nuclear extracts, a Myb
(lane 3), in contrast to a 200-fold excess of unlabeled relevantDNA binding activity was observed with a prototype and two
mim-1, pfcrklandpfmapl(lanes 4, 7 and 10, respectively). putativePlasmodiunMyb regulatory elements. This interac-
In Fig. 2D, the specificity of the interaction was verified by tion was demonstrated to be specific, since it was inhibited
using the anti-PfMyb1 antibody (lane 5), which competed out by specific competitors and anti-PfMyb1 antibody in band-

interaction with the labeled probe as efficiently as ithien- shift assays. Finally, during erythrocytic development, the
1 competitor (lane 4), in contrast to the pre-immune serum bandshift profiles were markedly different in the 3D7 and
(lane 6) and an irrelevant anti-NéB antibody[31] (lane 7). the gametocyte-less F12 clones, in contrast to the transcript

Indeed, anti-PfMyb1 antibody, raised against the C-terminus profile. These experiments provide the first evidence of the

of the DBD, impaired complex formation in place of gener- presence, ifPlasmodiumof a transcription factor belonging

ating a super-shifted band as already reported for other tran-to the highly conserved Myb family that might be implicated

scription factord30,32] For all these reasons we think that in the regulation of gene expression.

PfMyb1l is a genuine transcription factor. However, it was

not possible, under the experimental conditions assayed so
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I1.1.2 — Résultats complémentaires

a) Expression de la protéine PfMyb1 recombinante
La découverte d"une phase ouverte de lecture ayant des similarités avec la famille des
FT a domaines tryptophane, dans les séquences accumulées peu a peu lors du séquengage du
génome de P. falciparum, nous a permis de cloner ce gene a partir de '’ADN génomique du
clone 3D7 de P. falciparum. La séquence complete de la phase ouverte de lecture a été clonée
dans le vecteur PGEM-T easy et séquencée. Deux clones indépendants ont donné une
séquence identique et celle-ci a été soumise a la banque de données EMBL (Décembre 2000

numéro d’accession AJ291747).

La séquence complete de la phase ouverte de lecture a ensuite été insérée dans le
vecteur PQe30 afin de produire la protéine PfMybl recombinante additionnée de six
histidines dans la partie N-terminale. Apres transformation des bactéries, la protéine PfMybl
recombinante a été exprimée, purifiée et analysée en utilisant les lysats par électrophorese
SDS-PAGE et Western blot. Méme si la protéine semblait largement insoluble, la fraction

insoluble a pu étre purifiée.

La figure 14 présente une expérience typique de purification par affinité au nickel.
Les lignes 1 et 2 montrent les lysats d’E. coli non induits et induits pour la production de la
protéine PfMyb1l recombinante, et la ligne 3 les protéines obtenues apres élution de la
colonne, apres une électrophorese SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie. Dans la
partie droite de la figure 14, la protéine purifiée a été révélée par Western Blot utilisant un
anticorps anti-histidine (ligne 4), le sérum anti-PfMyb1 (ligne 6), ’anticorps immuno-purifié

anti-PfMybl (ligne 7) ou le sérum pré-immun (ligne 5).
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Figure 15. Analyse de la protéine PfMyb1 recombinante.

La protéine a été exprimée dans E. coli et les lysats non induits et induits ont été fractionnés
sur un gel SDS-PAGE 12 % coloré au bleu de Coomassie (lignes 1 et 2). La protéine PfMybl
recombinante obtenue apres élution de la colonne de nickel est présentée en ligne 3. Les lignes 4 a 7
représentent une analyse de la protéine PfMyb1 purifiée en Western blot utilisant un anticorps dirigé
contre le tag histidine (ligne 4), un sérum immun anti-PfMybl et un anticorps immuno-purifié anti-
PfMyb1 (lignes 6 et 7, respectivement), et le sérum pré-immun (ligne 5). Le marqueur de protéines est
situé sur la partie gauche et une fleche indique la position de la protéine PfMyb1.

Ces expériences nous ont permis de confirmer la spécificité de I'anticorps qui a été

utilisé dans la Fig. 2, p. 161 de I’Article 2 .

b) Etude de la cinétique d’expression du transcrit pfmyb1
Le transcrit du gene pfmybl a été caractérisé par Northern Blot a partir d'une
préparation d’ARN polyA* isolée a partir d'un mélange d’ARN totaux de différents stades
du cycle érythrocytaire du parasite. Seul ce protocole, engageant une grande quantité
d’ARN, nous a permis d’identifier un transcrit d'une taille de 2,6 kb, suggérant que le
transcrit est peu représenté dans le parasite. De plus, la taille du messager est un exemple
supplémentaire de parties transcrites mais non traduites exceptionnellement longues chez P.

falciparum (Figure 15A).

La cinétique d’expression temporelle du transcrit a été analysée tout au long du
développement érythrocytaire par RT-PCR semi-quantitative (anneaux, jeunes et vieux
trophozoites, de méme que jeunes et vieux schizontes) et comparée entre deux clones de P.
falciparum: 3D7 et F12. Les stades de développement du parasite ont été collectés, apres trois

synchronisations successives au sorbitol, en fonction du temps et d'une analyse
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morphologique de frottis colorés au GIEMSA. L’intégrité des différentes préparations d’ARN
a été vérifiée par coloration au bromure d’éthidium (Figure 15A) et par le bioanalyseur
d’Agilent (Figure 15B). La spécificité des produits de RT-PCR a été confirmée par
hybridation avec un oligonucléotide interne a la séquence (données non présentées). Pour
chaque expérience, deux RT-PCR témoins en absence d’ARN et de transcriptase inverse ont
été réalisées (données non présentées). De plus, des expériences de RT-PCR réalisées avec
des amorces spécifiques du gene MAL13P1.76, situées autour d’un intron, nous ont permis
d’exclure une contamination par de I’ ADN génomique dans les préparations d’ARN total

traitées a la DNase I (données non présentées).
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Figure 16. Analyse de I’expression temporelle des ARNm de pfmybl.

L’ARN poly A*a été purifié a partir d'un mélange de 35 ug d’ARN total issu des différents
stades de développement du clone 3D7, dont la coloration au bromure d’éthidium est présentée en
ligne 1 (A) et dont le profil Agilent montre un ratio 285/18S de 1,86 (B). Le Northern Blot hybridé avec
une ribosonde de pfinybl est présenté en ligne 2 (A). Les amplicons de pfmybl et du géne de I’ARN
ribosomal 185 (indiqués sur la gauche) ont été obtenus apres extraction d’ARN total a différents temps
du cycle érythrocytaire : anneaux (R), jeunes (ET) et vieux trophozoites (LT), jeunes (ES) et vieux
schizontes (LS). Le marqueur de taille est présenté sur la droite (C). Représentation graphique des
intensités des fragments amplifiés aprés normalisation avec I'’ARN ribosomal 18S. Les figures 2C et 2D
sont représentatives d une expérience sur trois réalisées (D).
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Les profils de RT-PCR ont été déterminés apres vérification des conditions utilisées,
afin que ces expériences soient semi-quantitatives (températures d’hybridation des amorces,
concentration des différents composants et nombre de cycles pour "amplification des deux
séquences pfmybl et 18S). La cinétique d’expression du transcrit pfmybl a été suivie en
normalisant le fragment de 634 pb provenant de I’ARNm de pfmybl (Figure 15C) par
I'intensité des I’amplicons du gene de I’ARN ribosomal 185 (Figure 15D). Ces expériences
montrent que I'abondance du messager de pfmybl est régulée au cours du développement
érythrocytaire. Le profil d’expression du transcrit pfinybl est similaire entre les clones 3D7 et
F12 avec un maximum au stade jeune trophozoite et diminue de maniere équivalente lors du
passage au stade schizonte. Cependant, le niveau d’expression au stade anneau est

nettement plus fort dans le clone 3D7.

¢) Etude de la cinétique d’expression de la protéine PfMyb1

Le profil d’expression de la protéine PfMybl a été déterminé apres immuno-
précipitation et Western Blot en série avec le sérum anti-PfMybl et a partir d’extraits
nucléaires provenant des clones 3D7 et F12 (Figure 16A). Les extraits nucléaires ont été
préparés a partir de cultures synchronisées et pour trois points du développement au cours
du cycle érythrocytaire: anneaux, trophozoites et schizontes. Plusieurs immuno-
précipitations, avec le sérum pré-immun ou avec des billes magnétiques seules, suivies d'un
Western blot avec le sérum anti-PfMybl, n‘ont pas donné de signal (données non

présentées).

Une quantification de l'intensité donnée par la bande représentant la protéine
PfHsp70 nous a permis de nous assurer que, pour chaque point de la cinétique, une quantité
équivalente de protéines avait été déposée pour le SDS-PAGE (données non présentées). La
cinétique d’expression de la protéine PfMyb1 semble tres similaire pour les deux clones 3D7
et F12 (Figure 16B). Le niveau d’expression est relativement plus élevé au stade anneau
qu’au stade schizonte. Le pic d’expression de la protéine est observé au stade trophozoite.
Dans cette premiere expérience, la comparaison entre les cinétiques d’expression du transcrit
et de la protéine révele une certaine proximité entre les deux clones, sauf pour le stade

anneau du clone F12 ou le niveau du transcrit apparait inférieur a celui de 3D7.
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Figure 17. Analyse de I’expression temporelle de la protéine PfMyb1.

(A) Immuno-précipitation et Western Blot en série de la protéine PfMybl. Les extraits
nucléaires de stades anneau (R), trophozoite (T) et schizonte (S) ont été soumis a une immuno-
précipation utilisant des billes magnétiques recouvertes de sérum anti-PfMyb1, suivie d’'un Western
Blot avec le sérum anti-PfMybl. (B) Représentation graphique apres normalisation de l'intensité
donnée par les bandes révélées par un Western Blot utilisant un anticorps anti-PfHsp70. Les figures
16A et 16B sont représentatives d’une expérience sur deux réalisées.

Ces résultats sont a mettre en perspective avec ceux obtenus lors des cinétiques
d’interaction avec la séquence d’ADN contenant un MRE, par la technique du retardement
sur gel, et pour les clones 3D7 et F12 (Fig. 2, p. 161 de I’Article 2). Tout d’abord, il semble que
la cinétique d’expression de la protéine PfMybl, pour le clone 3D7, soit tres proche des
résultats obtenus avec la cinétique d’interaction. Cette donnée vient renforcer I'hypothese
que PfMybl1 joue un role central dans la détermination de l'interaction avec un MRE pour le
clone 3D7. Cependant, les résultats du clone F12 montre une différence entre le niveau
d’expression de la protéine analysée par Western blot du lysat total et la cinétique
d’interaction obtenue par retardement sur gel. Ces résultats sugerent que, non pas le facteur
PfMyb1l, mais un partenaire serait absent dans l’extrait nucléaire du clone F12 aux stades
anneaux et schizontes. L’absence du partenaire ou encore 1’absence d"une modification post-
traductionnelle pouvant perturber la fonction du facteur, pourrait expliquer 1’absence de

bandes retardées avec les extraits nucléaires d’anneaux et de schizontes.
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I1.2 — Role de PfMybl1 lors du cycle érythrocytaire et début de
caractérisation de son réseau de régulation

I1.2.1 Résumé

Apres avoir validé la fonction de la protéine PfMybl, par son activité de liaison
spécifique a ’ADN en interagissant avec les séquences MRE, nous nous sommes intéressés a
son role dans la régulation de I’expression des genes au cours du cycle érythrocytaire. Pour
cela, nous avons utilisé des ARNdb, spécifiques du gene pfmyb1, pour induire une baisse de

I'expression du facteur PfMybl et ainsi tenter d’identifier des genes cibles de ce FT.

Le traitement des cultures de parasites par '’ ARNdb pfmybl entraine une inhibition
de la croissance de 40 % par rapport a une culture témoin analysée 48 h plus tard par trois
techniques différentes. Ceci est di a la mort des parasites lors du passage du stade
trophozoite au stade schizonte. Cette baisse de la parasitémie n’a pas lieu lors du traitement

des parasites par un ARNdb spécifique d"un gene du VIH-1 (Fig. 1, p. 31 de I’ Article 3).

L’expression du gene pfmybl, au niveau de son transcrit comme au niveau de sa
protéine, est fortement diminuée dans les cultures traitées par I"ARNdb pfmybl en
comparasion de la culture témoin, au moment de son pic d’expression au stade trophozoite

(Fig. 2 et 3, p. 32-33 de I’ Article 3).

Pour analyser les conséquences de I'invalidation partielle de I'expression de PfMyb1,
nous avons examiné la modulation de I'expression des genes avec la bio-puce thématique.
Les résultats obtenus ont permis d’identifier huit genes dont ’expression est altérée dans les
cultures traitées par '’ ARNdb pfmybl par rapport aux cultures témoin non traitée ou traitée
par un ARNdb gp120 non pertinent (Tableau 1, p. 35 de I’Article 3). La confirmation de ces
modifications d’expression nous a permis de désigner ces genes comme étant directement ou
indirectement régulés par PfMybl. Afin de mieux comprendre les modalités d’action de ce
FT, nous avons analysé les interactions de PfMybl avec les promoteurs par immuno-
précipitation de la chromatine au stade trophozoite. Ces expériences ont montré que le FT
PfMybl participait directement a la régulation négative du geéne de la kinase PfPK5 ou
positive des genes PCNA, PGK, H3, H2A et PP1-like (Fig. 7, p. 36 de 1’Article 3). A l'instar

des protéines Myb eucaryotes, PfMybl intervient directement dans la régulation de
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I'expression de genes clés impliqués dans le cycle cellulaire et joue un rdle essentiel dans le

développement érythrocytaire de P. falciparum.
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PfMyb1, a Plasmodium falciparum Transcription Factor,
is Required for Intra-erythrocytic Growth and Controls
Key Genes for Cell Cycle Regulation

Mathieu Gissot, Sylvie Briquet, Philippe Refour, Charlotte Boschet and
Catherine Vaquero*
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Pitie-Salpétriere, 91 boulevard
de I’'Hépital, 75013 Paris
France

During the complex life cycle of Plasmodium falciparum, divided between
mosquito and human hosts, the regulation of morphologic changes implies
a fine control of transcriptional regulation. Transcriptional control,
however, and in particular its molecular actors, transcription factors and
regulatory motifs, are as yet poorly described in Plasmodium. In order to
decipher the molecular mechanisms implicated in transcriptional regu-
lation, a transcription factor belonging to the tryptophan cluster family was
studied. In a previous work, the PfMyb1l protein, contained in nuclear
extracts, was shown to have DNA binding activity and to interact
specifically with myb regulatory elements. We used long pfmybl double-
stranded RNA (dsRNA) to interfere with the cognate messenger
expression. Parasite cultures treated with pfmybl dsRNA exhibited a 40%
growth inhibition when compared with either untreated cultures or
cultures treated with unrelated dsRNA, and parasite mortality occurred
during trophozoite to schizont transition. In addition, the pfmyb1 transcript
and protein decreased by as much as 80% in treated trophozoite cultures at
the time of their maximum expression. The global effect of this partial loss
of transcript and protein was investigated using a thematic DNA
microarray encompassing genes involved in signal transduction, cell
cycle and transcriptional regulation. SAM software enabled us to identify
several genes that were differentially expressed and probably directly or
indirectly under the control of PfMybl. Using chromatin immuno-
precipitation, we demonstrated that PfMybl binds, within the parasite
nuclei, to several promoters and therefore participates directly in the
transcriptional regulation of the corresponding genes. This study provides
the first evidence of a regulation network involving a Plasmodium
transcription factor.

© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Plasmodium is responsible for 1.5-2.7 million
deaths annually,' mostly among children and
pregnant women. Of the four species of Plasmodium
infecting humans, Plasmodium falciparum causes the
highest morbidity and mortality. As global efforts to
eradicate malaria have failed, there is an urgent
need to decipher the biology of Plasmodium and in
particular the mechanisms of gene regulation that
govern its developmental cycle, so as to propose
novel strategies to fight malaria.

The cell cycle of Plasmodium between vertebrate
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and mosquito hosts implies a high degree of
adaptation and strict control of the cellular
machinery to correspond precisely to the state of
differentiation in the host. These different develop-
mental stages require coordinated modulation of
expression of distinct sets of genes, which could be
achieved by transcriptional and/or post-transcrip-
tional controls. In Plasmodium, as in all eukaryotes,
gene expression is governed at the level of
transcription by the interaction of elements within
promoters acting in cis (DNA regulatory elements)
and elements acting in trans (transcription factors)
whose availability is modulated during cellular
development. The fine-tuning of transcriptional
regulation resides in the interplay between the cis
and trans elements throughout P.falciparum
development. Little, however, is currently known
about these two actors in Plasmodium.

The study of Plasmodium chromosomes 2 and 3,**
and recently of the complete 3D7 clone sequence,
has revealed a genomic organization composed of
rather short intergenic sequences, encompassing
the basal and distal promoter sequences,® between
successive open reading frames. The messengers
thus far investigated, while few in number, appear
to resemble eukaryotic transcripts. They are capped
and bear canonic poly-adenylation signals.” More-
over, the nucleosome organization,8 the structure of
the promoters and the general transcription
factors”'® are quite similar to those of other
eukaryotes. The regulatory sequences within the
promoters appear to contain motifs similar to
several binding sites encountered in
eukaryotes.®'*'® Nevertheless, the majority of
the regulatory elements reported so far have not
been linked to any known transcription factor'®™'®
or found to bind to unknown nuclear factors."

In order to decipher the molecular mechanisms
implicated in transcriptional regulation during the
erythrocytic development, we have identified,
among diverse families of transcription factors, a
Myb-related protein belonging to the tryptophan
cluster family. In eukaryotes, the Myb proteins are
highly conserved throughout evolution and gener-
ally contain three repeats of approximately 50
residues with three regularly spaced tryptophan
residues.”*! Indeed, a large number of Myb-related
proteins have been shown to bind DNA in a
sequence-specific manner and to participate in the
regulation of the expression of genes implicated in
growth control and differentiation.”! PfMybl was
the first transcription factor not belonging to
general transcription factors to be cloned and
analyzed in P. falciparum.** This study showed that
pfmybl mRNA reached its highest level at the
trophozoite stage, at least as regards the 3D7
clone. In in vitro experiments, the PfMyb1 protein
present in nuclear extracts was able to bind
specifically to a prototype myb-regulatory element
(MRE) from the chicken mim-1 gene promoter®> and
two putative MRE annotated within the Plasmodium
promoters,** suggesting that PfMyb1 can be con-
sidered to be a Myb transcription factor.

We took advantage of long pfmybl double-
stranded RNA (dsRNA) to interfere with
expression of the cognate messenger and to address
the role of this transcription factor during the
erythrocytic cycle. In particular, we investigated
the consequences of decrease in pfinybl transcript
and protein on parasite growth and transcriptional
regulation of P. falciparum genes.

Results

pfmyb1 dsRNA alters parasite growth and
trophozoite to schizont transition

We investigated the global effect of double-
stranded RNA corresponding to part of the pfinybl
sequence on P. falciparum growth when added to
highly synchronized parasite cultures during a
48 hour assay. Parasites were considered to be
synchronized after three successive sorbitol treat-
ments leading to an enrichment in rings of at least
95%. In young ring cultures, pfimybl dsRNA or
dsRNA of an unrelated gene (HIV-1 gp120 AN:
K02013) was added (25 pg per ml of culture) and
parasitaemia was evaluated using three different
methods (Figure 1). As shown in Figure 1(a),
addition of unrelated dsRNA to culture media
(line 2) did not affect asexual growth when
compared with control cultures (line 1), i.e. para-
sites grown in media supplemented with identical
volumes of annealing buffer. In contrast, a
statistically significant decrease in parasitaemia
(approximately 40%) was observed in cultures
treated with pfmybl dsRNA using manual counting
(Figure 1(a), line 3) or a [’H]hypoxanthine assay
(Figure 1(a), line 4). The result obtained by manual
counting (line 3) corresponds to the average of nine
experiments performed in triplicate, while the
result obtained by [?H]hypoxanthine assay (line 4)
corresponds to two experiments carried out in
triplicate. Finally, using a flow-cytometry assay, a
similar degree of growth inhibition (40%) was
observed after treatment with pfmybl dsRNA as
compared with controls treated with single-
stranded sense or anti-sense pfmybl RNA (data
not shown). Thus three different experimental
approaches used for evaluating the inhibition of
growth upon addition of dsRNA specific for pfinybl
gave essentially the same results (Figure 1).

We investigated the effect of pfmybl dsRNA on
trophozoite to schizont transition (Figure 1(b)).
During the erythrocytic cycle, smears were per-
formed every four hours and the number of
parasites in trophozoite (Figure 1(b), lines 1 and 2)
and in late schizont stage (Figure 1(b), lines 3 and 4)
was evaluated. The parasitaemia observed in the
trophozoite cultures was quite similar in the control
(Figure 1(b), line 1) and pfmybl dsRNA-treated
cultures (Figure 1(b), line 2), in contrast to that of
late schizonts showing a significant decrease in
pfmybl dsRNA-treated parasites (Figure 1(b), line 4
versus line 3). Moreover, the growth inhibition
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(a)

Figure 1. Parasite growth and

death evaluation during tropho-
zoite to schizont transition.
(a) Evaluation of parasite growth
48 hours after addition of dsRNA
to the medium. Parasitaemia was
either counted on GIEMSA-stained

blood smears (1-3) or monitored
by 3H—Hypoxanthine uptake (1
and 4). Parasitaemia was evaluated
in untreated culture (1), unrelated
dsRNA (2) and pfmybl dsRNA
treated culture (3 and 4). Asterisks
4 indicate statistically significant
values (p-value <0.0001). Para-
sitaemia was evaluated in nine
independent experiments on
Giemsa-stained blood smears and

©
g 120
[(}]
_553 100 - =
m
& 801
o
° 60
c
S 40
[}
£ 20
G
= 0
1 2 3
(b)
©
£ 140
[¢}]}
8 120
&2 T
(1]
E 100 _L
2 g0
=
e 604
8
o 40 I
=
T 20
o
=X 0 - '
1 2

(Figure 1(a)) and the decrease in schizont number
(Figure 1(b)) were of an essentially similar
magnitude.

Decreased expression of pfmyb1 messenger is
observed in pfmyb1 dsRNA-treated cultures

The expression of the pfmybl transcript was
analysed at the trophozoite stage, at the peak of
expression in the erythrocytic cycle, in cultures
treated with pfmybl or gp120 dsRNA, or left
untreated, using a semi-quantitative (Figure 2(a)
and (b)) and real-time quantitative reverse tran-
scription (RT)-PCR (Figure 2(b)). For each set of
experiments, PCR control reactions were performed
in the absence of RNA or RT (data not presented), as
well as on the MAL13P1.76 gene with two primers
encompassing an intron (Figure 2(a) left panel).
These data demonstrated the absence of DNA
contamination in the RNA preparations. First, by
semi-quantitative RT-PCR (Figure 2(a), right and
left panel), we showed that the expression of the
pfimybl transcript was decreased in pfmybl dsRNA-
treated parasites when compared with control
parasites, while expression of the MAL13P1.76
transcript was unaltered. After normalization
against ribosomal 18 S RNA, a 75% decrease in the
pfmybl transcript was observed in pfmybl dsRNA-
treated cultures (Figure 2(b), lines 3 and 6) when
compared with control cultures (lines 1 and 4) or
cultures treated with unrelated dsRNA (lines 2 and 5),

two independent experiments as
regards ["H]hypoxanthine uptake
assay. (b) Parasitaemia of highly
synchronized cultures was deter-
mined by counting at late tropho-
zoite (1 and 2) and at late schizont
stage (3 and 4) in untreated culture
(1 and 3) and pfmybl dsRNA-
treated culture (2 and 4). Asterisks
are as in (a). The experiment was
repeated four times in triplicate.
The results are expressed as a
percentage of the control cultures.

using semi-quantitative (lines 1-3) or real-time
quantitative RT-PCR (RT-qPCR) (lines 4-6). RT-
qPCR was performed using a multiplex assay
amplifying pfmybl and the 18S reference in the
same experiment. For the experiments presented
herein, different couples of primers (see Materials and
Methods) were used, all yielding similar results.

Decreased expression of PfMyb1 protein is
observed in pfmyb1 dsRNA-treated culture

In order to follow the effect of pfmybl dsRNA
treatment on PfMybl protein expression, serial
immuno-precipitation and Western blotting experi-
ment were performed. Protein extracts from
P. falciparum trophozoites were immuno-precipi-
tated using magnetic beads coated with anti-
PfMybl serum. Immuno-precipitated proteins
were subjected to SDS-PAGE followed by Western
blotting with the anti-PfMybl serum. No bands
were detected after immuno-precipitation of lysates
with either preimmune serum or uncoated beads
and Western blotting with the anti-PfMyb1 serum
(data not shown). The abundance of the PfMybl
protein was markedly decreased in pfinybl dsRNA-
treated parasites (Figure 3(a), lower panel) as
confirmed by normalization with PfHsp70
(Figure 3(a), upper panel). Indeed, a reduction of
approximately 80% in the PfMybl protein was
observed in protein extracts from trophozoite
cultures treated with pfmybl dsRNA when
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Figure 2. Analysis and quantification of pfmybl mRNA expression. (a) Amplicons of pfinybl, 18 S ribosomal RNA and
MAL13P1.76 (indicated on the top) were obtained after semi-quantitative RT-PCR on DNase-treated total RNA prepared
from either untreated culture (control), irrelevant gp120 dsRNA (unrelated dsRNA) or pfmybl dsRNA (pfmybl dsRNA)
treated culture. Two independent experiments are presented. Markers are indicated on the left side of the Figure.
(b) Graphical representation of the pfmybl amplified fragment intensities after normalization with 18 S ribosomal RNA.
Semi-quantitative (1-3) and real time quantitative RT-PCR (4-6) were performed on samples from either untreated
culture (1 and 4), or cultures treated with irrelevant (2 and 5) or pfmybl dsRNA (3 and 6). The results are expressed as a
percentage of the control transcript expression in three independent experiments.

compared to untreated cultures (Figure 3(b), lane 2
versus lane 1), while no such reduction was
observed in controls treated with unrelated
dsRNA (lane 3).

Genes are differentially expressed in pfmyb1
dsRNA-treated culture

We then decided to investigate the effect of the
partial loss of the PIMyb1 transcript and protein on
the global expression profile, by comparing
untreated culture with cultures treated with either
pfmybl dsRNA or irrelevant dsRNA at a time when
the expression of the pfmybl transcript was highest,
i.e. the trophozoite stage.

With the use of a thematic microarray fully
described by Gissot et al>* and comprising 180
PCR products printed in duplicate, among which
153 amplified from the P. falciparum genomic
sequences, we monitored the steady state of the
corresponding transcripts. The genes were selected
for their homology to known proteins previously
described in eukaryotes to be involved in genetic
regulation from DNA to proteins. The microarray
quality controls were performed as detailed by
Gissot et al.** Briefly, for each growth condition, at
least two different total RNA preparations from

independent cultures were used for synthesis of
cDNA radiolabelled with *H or **S radioisotope,
and for subsequent hybridization of two sets of
arrays. Each raw signal was normalized twice, first
with the Alien cDNAs in order to normalize for the
efficiency of each reverse transcription and second
with 3D7 genomic DNA to normalize for the
amount of each cDNA used for the hybridization.
Statistically significant differences in gene
expression were monitored using the Statistical
Analysis for Microarrays (SAM) program.25
Among the 153 P. falciparum genes printed on the
microarray, 139 genes gave signals at least twice as
high as background (see Supplementary Data 1
and 2).

When untreated controls were compared with
HIV-1 gp120 dsRNA-treated culture, no differences
in the relative expression level of any gene were
detected using the SAM program (see Supplemen-
tary Data 2). In contrast, upon comparison of pfmyb1
dsRNA treated and untreated parasites, 11 genes
were identified as statistically different and the 128
remaining genes as similar. Among the 11 genes,
one was up-regulated and ten down-regulated, as
shown in the SAM output plot presented in
Figure 4.

The differential expression of these 11 genes was
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Figure 3. Analysis and quantifi-
cation of PfMybl protein
expression. (a) Serial immuno-
precipitation and Western blotting
of P. falciparum PfMybl. The pro-
tein extracts of trophozoite para-
sites were first subjected to
immuno-precipitation using beads
coated with an anti-PfMyb1 serum
followed by Western blot analysis
with the same anti-PfMybl serum
(lower panel). Concomitantly a
Western blot analysis with an anti-
PfHSP70 serum was performed
(upper panel). The protein markers
are indicated on the right of the
Figure. Samples from either
untreated culture (control), or
cultures treated with irrelevant

(unrelated dsRNA) or pfmybl
dsRNA (pfmybl dsRNA) were

{ studied. (b) Graphical represen-

tation of the PfMybl1 protein inten-
sities after normalization with the
intensities of the PfHSP70 protein:
{ Lane 1, untreated culture; lane 3,

irrelevant dsRNA-treated culture;
lane 2, pfmybl dsRNA (pfmybl
dsRNA) treated culture. One repre-
sentative experiment among three
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verified by real-time quantitative RT-PCR using the
18 S gene as reference. Using two independent
biological samples, three (numbered 2, 3 and 4 in
Figure 4) of the ten down-regulated genes did not
give sufficiently consistent results to be taken into
account. The results of the RT-qPCR (filled bars)
and microarray (open bars) analyses, for the genes
whose expression was modulated by pfmybl
dsRNA (seven down and one up-regulated gene,
also listed in Table 1) and diverse additional genes
as controls of the experiments, are compared in
Figure 5.

Indeed, several genes whose expression profile
was similar in control and pfmybl dsRNA-treated
parasites were selected and their expression
compared by DNA microarray or RT-qPCR experi-
mental approaches. PfHSP70 (PF08_0054) and
MAL13P1.76 were shown to be equally expressed
in treated and untreated cultures when analysed by
either experimental approach. This was also the
case for PF10_0233, PFD0465w and MALS8P1.154
genes, which showed slight but detectable hom-
ology with the pfmybl sequence used to generate
pfmybl dsRNA by using the BLASTN tool on the
PlasmoDB web site, as well as for pfmyb2
(PF10_0327) and pfmyb3 (PF10_0143), belonging to
the tryptophan cluster family of transcription
factors. Moreover, the RT-qPCR also confirmed the
results obtained for the seven down and one up-
regulated gene, attesting to the reliability of the
microarray data (Figure 5 and Table 1).

is presented in (a). The results are
expressed as for Figure 2.

Finally, the over-expression of the pfpk5 transcript
in pfmybl dsRNA-treated samples was also estab-
lished at the level of protein expression (Figure 6).
Western blotting experiments on whole trophozoite
protein extracts showed an increased represen-
tation of PfPk5 protein in pfmybl dsRNA-treated
samples as compared with untreated samples, in
good agreement with the transcript data.

PfMyb1 is associated with the promoter of genes
differentially expressed using ChIP experiments

In order to determine whether, within the
parasite nuclei, the PfMyb1 protein could interact
with promoters of genes listed in Table 1, and
therefore could be involved in the regulation of the
targeted genes, chromatin immuno-precipitation
(ChIP) experiments were carried out. PfMybl
protein present in nuclear extracts has been
shown to interact with Myb-related elements
(MRE).**> A computational analysis was performed
on the promoters of the genes listed in Table 1 to
identify these MRE, and revealed that among the
eight promoters only that of PGK (PFI1105w) did
not contain any putative MRE. The PfMyb1-DNA
complexes were cross-linked within the parasite
nuclei and subsequently immuno-precipitated by
using the anti-PfMybl-coated beads. No cross-
linked PfMybl-DNA complexes were immuno-
precipitated using either beads alone or beads
coated with preimmune serum (data not shown).
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Figure 4. Graphical output of SAM software. Genes are plotted where the x-axis represents the expected distribution of each PCR product intensity and the y-axis observed
distribution of each PCR product intensity. Genes identified by SAM as up-regulated in pfinybl dsRNA-treated samples or as down-regulated in pfmybl dsRNA-treated samples
are represented by triangles or circles, respectively, and are as follows: (1) PfPk5 (MAL13P1.279); (2) PF14_0366; (3) PFC0385c; (4) PFE0420c; (5) PfPGK (PFI1105w); (6) PfPk2
(PFL1885c); (7) PfTBP (PFL2345c); (8) PfPCNA1 (PFL1285c¢); (9) PP1-like (PF14_0224); (10) PfHistone H3 (MAL6P1.248); and (11) PfHistone H2A (MAL6P1.249).
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Table 1. List of SAM-identified genes verified by qPCR

Gene name AN? Putative function Number® Microarray results®
PGK PFI1105w Phosphoglycerate kinase 5 v
PfPk2 PFL1885¢ Calcium dependent kinase 6 v
PfTbp PFL2345c TATA binding homologue 7 v
PCNA PFL1285¢ Proliferating cell nuclear antigen 8 v
PP1-like PF14_0224 Phosphatase 9 v
Histone H3 MALG6P1.248 Histone 10 v
Histone H2A MAL6P1.249 Histone 11 v
PfPk5 MAL13P1.279 Cyclin dependent kinase 1 A

? Accession number according to PlasmoDB annotation.
 Genes are numbered as in Figure 4.

¢ Gene exhibiting an altered expression microarray experiments; A stands for up-regulated and V¥ stands for down-regulated.
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Figure 5. Comparison of microarray and RT-qPCR data. Microarray data are indicated by open bars. RT-qPCR data are
indicated by filled bars. Relative transcriptional level of each gene (accession number indicated on bottom) is expressed
as a logp ratio of pfmybl dsRNA-treated samples over untreated samples.
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Figure 6. PfPk5 expression in pfmybl dsRNA-treated
samples. Trophozoite protein extracts were subjected to
SDS-10% PAGE followed by Western blotting with either
anti-PfHSP70 serum (upper panel) or anti-PfPk5 serum
(lower panel) as indicated on the right side of the Figure.
The protein markers are indicated on the left side of the
Figure. Samples of untreated culture (control) and pfmyb1
dsRNA-treated culture (pfmybl dsRNA) were investi-
gated. The Figure presents one representative experiment
among three.

After purification of the DNA fragments, PCR
analysis was carried out for the eight previously
selected promoters. In Figure 7, odd numbers
correspond to PCR performed on input DNA, and
even numbers to immuno-precipitated DNA.

Promoters of three genes containing MRE
(PF08_0054, PF10_0159, PF11_0096), but whose
expression was not altered in parasites cultured in
the presence of pfmybl dsRNA in microarray
experiments, were amplified in input (Figure 7
lanes 17, 19 and 21) but not ChIP samples (Figure 7
lanes 18, 20 and 22), even though expression of their
cognate transcript peaked at the trophozoite stage.®
In addition, the promoter of the PF07_0073 gene,
devoid of MRE, yielded identical results (Figure 7
lanes 15-16).

In contrast, among the eight genes whose
expression was altered in the presence of pfinybl
dsRNA, six (MAL13P1_279, PFI1105w, PFL1285c,
MAL6P1.248, MAL6P1.249 and PF14_0224) gave
rise to amplification products with both anti-
PftMyb1 immuno-precipitated (Figure 7 lanes 2, 4,
10,12 and 14) and input DNA (Figure 7 lanes 1, 3, 9,
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Figure 7. Chromatin immuno-precipitation (ChIP) using an anti-PfMyb1 serum. After DNA/PfMyb1 cross-linking
within the parasite nuclei and immuno-precipitation of DNA using anti-PfMyb1 antibody, PCR was carried out with
input DNA odd numbers) and immuno-precipitated DNA (even numbers) using primers amplifying promoters of the
following genes: MAL13P1_279 (lane 1 and 2), PFI1105w (lane 3 and 4), PFL1885c¢ (lane 5 and 6), PFL2345c¢ (lane 7 and 8),
PFL1285c¢ (lane 9 and 10), MAL6P1.248 and MAL6P1.249 (lane 11 and 12), PF14_084 (lane 13 and 14), PF07_073 (lane 15
and 16), PF11_0096 (lane 17 and 18), PF08_0054 (lane 19 and 20) and PF10_0159 (lane 21 and 22). Amplicons were
fractionated on 1.2% agarose gel. Genes identified in previous experiments as displaying up-regulated (A ), down-
regulated (V) or unaltered expression (-) are indicated. The presence (+) or absence (—) of Myb-related elements (MRE)
in the promoter of the gene is indicated. Figure 7 portrays one representative experiment among three.

11 and 13). These six genes corresponded to five
promoters, since the genes encoding histones H3
and H2A (MAL6P1.248 and MAL6P1.249) share a
bidirectional promoter. Finally, the promoters of
two (PFL1885c and PFL2345c¢) of these eight genes
gave no amplification products using ChIP (Figure 7
lanes 6 and 8), in contrast to input samples (Figure 7
lanes 5 and 7).

Discussion

In light of the crucial role of transcriptional
regulation during the complex life cycle of
P. falciparum, we decided to investigate PfMybl, a
protein belonging to the tryptophan cluster family.
Indeed, previous experiments have shown that thls
protein interacts specifically with several MRE.**
These data, together with Computatlonal study of
the PfMyb1 amino acid sequence, 2 have led us to
consider this protein to be a genuine transcription
factor.

In order to investigate the role of PfMybl in
transcriptional regulation of P.falciparum, we
decided to interfere, by means of long pfmybl
dsRNA, with its transcript and therefore its protein
expression at the time of its h1§hest expression, i.e.
during the trophozoite stage.”””** As shown in
Figure 1(a), a 40% growth inhibition was observed
when parasite cultures were treated with pfmybl
dsRNA as compared with either untreated
parasite cultures or cultures treated with unrelated
long dsRNA. The observed inhibition thus
appeared to depend specifically on pfmybl
dsRNA. This observation was made by using
three different methods and confirmed by repeated
experiments that consistently yielded similar
results. The unrelated dsRNA was chosen for its
relatively high AT-content (60%) and its length
(570 nt), approximating those of the pfmybl dsRNA

(70% AT and 634 nt, respectively). Moreover, using
the BLASTN tool of PlasmoDB, we did not find any
detectable homology between this unrelated
sequence and the entire P. falciparum genome. We
further showed that parasite death occurred during
the trophozoite to schizont transition, notably after
the pfmybl expression peak (Figure 1(b)).

Since addition of pfmybl dsRNA modified para-
site growth and development, we investigated the
level of the pfmybl transcript at the trophozoite
stage. By two different experimental approaches
based on RT-PCR (Figure 2) and performed with
different sets of primers, we showed that pfmybl
dsRNA treatment diminished the pfmybl transcript
in the parasite by 75%. Moreover, the decrease in the
pfmybl transcript was correlated to a decrease in the
corresponding protein, as determined by serial
immuno-precipitation and Western blotting of the
trophozmte protein extracts, using anti-PfMybl
antibodies® and after normalization for protein
loading. In conclusion, the decreased availability of
pfmybl transcript and protein, together with the
growth inhibition occurring during the trophozoite
to schizont transition, argue in favour of a major
function for this transcription factor during the
parasite erythrocytic cycle. This assumption is
strengthened by the high level of conservation of
pfimybl gene within the diverse Plasmodium species
listed in PlasmoDB.

In Plasmodium, the mechanisms by which gene
expression is modified by dsRNA are still not
clearly defined. The characterization of such mech-
anisms, whether involving classical RNA inter-
ference as suggested by previous work,**** or an
anti-sense effect as shown by Noonpakdee et al. ,30 is
beyond the scope of this study. Herein, we took
advantage of long dsRNA to reduce the cognate
messenger and encoded protein, so as to study the
consequences of this depletion on gene expression.
Interestingly, many antisense transcripts have been
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shown to arise during the erythrocytic cycle®** and

have been suggested to be potential regulatory
elements in gene transcription.”® These studies
might imply that the machinery required to process
these antisense transcripts and the resulting dsRNA
is present in P. falciparum.

In order to identify at least some of the transcripts
whose expression is governed by the transcription
factor, we compared the transcriptome of cultures
treated with pfmybl dsRNA and control parasite
cultures by means of our thematic DNA microarray.
The slides were hybridized with cDNA prepared
from total RNA of control and pfmybl-treated
cultures radiolabelled as reported.”* Total RNA
was extracted at the trophozoite stage prior to
parasite death and when maximum expression of
the pfimybl transcript was reached (Figure 1). When
unrelated dsRNA-treated samples were compared
with untreated controls, no significant differential
expression was identified by SAM (see Supplemen-
tary Data 2). The decrease in pfinybl transcript and
protein mediated by pfmybl dsRNA altered the
relative expression of a set of genes in four
independent biological experiments normalized
and filtered through SAM software (Figure 4).

In particular, among the 153 P. falciparum genes
printed on the microarray, the level of expression of
128 transcripts was similar in control and in pfmybl
dsRNA-treated parasites (see Supplementary Data
1), suggesting that treatment with pfmybl dsRNA
did not markedly alter synchronization and
development of the parasites. In this regard, upon
examination of Giemsa-stained blood smears no
substantial shift was detected between the two
growth conditions.

In contrast, 11 genes were identified by SAM as
differentially expressed in control and in pfmybl
dsRNA-treated parasites, of which one was up-
regulated and ten down-regulated. All of the
microarray data leading to the identification of the
genes of interest as well as several control genes
were verified by quantitative real-time RT-PCR.
Three genes identified by SAM were eliminated
upon performing independent biological experi-
ments. It is noteworthy that these genes were very
close to the limit defined by SAM (2, 3 and 4 of
Figure 4). The remaining eight genes, listed in
Table 1, gave similar expression ratios when
microarray data were compared with real-time
RT-PCR data. In addition, the expression ratio of
seven other gene controls (Figure 5, right part) was
verified, confirming the reliability of the microarray
experiments. The level of expression of pfmyb2
(PF10_0327) and pfmyb3 (PF10_0143), two genes
belonging to the tryptophan cluster family of
transcription factors, was not modified by pfmybl
dsRNA. This was also the case for three genes
showing slight but detectable homology to the
pfmybl DNA sequence used to generate dsRNA.
Taken together, these data indicate that the activity
of pfmybl dsRNA is sequence-dependent.

Among the eight genes cited as differentially
expressed in pfmybl dsRNA-treated samples, the

upregulation of PfPk5 (MAL13P1_279) expression
observed at the transcript level was also detected at
the protein level by Western blotting (Figure 6). It is
worthy of note that PfPk5 has been annotated as a
cdc2-related cyclin-dependent kinase bearing 60%
identity to the human cdc2 gene.** In all eukaryotes,
cyclin-dependent kinases are key regulators of cell
cycle control and progression.” PfPk5 has been
implicated in regulation of the nuclear division
cycle®® and is active during the erythrocytic cycle,
and shares common features with the cdc-related
kinase activation process.”’” Taken together, these
data suggest a crucial role for PfPk5 in regulating
cell cycle progression of P. falciparum. A clear link
between the classical cell cycle (G1, S, G2 and M
phases) and the Plasmodium erythrocytic cell cycle
has not been established.>® Nevertheless, DNA
synthesis appears to occur during the trophozoite
stage and asynchronous nuclear division during the
trophozoite to schizont transition.’*” These two
critical phenomena, however, may overlap during
trophozoite to schizont transition. Indeed, PfPk5
may play a crucial role during the trophozoite to
schizont transition and its over-expression in
pfmybl dsRNA-treated culture may explain the
growth inhibition and parasite death at that
particular time in the erythrocytic cycle.

Furthermore, in pfmybl dsRNA-treated samples,
a decreased expression in the gene PFL1285c, a
homologue of proliferating cell nuclear antigen
(PCNA), was observed. In eukaryotes, PCNA has
been shown to be a key player in DNA replication,
DNA repair and cell cycle control.* In Plasmodium,
PCNA1 expression was maximum at the tropho-
zoite stage at the time of DNA replication*' and its
altered expression could therefore have played a
role in the death of pfmybl dsRNA-treated parasites.
Alteration of the glucose metabolism via the partial
inhibition of expression of the phosphoglycerate
kinase (PGK, PFI1105w) might also have partici-
pated in the alteration of the parasite life cycle. PGK
has been found to be a key enzyme of the glucose
pathway and its activity has been detected during
the erythrocytic cycle.*” Of course, all of the
observed variations in gene expression might
contribute in a cooperative manner to the alteration
of parasite development and therefore participate
in promoting parasite death. Finally, two histone
(H3 and H2A) genes have been shown to be under-
expressed in pfmybl dsRNA-treated samples, in
contrast to the two other histones (H4 and H2B).
The two histone (H3 and H2A) genes appeared to
be under the control of a bidirectional promoter.
This observation provided another argument in
favour of an activity of PfMyb1 as a transcription
factor.

In order to determine, among the eight genes
identified by microarray, those whose expression
might be directly controlled by PfMybl, we
performed a chromatin immuno-precipitation
assay with a specific anti-PfMybl antibody,
followed by a PCR identification of gene promoters.
For six genes (MAL13P1_279, PFI1105w, PFL1285c¢,
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MAL6P1.248, MAL6P1.249 and PF14_0224), an
interaction was observed ex vivo between the
promoter and the transcription factor PfMybl,
suggesting that they might be directly regulated
by PfMybl. By contrast, two genes (PFL1885c and
PFL2345c, see Figure 7, lanes 5-8) were not
amplified in ChIP samples. These genes had in
fact shown small variation in the level of gene
expression in pfmybl dsRNA samples (spots 5 and 6
of Figure 4). The absence of amplification might be
attributable to a weak interaction between their
potential MRE and PfMyb1, below the threshold of
detection of ChIP methodology, or to poor accessi-
bility of the MRE within the chromatin. Alterna-
tively, these genes might be regulated by a
transcription factor itself under PfMybl control.
Similar results were obtained with three control
genes (PF08_0054, PF10_0159, PF11_0096) display-
ing no significant differential expression in micro-
array experiments and sharing the same peak of
expression during the trophozoite stage. Identical
results were obtained as regards the PF07_0073
promoter that lacks MRE (Figure 7).

Finally, the PFI1105w promoter, despite the
apparent absence of MRE, gave rise to a positive
signal in ChIP experiments (Figure 7, lanes 3 and 4).
This result has been shown to arise with a Myb
protein from Saccharomyces cerevisiae incapable of
binding conventional MRE.* P. falciparum might
have evolved new PfMybl/DNA binding specifi-
cities that might depend on chromatin context and/
or availability of the protein partner. Indeed,
identification of binding sites for PfMybl in the
PGK promoter is a new challenge for understand-
ing PfMybl-dependent transcriptional regulation.
Nevertheless, this experiment clearly demonstrated
the ability of the PfMybl protein to bind to the
promoter of a set of genes of critical importance in
the P. falciparum cell cycle and therefore to regulate
their expression in a direct manner. Moreover, these
data suggest that PIMyb1l may participate directly
in either repression (for expression of PfPk5) or
activation (for the five other genes) of transcrip-
tional gene expression. This is a common feature for
Myb proteins, among which is the c-Myb factor
reported to mediate either up or down-regulation of
different genes.”® Hence, depending on post-
translational modifications of the transcription
factors,**** the protein partners present on each
given promoter and the chromatin context, the
activity of transcription factors could be
modulated either for activation or repression of
transcription.

In conclusion, we describe the first attempt to
unravel the PfMyb1 regulation network. Although
more work is needed to understand the multiple
determinants of PfMyb1l-mediated regulation, these
experiments provide important clues for future
analysis of factors determining regulation of gene
expression by PfMybl. The data reported herein
suggest that PfMybl is an essential transcription
factor for the erythrocytic cycle of P. falciparum and,

moreover, that PEMyb1 directly regulates key genes
involved in cell cycle regulation and progression.

Materials and Methods

Plasmodium falciparum culture

The 3D7 clone of P. falciparum was provided by Dr D.
Walliker and was cultured as described*® with slight
modifications. To obtain synchronized erythrocytic
stages, ring cultures were enriched by three successive
treatments with 5% (w/v) sorbitol at 44 hour intervals.*”
Synchronization of culture was verified by morphological
analysis of Giemsa-stained blood smears at different time-
points.

dsRNA preparation

A polymerase chain reaction (PCR) fragment (634 nt)
representing the pfimybl gene (PF13_0088) was amplified
from 3D7 genomic DNA using forward (5'GGATG
AAATGTGATGATAAAAC) and backward primers
(5'TACTTCATCTTTTGTCCATTTT). The PCR product
was cloned into TOPO PCR II vector (Invitrogen).
A PCR fragment (570 nt) representing the portion of the
env gene encoding gp120 (GeneBank accession number
K02013) was amplified from HIV-1 genomic DNA using
forward (5’ATGCCCCAGACTGTGAGTTG) and back-
ward primers (5’CTACTGTAATTCAACACAACT) and
cloned into pBluescript SK— vector. The clones were
sequenced by dideoxy sequencing reactions. Plasmids
were used as a template to generate sense RNA (sRNA)
and antisense RNA (asRNA) using T7, SP6 and T3
RiboMAX Express Large Scale RNA Production System
(Promega). The dsRNA was prepared as follows: equal
amounts of SRNA and asRNA were separately denatured
at 95 °C for one minute, mixed and then heated to 95 °C
for an additional minute. Annealing was performed by
slow cooling over several hours and thereafter dsRNA
samples were analyzed on native 1% (w/v) agarose gel.

dsRNA assay

For each experiment using dsRNA, 25 pg of dsRNA
was added per millilitre of highly synchronized
young ring culture (four to six hours post invasion).
Parasitaemia was set as described in the next section for
manual counting, [*H]hypoxanthine uptake assay and
flow cytometry in 24-well plates and incubated for
48 hours. A 20 ml culture of 5% parasitaemia of highly
synchronized young ring stages was set for RNA and
protein extraction. This culture was incubated in 75 cm®
culture flask for 18-20 hours as described above
P. falciparum culture. Control cultures were carried out
as described above and an equivalent volume of dsRNA
annealing buffer was added to the medium.

Parasite growth assay

[3H]hypoxanthine uptake was evaluated as
described®® with slight modifications. In brief, 200 pul of
ring stage parasitized erythrocytes (parasitaemia, 0.5%;
hematocrit, 1.8%) were dispensed in 96-well plates
preloaded with 25 pg of dsRNA per millilitre in triplicate
and with serial dilutions of chloroquine in positive
control wells. After 24 hours, [°H]hypoxanthine was
added to each well and plates were then incubated for an
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additional 24 hours. Parasites were harvested, and
incorporation of radioactivity was determined by liquid
scintillation counting. Experiments were repeated twice.
Data are reported as mean and standard deviation (SD) of
percentage parasite growth inhibition in triplicate experi-
ments relative to untreated controls after correcting for
background [*H]hypoxanthine incorporation in
uninfected erythrocytes. Alternatively, growth inhibition
was determined by microscopic examination of Giemsa-
stained thin blood smears. Smears from untreated
cultures were always used as controls. Parasitaemia was
measured by counting 3000 red blood cells and expressed
as percentage of total parasitized erythrocytes. Twenty-
five micrograms of dsRNA was added to a ring stage
culture (1.5% parasitaemia, 5% hematocrit) and
parasitaemia was evaluated 48 hours later. Experiments
were repeated nine times in triplicate. Finally, flow
cytometry was performed on 48 hour-treated culture
(1.5% rings, 5% hematocrit) as described.*’ Experiments
were repeated three times in triplicate. Statistical analysis
was performed using Student’s f-test.

RT-PCR and RT-qPCR

RT-PCR: total RNA (1 ng) was treated with two units of
RNase-free DNase I (Qiagen) and purified using RNeasy
columns with the Qiagen clean-up procedure to avoid
DNA contamination. Synthesis of cDNA was performed
for 50 minutes at 42 °C using 1 ug of RNA (in 40 pl final
volume), 50 units of MMLYV reverse transcriptase (Super-
script II Invitrogen), 0.5 ng of random hexamers, 5 mM
MgCl,, 20 units of RNaseout (Invitrogen), 10 mM DTT
and 0.25 mM each dNTP. Samples were then subjected to
RNase-H treatment with two units of enzyme for
20 minutes at 37 °C. PCR was carried out with 2 ul of
each ¢cDNA sample (or the negative control) in the
presence of 1uM  primers; 18S  forward
(5'GACTCAACACGGGGAAACTCACTAGTT) and
backward primers (5’ ACAATTCATCATATCTTTAATCG
GTA) or pfmybl forward (5'GGATGAAATGTGATGA
TAAAAC) and backward primers (5'TACTTCATC
TTTTGTCCATTTT or 5TCTCCTTTTGTAAGATATTT
CATCATTCA) or MAL13P1.76 forward (5'ATGCAA
AATCCTCAAAAT) and backward (5'TTATGTATCGT
TAATTAAAC) primers, 200 pM dNTP, and two units of
Taq polymerase enzyme. After denaturation at 95 °C for
two minutes, 30 cycles with annealing at 55 °C, elongation
at 60 °C and denaturation at 95°C, each step for one
minute, were performed to amplify the pfmybl and
MAL13P1.76 fragments. Twenty cycles of the same
amplification profile were used to amplify the ribosomal
18 S subunit. We verified that, under these conditions and
number of cycles, the magnitude of the signals remained
proportional to RNA concentrations, making the RT-PCR
a semi-quantitative procedure. Fragments of expected
lengths (657 bp, 1204 bp and 634 bp or 1015 bp for 18 S,
MAL13P1.76 and pfmyb1, respectively) were observed by
1% agarose gel electrophoresis and relative amounts of
mRNA were determined by densitometry (Densylab,
Microvision Instruments, Evry, France).

Real-time quantitative PCR reaction was performed as
described.** Specific primers are listed in Supplementary
Data 1.

Multiplex real-time quantitative PCR was performed
with LUX-primers (Invitrogen). Reactions were per-
formed in a 25pl volume containing 5 pl of 25-fold
diluted cDNA preparations, 12.5 ul of Platinum PCR mix
(Invitrogen) supplemented with 3 mM MgCl,, and
1875nM pfmybl primers and 94nM 18S primers.

Amplification and detection of specific products were
performed with the MX4000 light cycler (Stratagene) with
the following cycle profile: one cycle at 50 °C for two
minutes, one cycle at 95 °C for two minutes, 40 cycles with
15 seconds denaturation at 95 °C and 30 seconds anneal-
ing-elongation at 60 °C. The 18 S primers were CACCAT
TTTCTTGATTTCTTGGATGG labelled with JOE, and
GATCTCGTTCGTTATCGGAAT. pfmybl primers were
CACATCTGCAAAGGAATGTCAAAAGATG labelled
with FAM, and CACGACAAAGGACTTCTATTGGT.

The size of each PCR product and number of bands
were verified on a 10% (w/v) acrylamide gel. Two
additional reactions were performed, either without
reverse transcriptase or without the RNA sample, to
verify the absence of DNA contamination. The quantity of
cDNA for each experimental gene was normalized to the
18 S concentration (chr5.rRNA-1-18s-A) in each sample.
For each sample and each gene, experiments were
performed twice and in triplicate. Relative gene
expression was expressed as the log, of the ratio of
expression at each time-point over that of the ring stage
using the 27 22T method.

Serial immuno-precipitation and Western blotting

Protein extracts of P.falciparum trophozoites were
prepared as described.'® Protein (100 pg) was subjected
to immuno-precipitation using 2 X 10” magnetic tosylacti-
vated Dynabeads (M-280, Dynal Biotech) coated with
2.5 ng of either anti-PfMybl or preimmune serum,
according to the manufacturer’s recommendations.
Immuno-precipitated proteins were resolved by SDS-
10% PAGE and subjected, after transfer onto nitro-
cellulose membrane, to Western blotting using the
anti-PfMybl. The membrane was first incubated
overnight at 4 °C with a 1:1000 dilution of preimmune
or anti-PfMyb1 serum and then incubated with a 1:10,000
dilution of peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody
(Biolabs). Concomitantly, 5 pg of the supernatant proteins
was resolved by SDS-10% PAGE and blotted onto
nitrocellulose membrane. The membrane was first
incubated overnight at 4 °C with a 1:10,000 dilution of
anti-PfHsp70 serum and then with a 1:10,000 dilution of
peroxidase-conjugated anti-mouse antibody (Biolabs).

Western blotting experiments on PfPk5 protein were
performed on 60 pug of protein extracts prepared as
described.”® Proteins were resolved by SDS-12% PAGE
and subjected, after transfer onto nitrocellulose mem-
brane, to Western blotting using the anti-PfPk5 serum, a
kind gift from C. Doerig. The membrane was first
incubated overnight at 4 °C with a 1:1000 dilution anti-
PfPk5 serum and then with a 1:10,000 dilution of
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (Biolabs).
PfHSP70 protein was detected as described above.

All membranes were developed using a chemilumi-
nescent substrate, according to the manufacturer’s
instructions (ECL, Amersham-Pharmacia Biotech).
Relative amounts of proteins were determined by
densitometry (Densylab, Microvision Instruments, Evry,
France).

Microarray construction, probe labeling, hybridization
and data analysis

Microarrays were prepared as described by Gissot
et al.** Briefly, 17 spots representing positive and negative
controls such as sequences unrelated to P. falciparum were
printed. Alien PCR products from Stratagene, with no
apparent similarity to the P. falciparum genomic sequence,
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were used for normalization of the reverse transcription.
3D7 genomic DNA was also printed in order to normalize
the total amount of each cDNA present during the
hybridization. All targets were spotted in duplicate with
a Qarray arrayer (Genetix) onto poly-L-lysine-coated
slides prepared as described® with a spot spacing of
400 pm, centre to centre onto a 1 cm? area.

Probe labeling and hybridization were performed as
described.?* Data were collected as an image file, gridded,
and converted into an Excel file using B-Vision software
(Biospace mesure). The global background was sub-
tracted for each signal. In addition, the signal intensity
of each spot was normalized according to the average
value of intensities of spots corresponding to exogenous
control PCR products (Alien, Stratagene) on each array in
order to control for variation in the efficiency of reverse
transcription. Furthermore, P. falciparum genomic DNA
was used to normalize the amount of cDNA present in the
hybridization. Four independent biological experiments
were performed. Statistical discrimination of genes
expressed differentially in the two stages was performed
on the complete normalized set of data using the freely
available SAM softwaret.?

Chromatin immuno-precipitation

Potential MRE were localized in promoter sequences by
using MatInspector” according to three matrix families
(one from the plant and two from the vertebrate
subsections). This protocol is adapted from Hecht et al.”®
A 100 ml sample of trophozoite culture was subjected to
protein-DNA crosslink using 1% (v/v) formaldehyde
(Sigma) at 37 °C for 15 minutes. Nuclei were prepared as
described'® and resuspended in RIPA buffer (30 mM Tris—
HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 1 mM EDTA,
1 mM DTT, 0.5% (v/v) Triton X-100, 1% (v/v) Nonidet-
P40, 1 mM PMSEF, 1X Complete TM mixture tablet from
Roche Molecular Biochemicals). Samples were sonicated
(BioBlock Scientific, VibraCell 72405) three times at 30 W
for ten seconds, allowing 30 seconds cooling between
sonifications, and centrifuged for five minutes at 14,400 g.
The supernatant, containing soluble chromatin, was
incubated overnight at 4°C with 2X10” magnetic
tosylactivated Dynabeads (M-280, Dynal Biotech) coated
with 2.5 pg of either preimmune or anti-PfMyb1 serum.
Beads were washed twice with 1ml of RIPA buffer
supplemented with 0.01% (w/v) SDS. Immuno-
precipitated chromatin was eluted using TE (10 mM Tris
(pH 8), 1mM EDTA) supplemented with 1% SDS.
Chromatin was reverse cross-linked during six hours at
65 °C and subjected to proteinase K (20 pg) treatment for
two hours at 37 °C. DNA was extracted with phenol/
chloroform/isoamyl alcohol and precipitated with
ethanol and sodium acetate. DNA from input and ChIP
samples were resuspended in 200 ul and 20 pl of TE,
respectively.

The amount of template used for PCR was 2 ul of a
1:100 dilution of input DNA and 2 ul of undiluted ChIP
DNA. PCR was performed in the presence of 1pM
specific primers (see Supplementary Data 2), 200 pM
dNTP, and two units of Taq polymerase. After denatura-
tion at 95 °C for two minutes, 40 cycles were performed
with annealing at 50 °C, elongation at 60°C and
denaturation at 95 °C, each step for one minute. PCR
products were analyzed on 1.2% agarose gel.

T http:/ /www-stat.stanford.edu/~tibs /SAM/stat.
SAM/
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III - CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE DEUX FACTEURS NUCLEAIRES
ARCHITECTURAUX DE P. FALCIPARUM PFHMGB1 ET PFHMGB2.

II1.1 - Résumé

Chez les eucaryotes, le remodelage de la chromatine est une étape cruciale dans la
régulation de la transcription. Le controle de 1'équilibre entre I'état condensé de ’ADN et
une configuration plus relachée est essentiel a 1’accessibilité des facteurs de transcription a
leurs séquences cibles, dont nous avons montré limportance chez P. falciparum,
précédemment dans ce travail de these. Nous nous sommes donc intéressés dans cette
troisiéme partie a I'existence des protéines responsables de cet aspect de la régulation de la
transcription chez P. falciparum. Nous avons identifié quatre phases ouvertes de lecture
codant pour des protéines HMGB. Nous avons entrepris 1'étude de deux de ces protéines,
PtHMGB1 et PfHMGB2 possédant un domaine de liaison a I"ADN "HMG-box"
caractéristique de la famille des protéines HMGB. Les analyses bioinformatiques concernant
la phylogénie et la structure secondo-tertiaire de ces séquences (Données supplémentaires
III1, 2 et 3, p. 173-176) soutiennent 1'idée que ces protéines sont des facteurs HMGB

spécifiques de structure ADN.

Nous avons alors tenté de valider cette hypothese expérimentalement. La fonction
d’un facteur nucléaire architectural se caractérise par sa capacité a lier des structures
particulieres de 'ADN et a induire la courbure de I’ADN linéaire. Par des expériences de
retard sur gel, nous avons montré d'une part, que les protéines recombinantes étaient
capables d’interagir spécifiquement avec des ADN cruciformes. Tandis que l'interaction de
la protéine PfHMGBI1 est strictement dépendante d’une structure complete a 4 brins,
I'interaction de la protéine PPHMGB2 avec des structures incompletes est possible (Fig. 2, p.
676 de 1’Article 4). D’autre part, pour mettre en évidence la capacité de ces protéines a
courber I’ADN, nous avons utilisé de petits fragments d’ADN de 123 pb dont la rigidité
naturelle empéche la circularisation a moins d"un changement conformationnel. Nous avons
observé que les protéines PfHMGB1 et PFHMGB2 pouvaient induire la flexibilité de ces
fragments et permettre 1'obtention d’ADN circulaires en présence d'une ADN ligase, avec

une meilleure efficacité pour PEHMGBI1 (Fig. 3, p. 677 de 1’ Article 4).
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A Timage de leurs protéines orthologues eucaryotes, les protéines PTHMGBI et
PfHMGB?2 possedent donc les propriétés architecturales essentielles a l'activité des facteurs

de la famille HMGB, avec toutefois des différences de spécificité et d’efficacité.

De plus, I'étude de la localisation par immunofluorescence s’ajoute a la détection de
ces protéines dans les extraits nucléaires du parasite (Fig.4b, p. 677 de 1’Article 4) pour
confirmer la fonction nucléaire de ces facteurs. En effet, PFHMGB1 et PFHMGB2 sont
localisées dans le noyau des parasites aux stades sexués et asexués, PPHMGB2 étant aussi
observée dans le cytoplasme des gamétocytes (Fig. 5, p. 679 de 1’Article 4). Ces facteurs sont
exprimés tout au long du développement érythrocytaire du clone parasitaire 3D7 a la
différence notable que PIMGBI1 est préférentiellement exprimée pendant les stades asexués
tandis que PfHMGB2 est exprimée majoritairement dans les stades sexués (Fig. 4c, p. 677 de

I’ Article 4).

A la lumiere de toutes les différences observées pour les deux protéines, leur role non
redondant dans la régulation transcriptionnelle apparait comme une évidence au cours du

développement érythrocytaire et notamment lors de la différenciation sexuée.
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In eukaryotes, the high-mobility-group (HMG) nuclear factors are highly conserved throughout evolution
and are divided into three families, including HGMB, characterized by an HMG box domain. Some HMGB
factors are DNA structure specific and preferentially interact with distorted DNA sequences, trigger DNA
bending, and hence facilitate the binding of nucleoprotein complexes that in turn activate or repress tran-
scription. In Plasmodium falciparum, two HMGB factors were predicted: PFHMGB1 and PFHMGB2. They are
small proteins, under 100 amino acids long, encompassing a characteristic HMG box domain closely related
to box B of metazoan factors, which comprises two HMG box domains, A and B, in tandem. Computational
analyses supported the conclusion that the Plasmodium proteins were genuine architectural HMGB factors,
and in vitro analyses performed with both recombinant proteins established that they were able to interact with
distorted DNA structures and bend linear DNA with different affinities. These proteins were detected in both
asexual- and gametocyte-stage cells in Western blotting experiments and mainly in the parasite nuclei.
PfHMGBI is preferentially expressed in asexual erythrocytic stages and PFHMGB2 in gametocytes, in good
correlation with transcript levels of expression. Finally, immunofluorescence studies revealed differential
subcellular localizations: both factors were observed in the nucleus of asexual- and sexual-stage cells, and
PfHMGB2 was also detected in the cytoplasm of gametocytes. In conclusion, in light of differences in their
levels of expression, subcellular localizations, and capacities for binding and bending DNA, these factors are
likely to play nonredundant roles in transcriptional regulation of Plasmodium development in erythrocytes.

Malaria is the most important parasitic disease in the world,
and of the 300 to 500 million cases each year, approximately 2
million people die. Among the four species of malaria parasites
infecting humans, Plasmodium falciparum causes the highest mor-
bidity and mortality. Global efforts to eradicate malaria have
failed, and there is presently no effective vaccine available. There-
fore, a greater understanding of parasite biology throughout de-
velopment is urgently needed in order for novel therapeutic strat-
egies to control malaria to be proposed.

During the erythrocytic life cycle, intense multiplication of
parasites takes place, as well as gametocyte differentiation as-
sociated with cell cycle arrest. These different developmental
pathways require the coordinated and modulated expression of
diverse sets of genes, involving transcriptional, epigenetic, and
posttranscriptional regulation. Currently, it is commonly ac-
cepted that general mechanisms involved in gene regulation in
eukaryotes also operate in P. falciparum (25, 32, 33). Never-
theless, elucidation of the molecular mechanisms involved in
transcriptional regulation in Plasmodium is still challenging.
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Even if very little is known about the cis- and trans-regulatory
elements of the parasite, Plasmodium genes exhibit the bipar-
tite structure of eukaryotic promoters, i.e., a basal promoter
regulated by upstream regulatory elements (25) that present
some homology with the binding sites of eukaryotic transcrip-
tion factors (TF). The recent completion of the genome se-
quence of P. falciparum revealed a high proportion of orphan
proteins (60% of the open reading frames [ORFs] have no
match with any of the annotated sequences listed in the data
banks [18]). These data might contribute to the low numbers of
recognizable, orthologous TF (11). However, it is reasonable
to assume that in Plasmodium the interplay between regulatory
elements and TF, whose availability (49) presumably modu-
lated throughout parasite development, governs also the level
of RNA synthesis.

In eukaryotes, in addition to general TF also annotated in
Plasmodium (10, 23, 37, 38, 43, 44), the factors involved in
transcriptional regulation can be divided into factors interact-
ing either with specific DNA sequences (42) or with DNA
structures. The latter include the nonhistone proteins of the
high-mobility-group (HMG) superfamily (7, 58, 62), which is
divided into three families of proteins in line with their char-
acteristic functional motifs (8): HMGA, which interacts with
the AT hook; HMGN, which interacts with the nucleosomes;
and HMGB, which encompasses one or several copies of the
HMG box DNA binding domain (for a review, see reference
7). HMG proteins are present in all metazoan phyla, plants,
and yeast and have also been reported in unicellular parasites,
including trypanosomes (15, 45), schistosomes (21), and Plas-
modium (29). They are quite abundant proteins, one molecule
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for 10 to 15 nucleosomes in vertebrates. It is assumed that the
wrapping of DNA by histones and nonhistone proteins, includ-
ing the HMG proteins, controls the access of the TF to their
target sites on nucleosomes (31).

HMGB factors are highly conserved throughout evolution,
and their HMG box domain is composed of around 80 amino
acids (aa) folded in three a-helices arranged in an L shape (3,
66). In vertebrates, the HMGB proteins generally present two
boxes, A and B, and also basic N- and C-terminal extensions
and a rather long C-terminal acidic tail (58). Despite their low
sequence homology, both boxes (A and B) present a well-
conserved L-shaped structure, even though their DNA binding
and bending capacities may display some differences (28, 69).
In lower eukaryotes, either the basic extension (Drosophila
melanogaster) or the negatively charged tail (Saccharomyces
cerevisiae) is missing, in contrast to plant HMGs (60), which
possess both extensions, albeit of different lengths. The basic
domains appear to play a role in the stabilization of HMGB-
mediated DNA bending. In contrast, the role of the acidic tail
remains elusive and may be shaped to interact with the positive
charges of histones (for a review, see reference 62). Two sub-
families of HMGB, with either DNA sequence specificity
(SOX, SRY, TCF, MATA) or structure specificity (HMGB per
se), have been identified. The latter preferentially interacts
with distorted DNA sequences and triggers DNA bending,
hence altering the positioning of nucleosomes on the DNA
fiber, thereby controlling the level of transcription (31). Fi-
nally, a linker histone H1 (27), via its interaction with the DNA
linker between two nucleosomes, increases the compactness of
the chromatin (53), impairing interactions between DNA and
TF and therefore repressing gene transcription (24). In con-
trast, the HMGB proteins appear to be associated with active
chromatin (48), increasing nucleosome sliding and target site
accessibility and thereby enhancing transcription.

Lately, these proteins, historically known as nuclear pro-
teins, have been reported to be released from mammalian cells
and to act as mediators of the immune response and as potent
macrophage-activating factors (for reviews, see references 14,
41, and 46).

In Plasmodium, very few TF have been annotated (PlasmoDB
and our group [19]) and characterized (6, 20). In Plasmodium
falciparum, four potential HMG factors have been annotated,
including one previously reported for the FCQ27 (29) and
FCC1/HN parasite clones. Two of these factors, PHMGBI1 and
PfHMGB?2, were investigated during the erythrocytic cycle to
evaluate their molecular implications in transcription regulation.

MATERIALS AND METHODS

Plasmodium falciparum culture. The 3D7 clone of P. falciparum was provided
by D. Walliker and was grown in human erythrocytes, as described by Trager and
Jensen (61), except that the culture medium contained 0.5% Albumax instead of
human serum. Gametocytes were produced from the gametocyte-producing iso-
late NF54 (provided by W. Eling) as aforementioned, with 10% AB human
serum, using the automated culturing system developed by Ponnudurai et al.
(52). Parasitemia was monitored on Giemsa-stained blood smears. Thirteen to 15
days after induction of gametocytogenesis, gametocytes were monitored for
maturity by observation under a microscope (1 X 100 immersion) of microga-
mete exflagellation, with the addition of 5 pl of gametocyte culture in a 10-pl
drop of human serum.

Antibodies. Primary antibodies used to characterize the PFHMGBI1 and PfH
MGRB?2 proteins were obtained after immunization of BALB/c mice with either
recombinant protein (50 pg, twice at 2-week intervals). Sera with high levels of
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anti-PfHMGBI1 and anti-PfHMGB2 activity were collected after the first booster
inoculation (day 30) and selected for immunochemical analyses.

Annotation. Before the sequence of the P. falciparum genome was completed
in 2002, PFHMGBI1 was annotated within chromosome 12 by homology to a
consensus of the HMG box domains of around 50 disparate eukaryotic se-
quences. Then, the HMG box domain of PPHMGBI, used as a query against the
Plasmodium database, allowed the annotation of PFHMGB2 and PFHMGB3
within chromosomes 8 and 12, respectively, while that of PPHMGB?2 allowed the
annotation of PPHMGB4 within chromosome 13. The presence of relevant HMG
box domains in these proteins was checked with MotifScan (16).

Molecular cloning. The PfimgbI and Pfhmgb2 ORF sequences were amplified
from genomic DNA of the P. falciparum 3D7 clone, with forward (5'-GGTGG
ATCCATGAAGAATACAGGAAAAGAAG-3' and 5'-GGTCCCGGGGCCA
ATTTAAGCTTTCATTTTC-3") and backward (5'-ATTGGATCCATGGCTTC
AAAATCTCAAAA-3' and 5'-ATTGGTACCTTATTCTTGATTTTTCTTTC-3")
primers, respectively, using PCR conditions with an elongation temperature of
60°C, as described previously (57). Fragments of 294 bp and 300 bp, correspond-
ing to the complete Pfhmgbl and Pthmgb2 ORF sequences, were cloned directly
into the pGEM-T Easy vector (Promega) and pCR II-Topo (Invitrogen), respec-
tively, and then sequenced with the ABI Prism kit (Perkin Elmer).

Northern blot analysis. Total RNA was purified from isolated parasites with
TRIzol (Invitrogen), and the integrity of the RNA preparation was monitored by
ethidium bromide staining on an agarose gel and analysis with an Agilent bio-
analyzer. The Pthmgbl and Pthmgb2 transcripts were characterized from 20 pg
of 3D7 total RNA by Northern blotting, according to the Ultrahyb protocol of
Ambion, with a 65°C hybridization temperature. Antisense a->>P riboprobes
were prepared as previously described (50) from the pGEMT-pfhimgbl and
pCRII Topo-pfhmgb2 vectors by using T7 and SP6 RNA polymerase (Promega),
respectively.

Expression and purification of recombinant proteins. The pQE30 vector
(QIAGEN) was used to express the recombinant proteins (rePfHMGBI1 and
rePfHMGB?2) in Escherichia coli as His-tagged proteins with BamHI-Xmal- and
BamHI-Kpnl-digested inserts from the above-mentioned vectors, respectively.
The bacterial strain SG 13009, harboring the Pfhimgbl or Pfhmgb2 expression
construct, was grown at 37°C in 200 ml of 2YT medium containing 100 pg/ml
ampicillin as well as 50 pg/ml kanamycin. Expression was induced with 0.1 mM
IPTG (isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside) for 3 h at 37°C, and collected cells
were solubilized in sonication buffer S (25 mM Tris-HCI [pH 8], 300 mM NacCl,
10 mM imidazole, 10 mM B-mercaptoethanol, 0.5% Triton X-100), 1 ml per mg
of dry pellet, in the presence of lysozyme and a 1/25 final dilution of a protease
inhibitor cocktail tablet (Roche). Purification of His-PfHMGB proteins was
performed essentially as previously described with Ni-nitrilotriacetic acid agarose
beads (QIAGEN) (34). After three washes with buffer S supplemented with 20
mM imidazole, bound proteins were eluted with either 250 mM or 50 mM
imidazole in 20 mM Tris-HCI (pH 8)-300 mM NaCl for rePfHMGBI or
rePfHMGB?2, respectively.

EMSA with synthetic four-way DNA junctions. The partially complementary
oligonucleotides 1 to 4, previously described (5, 67), were used to create four-way
DNA junctions (4H), as well as 3H and 2H. In addition, the radiolabeled leg 1
containing cruciform 4H was fractionated and eluted from a 5% polyacrylamide
gel in 0.5X Tris-borate-EDTA (TBE) buffer. Electrophoretic mobility shift as-
says (EMSA) were performed by incubating labeled 4H with increasing amounts
(0 to 25 uM) of rePfHMGBI1 or rePfHMGB?2 in a 10-pl final volume for 20 min
at room temperature. This dose-response experiment was carried out to deter-
mine the amounts of protein necessary to create a major 4H-PfHMGB complex.
In the competition assay, 100- and 500-fold molar excesses of cold complete 4H
or incomplete 3H and 2H were added to the reaction for an additional 20 min.
Samples were run on a 6.5% polyacrylamide gel in 0.5X TBE buffer at 120 V.
The vacuum-dried gels were autoradiographed with intensifying screens at
—80°C overnight.

Ligase-mediated circularization assay. The circularization assay was based on
existing protocols (9, 67). Linear DNA fragments of 123 bp were y->*P 5’ end
labeled and preincubated with increasing concentrations (0.25 to 100 wM) of
rePfHM GBI or rePfHMGB?2 for 20 min at room temperature in 1X DNA ligase
buffer (New England Biolabs [NEB]) in a final volume of 10 pl. DNA circular-
ization was generated with T4 DNA ligase (NEB), and linear DNA was subse-
quently digested by exonuclease III (NEB). Samples were treated with protein-
ase K (Invitrogen) and run on a 6.5% polyacrylamide gel in 0.5X TBE buffer at
120 V. The gels were vacuum dried and autoradiographed.

Preparation of parasite NE, CE, and total extracts and Western blot analysis.
Nuclear extracts (NE), cytoplasmic extracts (CE), and total lysates were pre-
pared from 50 ml of red blood cells at 10 to 12% parasitemia infected with 3D7
asexual-stage cells, as described by Osta et al. (49). Proteins (12 pg) were run on
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12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
and subjected to Western blotting experiments (see Fig. 4b) after transfer onto
polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad). For sexual-stage analysis, 2 ml
of NF54 culture was harvested on day 13 after induction of gametocytogenesis,
with 13.8% parasitemia including 55% mature gametocytes (stage V). After
erythrocytic lysis in phosphate-buffered saline-0.15% saponin, gametocytes were
collected and resuspended in 40 pl of Laemmli buffer. Half of this sample was
fractionated for detection of either protein, PHMGB1 or PEHMGB2. A similar
amount of asexual-stage culture was run in parallel (see Fig. 4c). The blots were
probed with a 1:2,000 dilution of anti-PfHMGBI1 or anti-PfHMGB2 serum,
followed by incubation with a peroxidase-conjugated anti-mouse immunoglobu-
lin G (IgG) antibody (Sigma), and revealed by chemiluminescence (Perkin
Elmer) or the Supersignal West Femto kit (Pierce). Negative controls were
performed with preimmune sera and positive controls with the recombinant
proteins. Finally, an anti-HSP70 serum (55) was used as a positive control for CE
(see Fig. 4b) and for normalization of protein loading between asexual/sexual
stages (QuantiScan Biosoft 2.1).

Immunofluorescence assay. For localization of PPHMGB1 and PFHMGB?2 in
P. falciparum, asexual and sexual stages obtained as described previously were
washed twice in RPMI, fixed in 2% paraformaldehyde for 20 min at room
temperature, and laid on poly-L-lysine-coated multiwell glass slides. Endogenous
fluorescence was quenched with 75 mM NH,CI for 10 min. The parasites were
permeabilized with 0.5% Triton X-100 for 3 min, blocked with 0.5% bovine
serum albumin in phosphate-buffered saline for 1 h, and then incubated with a
1:200 dilution of primary antibodies (anti-PfHMGBI, anti-PfHMGB?2, anti-
HSP70) for 1 h at room temperature, followed by incubation with a fluorescein
isothiocyanate-conjugated anti-mouse IgG antibody (Sigma) and DAPI (4',6'-
diamidino-2-phenylindole) for 1 h before examination by fluorescence micros-
copy using a Leica DM RD fluorescent microscope equipped with UV and
fluorescein filters. The time of exposure was selected in relation to the intensity
of the immunofluorescence obtained with each antibody. Images were acquired
with Lucia 4.7 and merged with Adobe Photoshop.

Nucleotide sequence accession numbers. The nucleotide sequences of the genes
encoding the following proteins have been assigned the corresponding PlasmoDB
accession numbers: PPHMGB1, PFL0145¢c; PFHMGB2, MALSP1.72; PPHMGB3,
PFL0290w; PFHMGB4, MAL13P1.290.

RESULTS

Several predicted factors in Plasmodium belong to the
HMGSB family. Four putative HMG proteins in P. falciparum
were predicted by sequence homology, as described in Mate-
rials and Methods. The proteins appeared to belong to the
HMGB family and were named PfHMGBI1 to PFHMGB4. The
first two, PPHMGB1 and PfHMGB?2, are small proteins, under
100 aa in length, while PFHMGB4 has been predicted to en-
code a 160-aa-long protein. All three encompass only one
HMG box domain. In contrast, PPHMGB3 is a larger protein
(2,284 aa), with two HMG box domains and several additional
putative functional motifs, including one Myb domain (2). The
two small proteins, PPHMGB1 and PfHMGB?2, are presented
herein. It is worthy of note that in contrast to most eukaryotic
HMGB:s, displaying N- and C-terminal extensions of diverse
lengths (58) and reported to bear functional roles, the two
Plasmodium factors have only a short basic extension upstream
of the HMG box domain and no acidic C-terminal tail.

Soullier et al. (56) revealed by phylogenetic analysis that the
HMGB factors can be separated into two clearly defined sub-
groups: (i) the SOX/SRY/MATA/TCF family, whose members
are able to bind specific linear DNA sequences, and (ii) the
HMGB/UBF family, whose members interact with high af-
finity to distorted DNA structures. After the addition of
Plasmodium and Babesia bovis sequences, the same analysis
was performed several times with different random number
seeds, and we were able to assign PFHMGB1 and PEHMGB2
to the subgroup of HMGB proteins characterized by DNA
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structure specificity (see supplemental material S1) (17, 59).
This finding was strengthened by the alignment shown in
Fig. 1, performed with several eukaryotic HMG box do-
mains and two sets of complete HMGB1 and HMGB?2 se-
quences issued from diverse Plasmodium species. The
HMGB of Plasmodium possessed two of the three determi-
nants reported to determine the structural DNA specificity
(47), that is, the presence in positions 10 and 32 (according
to the residue numbering of Drosophila HMG-D) of a serine
and a hydrophobic residue, respectively. Therefore, we as-
signed the Plasmodium factors to the architectural HMGB
family. Finally, a phylogenetic tree was issued from the
HMG box domains of PFHMGB1 and PfHMGB?2 and those
of various metazoan proteins containing two boxes, A and B,
in tandem (see supplemental material S2). This analysis,
performed several times with different random number
seeds, revealed that the HMG box sequences of both Plas-
modium proteins are more similar to box B than to box A of
proteins with two HMG box domains.

The three-dimensional structure of the two Plasmodium fac-
tors was modeled by homology using as template the structure
of box B of the Chinese hamster HMG1 protein (PDB file 1hsn
[54]). Four a-helices, called 1, 1’, 2, and 3 (underlined residues
in Fig. 1 corresponding to the three a-helices, I, II, and III,
stated at the top of Fig. 1 for D. melanogaster HMG-D), were
predicted to fold in an L shape (see supplemental material S3)
(12, 30) in the PPHMGBI sequence from His 19 to Tyr 90 and
in the PFHMGB2 sequence from Ala 23 to Gln 98.

Therefore, all of these computational analyses agreed in
suggesting that the two PFHMGB proteins were genuine fac-
tors of the HMGB family and may therefore behave as poten-
tial architectural factors.

PfHMGBI1 and PfHMGB?2 interact with 4H. Several sets of
in vitro assays were used to validate the computational identi-
fication. After the genes were cloned, expression of rePfH
MGBI1 and rePfHMGB2 was carried out in Escherichia coli
and His proteins were purified as described in Materials and
Methods.

First, increasing amounts of both recombinant rePfHMGB1
and rePfHMGB?2 (up to 25 uM) were incubated with radiola-
beled complete 4H to analyze the formation of 4H-rePfH
MGBI1 and 4H-rePfHMGB2 complexes by EMSA. When 3
uM rePfHMGBI (Fig. 2a) or 0.6 pM rePfHMGB?2 (Fig. 2b)
was added to the reaction, the 4H labeled cruciform became
incorporated into a major 4H-PfHMGBI1 or 4H-PfHMGB2
retarded band, respectively. These amounts of recombinant
factors were used for the subsequent EMSA experiments.

Second, the binding specificities of the 4H-PfHMGBI1 and
4H-PfHMGB2 complexes were analyzed by competition exper-
iments, that is, by adding a 100- or 500-fold molar excess of
either complete (4H) or incomplete (3H and 2H) cold DNA
junctions, after DNA-protein complex formation. A 500-fold
excess of the integral 4H structure abolished the interaction of
either protein, whereas a 100-fold molar excess shifted the
4H-PfHMGB?2 interaction completely but the 4H-PfHMGBI1
interaction only weakly (Fig. 2c and d). In addition, the com-
petition with cold 3H and 2H was ineffective upon analysis of
PfHMGBI, in contrast to the substantial competition observed
in the presence of PFHMGB?2. Thus, binding of PFHMGBI to
4H required an intact crossover-containing structure. Alto-
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FIG. 1. Multiple alignment of HMG box domains of several eukaryotic HMG proteins and complete sequences of Saccharomyces NHP6A and HMGB1 and HMGB2 of diverse Plasmodium species.
Dashes and dots represent gaps and missing sequences, respectively. Uppercase letters represent HMG box domains identified by the program MotifScan (16). Identities shared by all HMGB sequences
presented herein are indicated in bold blue print, by all Plasmodium sequences in green, by all Plasmodium HMGBI sequences in red, and by all Plasmodium HMGB2 sequences in pink. The boxed
amino acids are two crucial determinants that differ between the sequence-specific and the structure-specific HMG box domains: here, a serine and a hydrophobic residue, as found in all
non-sequence-specific HMG proteins, whereas all sequence-specific HMG proteins present an asparagine and a hydrophilic residue at these positions. I, II, and III represent the three a-helices of
the D. melanogaster HMG-D structure (PDB file 1qrv [47]), and asterisks indicate the two residues of D. melanogaster HMG-D that intercalate in the DNA minor groove. Underlined residues in
PfHMGBI1 and PfHMGB2 represent the four a-helices modeled by homology with box B of the Chinese hamster HMG1 protein, used as a template (PDB file 1hsn [54]). Abbreviations are as follows:
Bb, Babesia bovis; Dm, Drosophila melanogaster; Gm, Glycine max; Os, Oryza sativa; Pb, Plasmodium berghei; Pf, Plasmodium falciparum; Pk, Plasmodium knowlesi; Pv, Plasmodium vivax; Py,

Plasmodium yoelii; Rn, Rattus norvegicus; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Zm, Zea mays.
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FIG. 2. EMSA interaction between cruciform DNA and either rePfHMGBI (a) or rePfHMGB?2 (b). Increasing concentrations (0 to 25 wM)
of rePfHMGB proteins were incubated with radiolabeled 4H. Competition EMSA experiments were performed between the rePfHMGB1-4H (c)
or rePfHMGB2-4H (d) complex and various DNA competitors. After incubation of the rePfHMGB proteins with labeled 4H, either cold
incomplete junctions (3H and 2H) or complete 4H were added to the reaction at 100- and 500-fold molar excesses, as indicated above each lane.
<r, cruciform DNA. The first lanes correspond to cruciform DNA migration without protein interaction (a to d), and the second lanes correspond
to a cruciform DNA-rePfHMGB complex retarded band without competition (c and d).

gether, these results indicated that the two recombinant pro-
teins were able to bind distorted DNA in vitro, even though the
nature of their interaction with 4H was quite different, being
more efficient and specific for PHMGBI than for PPHMGB2.

PfHMGB1 and PfHMGB?2 induce DNA bending. We com-
pared the efficiencies of increasing concentrations of rePfH
MGBI1 and rePfHMGB?2 to bend and in turn promote T4 DNA
ligase-mediated circularization of a labeled synthetic linear
DNA fragment. Indeed, when ligase was added to the labeled
fragment of around 125 bp, several bands appeared, including
a circular DNA form resistant to exonuclease III (Fig. 3a and
b). In the presence of exonuclease III alone, which digests only
linear DNA molecules, a marked decrease in all labeled bands
was observed, showing that in the absence of PFHMGB pro-
teins, only small amounts of minicircles, if any, were produced.
In contrast, in the presence of ligase and increasing amounts of
PfHMGB proteins, the quantity of minicircles was quite in-
creased, suggesting that both proteins were capable of enhanc-
ing DNA flexibility and hence DNA circularization. The ca-
pacity for DNA bending is thus an intrinsic property of
PfHMGB1 and PfHMGB?2. Nevertheless, rePfTHMGB1 once
again showed greater efficacy (Fig. 3a), since it started to pro-
mote circularization at 0.25 pM, at a concentration 10-fold
lower than that of rePfHMGB2 (3 pM), and the maximum

signal was reached with 1 uM compared with 50 uM rePfH
MGB?2. Moreover, the signal observed with 50 to 100 uM
PfHMGB?2 (Fig. 3b) was far weaker than that observed with 2
wM PtHMGBI (Fig. 3a).

Pfthmgbl and Pthmgb2 transcripts are expressed during the
P. falciparum erythrocytic cycle. In order to determine the
presence of Pthmgbl and Pthmgb2 RNA and to characterize
them molecularly, we performed a Northern blotting analysis
of total RNA prepared from infected red blood cells (Fig. 4a).
The lengths of Pfhamgbl and Pfhmgh2 mRNA were estimated
at 1.3 and 1.1 kb, respectively. The integrity and quality of total
RNA extracts of 3D7 were verified after ethidium bromide
staining of the gel. As already described for many other Plas-
modium messengers, the 5’ and 3" untranslated regions of both
transcripts are quite long, as the coding regions comprise fewer
than 300 nucleotides.

PfHMGB1 and PfHMGB2 proteins are present in the P.
Jalciparum nucleus. Localization of PPHMGB1 and PFHMGB2
was analyzed by Western blotting analysis using CE and NE of
P. falciparum asexual stages and specific antisera raised against
each recombinant protein. The NE and CE prepared from 3D7
parasites (12 pg), as well as the recombinant proteins rePfH
MGBI1 and rePfHMGB?2 (50 ng), were fractionated by SDS-
PAGE, and after transfer, the membranes were developed
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FIG. 3. DNA bending and ligase-mediated circularization assay with either rePfFHMGBI1 (a) or rePfHMGB2 (b). The y-*?P 5’ end-labeled
123-bp DNA fragment was preincubated with increasing amounts of rePfHMGB1 (0 to 2 uM) or rePfHMGB?2 (0 to 100 wM), followed by ligation
with T4 DNA ligase. The ligation products were subjected to electrophoresis after exonuclease III treatment. T4 DNA ligase was added to all
samples except that loaded in the first lane. All samples were treated with exonuclease III except samples of the first two lanes. The migration

positions of 123-bp linear and 123-bp minicircular DNAs are indicated at left.

with the specific antisera (Fig. 4b). The specificities of the two
antibodies were verified. No cross-reaction was observed, as
His-PfHMGBL1 and His-PfHMGB2 were recognized only by
their respective antisera (Fig. 4b, lanes 4 to 5 and lanes 8 to 9
for His-PfHMGBI1 and His-PfHMGB?2, respectively). The con-
trol experiments performed with the two preimmune sera gave
no signal (data not shown). Both PFHMGBI1 and PfHMGB2

were clearly detected in the NE (lanes 3 and 7), whereas same
protein loading of CE does not give any detectable signal
(lanes 2 and 6). The quality of the CE preparations was con-
trolled by detection of the HSP protein (70 kDa) (lane 1). The
apparent molecular mass of both PPHMGB proteins in the
nuclear extracts, around 12 kDa, was in good agreement with
the theoretical molecular masses of 11.3 kDa and 11.5 kDa for
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FIG. 4. Characterization of Pfhmgbl and Pthmgb2 transcripts by Northern blotting (a) and of their corresponding proteins, His-PfHMGB1 and
His-PfHMGB2, by Western blotting (b). By SDS-PAGE, the apparent molecular mass of PFHMGB factors was approximately 12 kDa, whereas
that of HSP70 was approximately 70 kDa. (c) Expression of PPHMGB1 and PFHMGB?2 in total lysates prepared from asexual- versus gametocyte-
enriched cultures. HSP70 protein expression was used for normalization of sample loading. AS, asexual stages; G, gametocytes.
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PfHMGBL1 and PfHMGB?2, respectively (lanes 3 and 7), slightly
smaller than the recombinant His proteins (12.7 kDa and 12.9
kDa, respectively).

Localization of the factors within the nucleus was confirmed
by immunofluorescence analysis of unsynchronized parasite
cultures containing all asexual stages of P. falciparum. Control
experiments carried out in the presence of either preimmune
sera or the secondary antibody alone showed no signal (data
not shown), in contrast to the labeling obtained with both
anti-PfHMGB sera coupled with nucleus-specific DAPI stain-
ing (Fig. 5). The two proteins appeared to be present mainly in
the parasite nuclei, as shown by the merge of DAPI (lanes a
and b), and, in contrast to the HSP70 signal, also readily
detectable in the cytoplasm, as indicated by the red fluores-
cence observed in the superposition insert (lane c).

PfHMGB1 and PFHMGB22 factors are expressed differen-
tially in the asexual and gametocyte stages. We compared the
expression levels of both factors within total lysates from mixed
asexual versus gametocyte cultures by means of Western blot-
ting experiments (Fig. 4c). Each factor was evaluated as de-
tailed in Materials and Methods via HSP70 expression. The
level of PFHMGBI expression was clearly lower in gametocytes
than in mixed asexual stages, in contrast to PPFHMGB?2, whose
expression was higher in gametocytes. Indeed, after densito-
metric quantification of this representative experiment via HSP70
protein normalization (QuantiScan Biosoft 2.1), the normal-
ized values of protein expression were 71%/29% for PfH
MGBI1 and 27%/73% for PFEHMGB?2, respectively, when asex-
ual and gametocyte cultures were compared.

We also compared the localizations of both factors in asex-
ual (red immunofluorescence) and gametocyte (green immu-
nofluorescence) stages. As already mentioned, the two PfH
MGB factors (Fig. 5, lanes a and b) appeared to be located
mainly in the nucleus of the asexual stages (rings, trophozoites,
and schizonts), whereas the HSP70 protein (lane ¢) was also
found in the parasite cytoplasm. Surprisingly, in addition to its
nuclear localization, PPHMGB2 could also be readily detected
within the cytoplasm of different stages (IV and V) of game-
tocytes (lanes e), as also observed for the HSP70 protein (lane
f), whereas PPHMGBI was associated mainly with the nucleus
of gametocytes, as in asexual parasites (Fig. 5, lanes d and a).

DISCUSSION

The two Plasmodium HMG proteins belong to the HMGB
subfamily and comprise only one HMG box domain, like pro-
teins of plants and several proteins of yeast and Drosophila.
The parasite HMG box domains are quite similar to those of
all eukaryotic organisms and show characteristic residues that
are important for DNA binding and bending, as shown for the
Drosophila HMG-D protein by Murphy and colleagues (47).
The presence of Ser-10 and Val-32 (boxed residues in Fig. 1,
according to the numbering of HMG-D) allowed us to assign
the Plasmodium factors to the architectural HMGB family, as
also shown by the phylogenetic analysis performed with 159
HMG box domains (see supplemental material S1). Ser-10
forms water-mediated hydrogen bonds with DNA. The hydro-
phobic residues Val-32 and Met-13 (Fig. 1, residues with as-
terisks) partially intercalate between two base pairs, introduc-
ing two successive kinks into the bound DNA that enhance the
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more uniform bend associated with the widening of the minor
groove. In addition to the HMG box domain, the parasite
proteins exhibit a basic extension N terminal to the HMG box
domain and apparently no acidic C-terminal tail, as also ob-
served for the yeast NHP6A protein. The HMG box domains
bind the DNA minor groove, and in the NHP6A and HMG-D
proteins, the basic extension binds in the compressed major
groove on the face of the helix opposite the widened minor
groove (1, 13), so as to stabilize the HMG box domain-induced
bending (39) and consequently facilitate circularization (22, 68).

Since the two Plasmodium HMGB factors exhibited only
one HMG box domain, we asked whether the Plasmodium box
was more similar to box A or box B of the metazoan HMGB
that encompasses two HMG box domains in tandem. All anal-
yses converge to the same conclusion: the Plasmodium HMG
box domain more closely resembles box B. When the phyloge-
netic analysis (see supplemental material S2) was performed
with the HMG box domains of PPHMGB1 and PFHMGB?2 and
of various proteins containing box A and box B, the Plasmo-
dium factors clearly clustered with all B boxes. For the human
HMGT], it was reported that structure-specific binding to the
four-way DNA junction was mediated by the A domain (65)
and that box B, flanked by the basic region, displayed a marked
DNA recognition activity (69). Hence, the short N-terminal
basic domain of the two Plasmodium nuclear factors might
govern their interaction with distorted DNA and subsequent
DNA bending.

In addition, box B of the HMGB of vertebrates was reported
to behave as a potent proinflammatory cytokine (64). The
tumor necrosis factor (TNF)-stimulating activity was mapped
to the KDPNAPKRPPSAFFLFCSEY sequence, correspond-
ing to the first 20 aa of box B in human HMG1 factor, accord-
ing to the numbering of Li et al. (36). In Plasmodium, a domain
sharing 75% and 70% identical or strongly similar residues
with the TNF-stimulating domain of the human factor was
found at the N-terminal position of the HMG box domains
of PFHMGBI1 and PfHMGB?2, respectively. Presently, experi-
ments are under way to analyze whether the two Plasmodium
factors exhibit TNF-stimulating function.

An automatic three-dimensional structural prediction was
performed, and for both Plasmodium factors, four a-helices,
called 1, 1', 2, and 3, were predicted (underlined residues of
PfHMGBI1 and PfHMGB?2 of Fig. 1), folding in an L shape in
the HMG box domain. HMG box domains have actually ex-
hibited only three a-helices (66), but even if four a-helices
were predicted in the two parasite proteins, their positions
would be in good agreement with those of Drosophila melano-
gaster HMG-D (PDB file 1qrv [47]), which are indicated (I, II,
and IIT) at the top of Fig. 1. In addition, the sample of the
reference template used for nuclear magnetic resonance con-
tained a molecule of B-mercaptoethanol attached to the single
cysteine of the protein. The molecule of B-mercaptoethanol,
which reduces the affinity of the HMG box domain for the
four-way DNA junction, also disrupted the usual first helix (see
supplemental material S3). For that reason, helices 1 and 1
could be regarded as a single, kinked helix.

These computational analyses were concordant in suggest-
ing that the Plasmodium proteins were genuine architectural
HMGB factors close to box B in being able to bind and bend
DNA. In vitro analyses performed with both recombinant pro-
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FIG. 5. Immunofluorescence localization of PPHMGB1 and PfHMGB?2 in asexual (a, b, and c) and sexual (d, e, and f) stages of Plasmodium
erythrocytic development. Paraformaldehyde-fixed parasites were labeled with mouse anti-PfHMGB1 and anti-PfHMGB?2 antibodies (1:200) and
FITC-conjugated anti-mouse IgG (1:100); DNA was stained with DAPI (1:100). Merged fluorescent signals are shown in the “superposition”
column. Cells were visualized by phase-contrast (a and c¢) or transmission (b, d, e, and f) microscopy. Panels: a, trophozoites; b, trophozoite and
schizont; ¢, trophozoites; d to f, gametocytes. Anti-PfHMGB and anti-HSP70 fluorescence is red for panels a to ¢ and green for panels d to f.
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teins established that they were indeed able to interact with
distorted DNA structures (Fig. 2) and bend linear DNA (Fig.
3), leading to the validation of the computational data (Fig. 1
and supplemental materials S1, S2, and S3). In contrast,
EMSA performed with labeled linear DNA binding sites re-
ported to interact specifically with members of the HMGB
subfamily comprising the usual TF SOX and SRY (63) gave no
detectable retarded complexes (data not shown).

Therefore, it can reasonably be assumed that these architec-
tural HMGB factors might play a role in the remodeling of
chromatin. In eukaryotes, one proposed mechanism is that the
HMGB nuclear factors might change the nucleosome structure
and relax the wrapped DNA so as to enhance the accessibility
of the remodeling complexes to chromatin and facilitate inter-
action of TF with their binding sites (for a review, see refer-
ence 62). It has also been observed that the interplay between
these factors and the linker histone H1 modulates the balance
between alternative conformations of the chromatin, histone
H1 enhancing chromatin compaction, in contrast to HMGB. In
Plasmodium, even though the gene for the H1 linker histone
has not yet been annotated, along with 60% of the 5,300 pre-
dicted genes, a putative histone Hl-like protein might be
present and counteract the function of Plasmodium HMGB.
Indeed, the H1 histones are evolutionarily conserved in meta-
zoans but substantially divergent in protists (51). Some protists
appeared to have only a lysine-rich basic protein, whose com-
position is similar to some of the histone H1-like proteins from
eubacteria, animals, and plants (26).

Le Roch et al. reported differential expression of both tran-
scripts. Pfhmgbl is preferentially expressed during the eryth-
rocytic asexual stages, in contrast to Pfhmgb2, in which pref-
erential expression occurs in gametocytes (35). Figure 4c shows
that expression of the two corresponding proteins is closely
related to the level of transcripts and is differentially expressed
in mixed asexual and gametocyte stages. The Western blot of
cytoplasmic and nuclear extracts prepared from asexual stages
(Fig. 4b) and immunofluorescence of asexual and gametocytes
stages (Fig. 5a, b, d, and e) revealed that the two factors are
localized mainly in the nucleus. Furthermore, PPHMGB2 was
clearly detected in the cytoplasm of gametocytes (Fig. 5d and
e).

In addition to the differences in the levels of expression and
localization within asexual and sexual parasites, these two fac-
tors exhibited different affinities when interacting and bending
DNA (Fig. 3), PPHMGB2 being less efficient, at least when
examined in vitro. All of these results argue in favor of little if
any redundancy between the two proteins and in favor of a role
in gametocytogenesis.

In summary, a combination of computational and molecular
analyses is needed to increase our knowledge of transcriptional
regulation of Plasmodium genes involved in crucial steps of
asexual and sexual erythrocytic development. This report de-
scribes the characterization of two Plasmodium HMGB factors
that appear to exhibit substantial similarity to architectural
factors as regards their biological functions, at least when an-
alyzed in vitro for the capacity to interact with distorted DNA
and to bend DNA, even though their capacities to do so ap-
peared to be quite different. As in eukaryotes, HMGB factors
in Plasmodium, since they are highly conserved through evo-
lution, are probably involved in chromatin remodeling. How-
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ever, even though these proteins were observed in asexual and
gametocyte stages, their levels of expression were clearly dif-
ferent, with PFHMGBI1 likely implicated in proliferation and
PfHMGB?2 implicated in differentiation of Plasmodium. Much
more work will be needed to understand the functions of these
two proteins, both as nuclear factors and as cytokines. Invali-
dation of either the factors or the interaction between the
PfHMGB and DNA via gene silencing strategies (20) and
antagonists, etc., will increase our knowledge of transcriptional
regulation as well as our control of the erythrocytic develop-
ment of the parasite (proliferation and differentiation). It
might provide exciting new therapeutic possibilities. In this
regard, it is worthy of note that this type of approach, via
disruption of DNA/factor interaction, is currently being eval-
uated for human cancer therapy with a special focus on HMG
proteins (4, 40).
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DISCUSSION

L’absence de vaccin efficace contre le paludisme ainsi que l'apparition grandissante
des résistances de P. falciparum face aux anti-paludiques conduisent a 1'étude de nouvelles
voies pour combattre la maladie. 11 est donc nécessaire d’étudier les mécanismes
moléculaires qui dirigent le cycle cellulaire du parasite. Dans cette optique, la
compréhension du cycle érythrocytaire chez 1’'homme semble essentielle car il est
responsable de la multiplication intense du parasite a l'origine de la maladie et de ses
complications séveres, le neuropaludisme. De plus, le développement érythrocytaire est le

point de départ de la dissémination du parasite qui se différencie en gamétocytes.

Comme nous l'avons vu dans l'Introduction, P. falciparum subit de nombreuses
modifications tant morphologiques que métaboliques au cours de son cycle complexe de
développement. Au cours de la phase érythrocytaire, chaque étape de prolifération et de
différenciation peut étre caractérisée par l'expression préférentielle de certains genes
(Bozdech et al. 2003a; Le Roch et al. 2003). La capacité de cet eucaryote unicellulaire a
s’adapter aux différents environnements auxquels il est confronté en prenant des formes si
variées dénote un controle tres subtil de I'expression des genes. Bien que P. falciparum soit un
organisme encore assez mal connu du point de vue génétique (60 % des phases ouvertes de
lecture n‘ont pas encore d’annotation), plusieurs études ont montré des caractéristiques
communes aux autres eucaryotes comme 1'organisation de la chromatine en nucléosomes, la
structure des ARNm et la structure bi-partite des promoteurs. L’identification dans le
génome de plus de 150 phases ouvertes de lecture [Annexes 1.1-2, p. 166-169 et (Coulson et
al. 2004)] codant pour des acteurs de la régulation transcriptionnelle des genes suggere que
ce controle joue vraisemblablement un role déterminant dans le cycle de vie de P. falciparum.
La diversité des voies disponibles a P. falciparum pour assurer la régulation transcriptionnelle
de ses genes semble finalement aller a ’encontre des conclusions sur I'apparente pauvreté en
FT (Aravind et al. 2003; Coulson et al. 2004). L’analyse des structures secondaires des
séquences de P. falciparum par HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) pour la prédiction de
nouvelles protéines orthologues semble une voie a suivre pour participer a 'annotation des

protéines de P. falciparum (Baussand et al. 2006).
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Au cours de ce travail de these, nous avons abordé divers aspects de la régulation
génétique par l'étude de certains acteurs de la régulation transcriptionnelle dans les

évenements clés du cycle érythocytaire : la prolifération asexuée et la différenciation sexuée.

Lorsque le projet sur l'analyse du transcriptome de P. falciparum a commencé au
laboratoire, la séquence du génome du parasite n’était que tres partielle. Aucune base de
données ordonnée n’était alors disponible et le choix des genes a étudier a donc été fait avant
I’achevement de la séquence génomique de P. falciparum (Octobre 2002). Il a fallu définir et
recencer les genes prédits pour leur role dans la régulation du cycle cellulaire. Nous avons
aussi commencé a annoter des séquences pouvant coder pour des facteurs de transcription et
des kinases potentiels. Le choix de familles de genes potentiellement impliqués dans la
régulation transcriptionnelle, traductionnelle, dans la transduction du signal et le cycle
cellulaire, a été motivé par la pertinence de ces voies de régulation de I'expression génétique
au sens large dans le contrdle du développement et de la différenciation. Une bio-puce
thématique a donc été élaborée dans le but de comparer les profils d’expression d’environ
150 genes de deux clones de P. falciparum ayant un potentiel de différenciation en
gamétocytes différent. En effet, le clone F12 bien qu’issu du clone 3D7, est déficient pour la
production des gamétocytes contrairement au clone parental (Alano et al. 1995). Les profils
d’expression de ces deux clones ont été comparés a cinq temps précis du cycle érythrocytaire
post-invasion, le stade anneau (10-14 h), le stade trophozoite jeune (20-22 h), le stade
trophozoite agé (26-28 h), le stade schizonte jeune (32-34 h) et le stade schizonte agé (40-44 h).
Les parasites ont été cultivés dans des conditions de culture n’induisant pas la production de
gamétocytes chez le clone 3D7. La technique des puces a ADN a été couplée a I'utilisation de
la radioactivité comme marqueur différentiel des ADNc car la limite de détection théorique
de ce marqueur permettait une plus grande fiabilité des données pour des genes dont
I'expression risquait d’étre faible comme pour les facteurs de transcription que nous avions

annotés.

Nous avons ainsi comparé tous les profils d’expression obtenus pour le clone 3D7
avec les deux publications décrivant ces profils au cours du cycle complet du parasite pour

les clones 3D7 et HB3 (Bozdech et al. 2003a; Le Roch et al. 2003). Cette comparaison indique
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que 84 % des genes présents sur la bio-puce thématique ont le méme profil que celui décrit
dans au moins une des deux publications. En effet, tous les genes que nous avons étudiés ne
sont pas toujours présents sur les puces du laboratoire de De Risi (Operon) ou de Winzeler
(Affymetrix). De plus, I'expression temporelle de certains genes spécifiques de stades
cellulaires a permis de contrdler la qualité de la procédure de synchronisation et les
propriétés des clones notamment par 1’absence d’expression du transcrit pfg27, marqueur de

la gamétocytogénese, pour le clone F12 contrairement au clone 3D7.

Enfin, I'objectif principal de nos expériences était de vérifier le pouvoir discriminant
de notre approche entre deux clones ayant un méme fond génétique. Les données concernant
le clone F12 défectif pour la gamétocytogénese suggere que le phénotype observé pourrait
étre dti a I'absence ou a l'altération de I'expression de genes impliqués dans le contrdle de
I'expression de genes gouvernant la différenciation en gamétocytes. Existe-t-il alors une
prédisposition potentielle a la gamétocytogénese sans induction de celle-ci ? L’intérét s’est
porté sur plusieurs facteurs de transcription pouvant avoir un ro6le direct ou indirect dans la
différenciation du parasite. Malgré tout, les données sur le profil d’expression des transcrits
ne présument pas totalement du profil d’expression des protéines correspondantes. En effet,
les régulations post-transcriptionnelles et post-traductionnelles peuvent modifier la présence
et l'activité des protéines. Les données issues du transcriptome constituent un premier
élément de réponse a notre interrogation et devront donc étre suivis par l’analyse

moléculaire des protéines.

La comparaison des transcriptomes entre les deux clones 3D7 et F12 nous a permis de
répertorier d’une part, 106 genes qui présentent des profils similaires confirmant le fond
isogénique de ces clones. Parmi ces genes, une quinzaine de FT pourrait avoir un role
important dans le développement asexué du parasite puisqu’ils conservent le méme profil
d’expression dans le clone HB3 (Bozdech et al. 2003a). La plupart de ces FT ont des profils
d’expression similaires entre les clones 3D7 et F12, méme si selon les transcrits les profils
sont différents : stable pour le gene pfhmg2 ou bien avec des pics d’expression distincts pour
les genes pfphD2, pfphDB, pfmyb3 et pfkrox (Fig. 3, p. 273 de 1’ Article 1). Enfin, parmi tous les
genes analysés, huit ont des profils d’expression différents entre les deux clones 3D7 et F12,
dont deux protéines ayant une fonction putative dans la régulation transcriptionnelle et qui

pourraient jouer un role intéressant.

134



- pfb7 (PFI0930c) : on observe un niveau stable de ce transcrit lors du cycle du clone
3D7 tandis qu'une forte augmentation de son expression marque le passage a la forme
schizonte du clone F12. Ce gene code pour une protéine possédant un motif NAP
(Nucleosome Assembly Protein). Chez les eucaryotes, ces protéines chaperonnes des
histones ont un rdle fondamental dans l'organisation et le remodelage de la chromatine
(Mello and Almouzni 2001). Elles participeraient a la régulation de l'expression des genes
notamment en interagissant avec les facteurs architecturaux HMGB (Agresti and Bianchi
2003). Ces derniéres ayant des représentants dans le génome de P. falciparum (voir notre
étude de ces facteurs nucléaires), cette fonction pourrait étre conservée dans le parasite.
D’autres activités ont été attribuées aux protéines NAP comme l'activité déacétylase des
histones (Seo et al. 2001), I'activité inhibitrice des phosphatases (Saito et al. 1999) et la
capacité d’interaction avec les cyclines (Kellogg et al. 1995) leur conférant un rdle mutuel
dans la régulation de la transcription et du cycle cellulaire. Des protéines cyclines ont

d’ailleurs aussi été caractérisées chez P. falciparum (Merckx et al. 2003).

- constans (PF14_0383) : ce transcrit présente un pic d’expression précoce des le stade
jeune trophozoite dans le clone F12 alors que ce pic n’est atteint qu’au stade jeune schizonte
dans le clone 3D7. Ce gene code pour un FT possédant deux motifs en doigt de zinc de type
B-box. Ces motifs présents dans la protéine CONSTANS de la plante A. thaliana sont
responsables de la régulation transcriptionnelle de la floraison vraisemblablement via des
interactions protéine-protéine (Robson et al. 2001). Les acides aminés déterminants pour
cette fonction (Koornneef et al. 1991) sont conservés dans la séquence de la protéine chez P.
falciparum. L’expression différentielle de ce gene dans les clones 3D7 et F12 pourrait étre a
I'origine de la modulation de l'expression d'un ensemble de genes impliqués dans la
gamétocytogénese. Des expériences d’inhibition ou de surexpression de cette protéine chez

P. falciparum pourrait nous renseigner sur son role dans ce processus.

Cette étude a été la premiere tentative d’analyse comparative entre deux clones 3D7
et F12 par bio-puce, des profils d’expression de genes intervenant dans la régulation de la
transcription et le cycle cellulaire, principalement des facteurs de transcription et des kinases.
Ce travail constitue aussi les premiers pas vers l'identification de genes directement ou
indirectement impliqués dans la prédisposition au processus de différenciation en

gamétocytes.

135



Tres récemment, d’autres études comparatives entre clones de P. falciparum ont été
publiées. Les transcriptomes des clones 3D7 et F12 (Silvestrini et al. 2005) ou de clones 3D7
producteurs ou non de gamétocytes présentant des formes tronquées de la protéine de
surface du gamétocyte Pfs230 (Eksi et al. 2005) ont été comparés cette fois en condition
d’induction de la gamétocytogénese sur la quasi-totalité du génome en utilisant des
oligonuclétides de 70 mers. Afin d’identifier de nouveaux genes spécifiques des stades
précoces de la gamétocytogénese, les profils d’expression similaires a ceux des marqueurs
précoces de la gamétocytogénese pfsl6 et pfg27 ont été analysés. Dans l'étude de F.
Silvestrini, figurent notamment des genes codant pour des enzymes de modification
(kinases, phosphatases, transférases) et trois genes annotés comme facteurs de transcription
généraux (PF11_0477, MAL7P1.86, PFB0290c). Deux nouvelles protéines Pfpeg-3 et Pfpeg-4
ont été identifiées comme spécifiques des gamétocytes de stades I et II, respectivement. Les
travaux d’Eksi et al. se sont focalisés sur une famille de genes subtélomériques surexprimeés
lors de la transition du stade asexué vers le stade sexué, comme pfg14.744 et pfg14.748. 1l est
important de noter que ces études n'ont révélé aucun FT impliqué dans la régulation du
niveau de transcription des genes. Vraisemblablement les genes de ces FT manqueraient
dans cette bio-puce élaborée par I'équipe de De Risi (voir Données supplémentaires II p. 170-
171) comme c'est le cas des facteurs PfKrox et PfphDB qui sont régulés différemment au
cours du développement ou encore PfB7 dont nous avons retenu un profil différent entre les

clones 3D7 et F12 avec notre bio-puce thématique (Fig. 2, p. 272 de I’Article 1).

En parallele a notre étude avec la bio-puce thématique, nous avons cherché a
poursuivre notre analyse comparative entre les transcriptomes des clones 3D7 et F12 avec
une bio-puce pan-génomique de P. falciparum. Ces expériences en condition de non induction
de la gamétocytogénese, comme dans notre étude de l'article 1, sont réalisées en
collaboration avec E. Bischof et P. David grace a la participation du Consortium de la
Plateforme Post-génomique Plasmodium Pasteur (P4). L’analyse des données expérimentales
est en cours. Nous espérons obtenir un groupe de genes exprimés différemment entre les
clones 3D7 et F12 en analysant plus particulierement les genes impliqués potentiellement
dans la régulation transcriptionnelle de la gamétocytogénese. De plus, l'analyse des
promoteurs des geénes groupés suivant leurs profils d'expression pourrait conduire a la

découverte de motifs conservés responsables de la régulation transcriptionnelle (en
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collaboration avec J. Van Helden). Cette approche a été suivie en utilisant le transcriptome
des gamétocytes du clone 3D7 et de l'isolat NF54. L’analyse des régions promotrices d'un
groupe de 246 genes, dont la majorité n’est pas annotée, a révélé la présence notamment
d’une séquence palindromique TGTANNTACA sur 65 de ces genes (Young et al. 2005).
L’assomption que ce motif pourrait étre considéré comme une séquence cis-régulatrice
fonctionnelle est renforcé par le fait que la délétion de la région contenant ce motif dans le
promoteur pfs25 conduit a une diminution significative de l'activité promotrice de ce gene

(Dechering et al. 1999).

Jusqu'a ce jour, peu de facteurs de transcription a l'exclusion des facteurs généraux de
la transcription, ont été annotés chez P. falciparum a l'image du faible pourcentage (1.3 %) de
protéines assignées a la régulation de la transcription annoncé par R. M. Coulson (Coulson et
al. 2004), contre 4 % chez la levure S. cerevisiae, dont le génome possede un nombre de genes
équivalent. Notre exploration du génome nous a permis d'annoter plusieurs membres de
deux familles de facteurs nucléaires et d'analyser leur fonction biologique. Les premiers
appartenant a la Famille Myb sont spécifiques de séquence d'ADN et interviennent dans la
régulation positive ou négative du niveau de la transcription. Les seconds appartenant a la
famille HMGB sont spécifiques de stucture d'ADN et participent au remodelage de la

chromatine.

Nous avons alors entrepris I'étude d’un acteur de la régulation transcriptionnelle,

PfMyb1, un facteur de transcription qui se lie spécifiquement a des séquences d'ADN, annoté

dans notre équipe et défini par ces domaines tryptophane comme appartenant a la famille
des protéines Myb de la classe Hélice-Tour-Hélice. La caractérisation moléculaire de ce FT a
permis de montrer que le gene pfmybl est exprimé tout au long du cycle érythrocytaire des
clones 3D7 et F12, avec un pic d’expression au stade trophozoite, comme pour le clone HB3
(Bozdech et al. 2003a). La cinétique d’expression de la protéine apparait similaire a celle de
son transcrit pour les deux clones étudiés dans des expériences complémentaires (p. 102).
Aussi, la conservation de la séquence de PfMyb1 parmi les différentes especes de Plasmodium
s’ajoute aux données précédentes pour souligner I'importance de cette protéine au cours du

cycle érythrocytaire.
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Pour activer ou réprimer la transcription d’un ensemble de genes, les FT doivent se
lier a des séquences d’ADN cis-régulatrices d’une maniere spécifique, i. e. MRE pour Myb
Regulatory Element. D’une part, nous avons pu montrer que PfMybl, présente dans les
extraits nucléaires du parasite, était capable de se lier a la séquence MRE prototype du gene
mim1 de poulet. D’autre part, deux séquences MRE putatives retrouvées dans les promoteurs
des genes pfmapl et pfcrkl de P. falciparum se sont avérées efficaces pour permettre la
formation de complexes comparables a ceux obtenus avec la séquence MRE prototype. La
cinétique d’expression de la protéine PfMyb1 pour le clone 3D7 étant similaire au profil des
bandes retardées obtenu par retard sur gel, cela nous permet de présumer de la participation
de PfMybl a ces complexes ADN-protéine. L’activité spécifique liée a lI'anticorps anti-
PfMyb1 a permis de confirmer cette hypothese. Nous avons donc montré par ces expériences

que la protéine PIMyb1 possede tous les attributs d'un vrai FT de la famille Myb.

Dans la littérature, de nombreux partenaires pour les protéines Myb ont été décrits,
tel que les FT a domaine bZip (Tahirov et al. 2002), qui figurent en grand nombre dans le
génome de P. falciparum (voir Introduction p. 51 et annexes 1.1 p. 166). Ces partenaires
éventuels ont d’autant plus d’importance que la cinétique d’interaction avec les extraits
nucléaires des clones 3D7 et F12 est différente. L’expression de PfMybl suivant le méme
profil dans les deux clones, justifie la disponibilité de la protéine au cours du développement
érythrocytaire. En revanche, la disparition de l'interaction avec le MRE dans les stades
anneau et schizonte du clone F12 suggere l'absence d'un ou plusieurs partenaires
déterminant pour la formation de complexes MRE-protéine (Fig. 2, p. 161 de 1’Article 2). Ces
partenaires seraient présents dans le clone 3D7 et absents dans le clone F12. Cette différence
pourrait avoir un lien avec le phénotype du clone F12. Dans ce cadre, la recherche de
partenaires PIMyb1 prend d’autant plus d’importance qu’ils pourraient étre impliqués dans
le processus de gamétocytogénese. Des techniques d’immunoprécipitation associées a la
spectrométrie de masse sont employées actuellement au laboratoire pour tenter d’identifier
des partenaires de PfMybl. Par ailleurs, I'effet de modifications post-traductionnelles ne

peut étre exclu, ces dernieres pouvant réguler la liaison de PfMyb1 a ’ADN.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence, pour la premiere fois chez

P. falciparum, 1'existence d’un facteur de transcription spécifique de séquence présent au
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cours du cycle érythtrocytaire et possédant tous les attributs de la famille des facteurs Myb

trés conservée chez les eucaryotes.

Afin de poursuivre 1'étude du role de PfMybl dans le cycle érythrocytaire de P.
falciparum, nous avons tenté d’interférer avec l'expression de son transcrit et ainsi de sa
protéine en utilisant de longs ARN double brin (ARNdb) spécifique d’une partie du gene
pfmybl. L’addition d’ARNdb pfmybl au milieu de culture entralne une inhibition de
croissance de 40 % vraisemblablement due a la mort des parasites lors de la transition du
stade trophozoite au stade schizonte. Cette inhibition de croissance de 40 % (Fig. 1, p. 31 de
I’Article 3) s’accompagne d’une baisse considérable du niveau de transcrit (75 %) et de
protéine PfMybl (80 %) dans la culture traitée par 'ARNdb pfmybl (Fig. 2-3, p. 32-33 de
I’ Article 3). Ces données abondent dans le sens d'un role crucial de PfMyb1 pour la survie de

P. falciparum lors du cycle érythrocytaire.

Afin d’analyser les conséquences de I'inhibition partielle de 1'expression du transcrit
pfmybl et de sa protéine, nous avons utilisé la bio-puce a ADN thématique. Cette étude a
permis d’identifier huit genes dont l'expression est altérée dans un contexte de sous-
expression de la protéine PfMybl (Tableau 1, p. 35 de l’Article 3). Tout d’abord, pour
s’assurer de la spécificité d’action des ARNdb, l'expression de plusieurs genes a été
comparée entre les cultures témoins et les cultures traitées. Les genes pfmyb2 et pfimyb3, en
particulier, présentant un niveau d’expression similaire dans les deux conditions, il semble
que l'action de ces ARNdb soit spécifique de séquence. De plus, 128 autres genes, dont
I'expression est similaire dans les deux conditions, sont autant de marqueurs de
synchronisation de la culture et d’arguments pour penser que l'altération de 1’expression des
huit genes dans les cultures traitées est bien la conséquence de la baisse de disponibilité de la

protéine PfMyb1 et non pas le produit d"un décalage de croissance entre les deux cultures.

Chez Plasmodium, le mécanisme par lequel ces ARNdb agissent est encore largement
inconnu et l'existence méme d’une voie d’action par ARN interférence per se est mise en
doute liée a l'incapacité de trouver, dans le génome de P. falciparum, les enzymes clés de ce
meécanisme (Aravind et al. 2003). Pourtant, ces ARNdb ont été utilisés avec succes pour

interférer avec I'expression des genes chez P. falciparum (Li et al. 2004; Malhotra et al. 2002),
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ce qui laisse penser qu'une machinerie capable de prendre en charge les ARNdb pourrait
exister, mais dont les activités n'auraient pas encore été mises a jour. De plus, il est possible
que les acteurs de ce processus ne soient pas encore identifiés par manque dhomologie
suffisante avec ces protéines chez les autres eucaryotes. L'inhibition des transcrits pourrait
étre due a un "mécanisme antisens" d’autant plus que la découverte de transcrits anti-sens
chez P. falciparum (Gunasekera et al. 2004; Patankar et al. 2001) a relancé le débat sur
I'éventuelle participation de ces ARN-antisens a la régulation transcriptionnelle (Militello et
al. 2005; Ralph et al. 2005) (voir Introduction p.62). Il n'en reste pas moins que de nombreux
meécanismes peuvent induire un effet anti-sens (Vanhee-Brossollet and Vaquero 1998). Les
oligonucléotides anti-sens ont d'ailleurs montré leur efficacité sur le parasite (Ikemoto et al.
1999). De plus, l'introduction d'un vecteur exprimant une partie du transcrit anti-sens du
gene clag9 entraine la baisse de l'expression du transcrit et de la protéine ayant pour
conséquence l'apparition d'un phénotype de cytoadhérence réduite (Gardiner et al. 2000).
L'état actuel des connaissances sur "l'effet anti-sens" chez P. falciparum ne permet pas la
compréhension des mécanismes moléculaires, néanmoins nous avons choisi cette approche
expérimentale d'invalidation de gene par les ARNdb. Cet outil s'est avéré fonctionnel et utile
pour révéler la modulation de huit genes dans un contexte d'inactivation du transcrit pfmyb1l

au cours du cycle érythrocytaire.

L’expression de ces huit genes serait donc sous la dépendance directe ou indirecte du
facteur de transcription PfMyb1. Parmi ces genes, la surexpression du messager pfpk5 et la
sous-expression du transcrit pcnal pourraient contribuer d’une maniere coopérative a
I'altération du développement des parasites et finalement participer a induire la mort lors de
leur passage au stade schizonte. En effet, les protéines produites par ces deux genes seraient
responsables de la régulation du cycle cellulaire. La protéine PfPk5, dont la surexpression a
été vérifiée par Western blot (Fig. 6, p. 35 de 1’Article 3), parait impliquée dans la régulation
du cycle cellulaire et de la synthese d’ADN chez P. falciparum (Graeser et al. 1996), tout

comme la protéine PCNA chez les eucaryotes (Kelman 1997).

Afin d’identifier les genes dont 1'expression serait directement régulée par PfMybl,
nous avons réalisé des expériences d’'immuno-précipitation de la chromatine. Parmi les huit
genes, dont I'expression est altérée en présence d’ARNdD pfimybl dans la culture, six de leur

promoteur semblent interagir avec la protéine PfMybl. Cette donnée indique clairement que
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PfMybl1 joue bien le role d’un FT en se liant a I’ADN dans le noyau du parasite et participe a

la régulation transcriptionnelle de certains genes comme pfpk5 et pcnal.

Les promoteurs de deux genes, dont l'expression est altérée dans un contexte de
baisse de disponibilité de PfMybl, n’ont pu étre mis en évidence dans ces expériences. Dans
ces deux cas, l'interaction PfMybl-promoteur serait éventuellement trop faible pour

permettre la réaction d’immunoprécipitation de la chromatine.

Les cinq promoteurs interagissant avec PfMyb1 possedent tous un MRE a I’exception
du promoteur pgk. En effet, I'analyse bioinformatique de la séquence de ce promoteur n’a
pas pu nous permettre d’identifier des séquences correspondant au consensus du MRE en
dépit de la présence de PfMybl a son promoteur. Cette donnée implique que PfMybl
possederait d’autres moyens de se lier a ’'ADN que par le biais d'un MRE. Cette
caractéristique a déja été décrite pour une protéine de la famille Myb, Baslp de S. cerevisiae
(Hovring et al. 1994), mais aussi pour d’autres protéines contenant des domaines de liaison a
I’ADN de type Myb (Ohi et al. 1998). Cette flexibilité quant a la liaison a un promoteur ne

possédant pas de site de liaison spécifique pourrait étre aussi une caractéristique de PfMybl.

En conclusion, le fait que PfMybl régule directement le gene pfpk5 et les cinq autres
genes implique qu’il possede la capacité d’induire soit 1’activation, soit la répression de la
transcription. Cette étude nous a permis de caractériser un facteur de transcription spécifique
de séquence chez P. falciparum. Nous avons aussi pu comprendre 'importance de son role
lors du cycle érythrocytaire, et notamment dans la régulation positive ou négative de genes
clés pour le cycle cellulaire. Ces résultats soulignent aussi que la régulation des genes chez P.
falciparum possede des spécificités, a 'image de la liaison de PfMybl a I’ADN dont les
déterminants restent encore flous. Ce travail révele la premiere ébauche a partir de données
expérimentales d'un réseau de régulation chez P. falciparum. Un travail identique pourra étre
mené en utilisant des puces a ADN représentant tout le génome de P. falciparum, permettant
ainsi d’accumuler plus de données sur les genes régulés par PfMybl. De plus, des
expériences d’'immunoprécipitation de la chromatine au niveau de tout le génome (ChIP on
chip) nous renseigneraient sur tous les sites de liaisons occupés par PfMybl et nous

permettraient de mieux comprendre les déterminants de la liaison de PfMyb1 a I’ ADN.
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Au fil de notre recherche sur les acteurs de la régulation transcriptionnelle, notre

intérét s’est aussi porté sur les facteurs qui se lient a I’ADN sans spécificité de séquence mais

avec une spécificité de structure. Nous avons identifié quatre phases ouvertes de lecture dont

deux codant pour de petites protéines contenant un seul domaine de liaison a I’ADN ou
motif fonctionnel "HMG-box", que nous avons appelé PIHMGB1 et PfHMGB2. Chez les
eucaryotes et en particulier chez les vertébrés, les facteurs de type HMG ont été décrits pour
leur role dans la régulation de l'expression des genes (Bustin 1999). Le profil d’expression
tout a fait séduisant de ces deux genes au cours du cycle érythrocytaire du clone 3D7 a
immeédiatement retenu notre attention (Le Roch et al. 2003). En effet, le transcrit pfhmgb1 est
préférentiellement exprimé dans les stades asexués du parasite tandis que le transcrit
pfhmgb2 présente une expression abondante dans le stade sexué. Ces données intéressantes
du transcriptome en plus de l'identité importante entre les deux protéines et de leur
conservation parmi les différentes especes plasmodiales (Fig. 1, p. 675 de 1’Article 4) ont
suscité un grand intérét dans notre équipe quant a l'implication de tels facteurs dans le

controle des événements clés du cycle érythrocytaire de P. falciparum.

L’analyse phylogénétique basée sur le travail de S. Soullier, pemettant de séparer les
facteurs de transcription et les facteurs architecturaux de la superfamille HMGB (Soullier et
al. 1999), a permis de regrouper les protéines PFHMGB1 et PfHMGB2 de P. falciparum avec
les protéines architecturales HMGB de vertébrés, de plantes, de la drosophile, de la levure S.
cerevisize et d’une maniere tres proche avec la protéine NHP1 d’un autre hématozoaire
Babesia bovis (Données supplémentaires III.1 p. 173). De plus, la présence des acides aminés
Ser-10 et Val-32, déterminants caractéristiques du groupe des facteurs architecturaux
(Murphy et al. 1999), renforce les résultats obtenus avec la phylogénie et nous permet
d’assigner les protéines plasmodiales a la famille HMGB de type architectural.
Contrairement aux protéines HMGB des vertébrés qui possedent deux domaines en tandem
A et B, les protéines PFHMGB1 et PfHMGB2 ne possedent qu'un seul domaine "HMG-box"
comme les plantes, la levure et la drosophile. Cet unique domaine "HMG-box" apparait plus
proche des boites B sur un arbre phylogénétique généré uniquement avec les boites A et B
des protéines de vertébrés et les boites des protéines parasitaires (Données supplémentaires
III.2, p. 175). Il est a noter aussi la présence d’une petite région basique en N-terminal et

I’absence de région basique et de queue acide en C-terminal du domaine "HMG-box" des
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protéines plasmodiales, comme c’est aussi le cas des protéines HMGB de levure. Enfin, une
méthode "tout-automatique" de prédiction de structure (@TOME) a été utilisée pour
modéliser les facteurs PFHMGB1 et PEHMGB2 en utilisant comme structure support la boite
B du facteur HMGI de Cricetulus griseus, le hamster chinois, obtenue par spectroscopie RMN
(Read et al. 1993). Celle-ci a montré que les domaines "HMG-box" parasitaires comportent
trois hélices o (Données supplémentaires IIL.3, p. 176), dont I'une est rompu par la présence
d’une molécule de B-mercaptoéthanol utilisé lors de 1’étude structurale, qui se replient en
forme de L conforme a la structure de tous les domaines "HMG-box" conservés au cours de

I’évolution (Weir et al. 1993).

Toutes les analyses in silico soutiennent 1'idée que les protéines PfHMGBI et
PtHMGB?2 sont de vrais facteurs architecturaux de la famille HMGB. Pour jouer ce rdle
architectural, les facteurs HMGB doivent étre capables de se lier a des structures d’ADN
d’une maniere spécifique et aussi d'induire une courbure de I’ADN facilitant I’assemblage de
complexes nucléoprotéiques importants. Par des expériences biologiques de retard sur gel,
nous avons pu montrer que les protéines recombinantes PFHMGB1 et PfHMGB2 sont
capables (i) d’interagir in vitro avec ' ADN cruciforme (Fig. 2, p. 676 de 1'Article 4), cette
interaction étant plus spécifique pour PfHMGBI, et (ii) d’induire la courbure de I’ADN
linéaire, encore une fois, PFHMGBI étant plus efficace que PfHMGB2 (Fig. 3, p. 677 de
I’ Article 4). Chez 'homme, il a été montré que la capacité de liaison a I’ADN cruciforme est
associée a la boite A (Webb and Thomas 1999), mais que la boite B flanquée d’une région
basique présente une activité de reconnaissance de ’ADN plus marquée (Yoshioka et al.
1999). Ainsi, chez P. falciparum, la petite région basique des facteurs HMGB pourrait diriger

I’activité d’interaction avec I’ADN.

Il est raisonnable de penser que chez P. falciparum, les facteurs HMGB participent au
remodelage de la chromatine par leurs propriétés architecturales. Les protéines HMGB
plasmodiales pourraient avoir un role essentiel dans le glissement du nucléosome sur I’ADN
et dans la modification de l’accessibilité des facteurs de transcription aux éléments de
régulation comme chez les autres eucaryotes (Travers 2003). De cette maniere, elles seraient
capables de réguler la transcription. Des approches moléculaires telles que l'inactivation des
genes pfhmgbl et pfhmgb2 par interférence avec des ARNdb et I'immuno-précipitation de la

chromatine comme cela a été effectué pour le FT PfMybl, devrait nous permettre de
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déterminer la fonction des facteurs PPHMGB dans le parasite et en particulier d'identifier

leurs genes cibles.

L’implication vraisemblable des protéines PFHMGB dans la régulation des genes de
P. falciparum a d’autant plus d’importance que les différences d’expression de ces facteurs en
fonction du stade de développement suggerent une intervention spécifique de PtHMGB1
dans la prolifération asexuée et de PFHMGB2 dans la différenciation sexuée (Fig. 4c, p. 677 de
I’ Article 4). En effet, la cinétique d’expression des protéines PFHMGB1 et PP HMGB2 au cours
du cycle éryhtrocytaire du clone 3D7 est similaire au profil d’expression des transcrits
obtenu par le laboratoire de E. Winzeler (Le Roch et al. 2003). La localisation de PPHMGB1 et
PfHMGB2 dans le noyau des différents stades de développement confirme d’une part leur
fonction nucléaire (Fig. 5, p. 679 de I Article 4). D’autre part, la présence de P HMGB2 dans le
cytoplasme des gamétocytes renforce I'hypothese du rdole non-redondant de ces protéines
dans la cellule tout comme les différences observées vis-a-vis de leur interaction avec I’ADN.
L’inactivation spécifique de I'un ou l'autre des deux genes pfhmgb1 et pfhmgb2 pourrait nous
renseigner sur la redondance de ces facteurs dans le parasite. Il est intéressant de noter que
les protéines humaines Hmgbl et Hmgb2 ont aussi une expression différente suivant le
contexte cellulaire et le stade de développement et ne sont pas interchangeables en dépit de
leur extréme similarité (+ 80 % d’identité) (Ronfani et al. 2001). En effet, Hmgb1l est une
protéine ubiquitaire et les souris déficientes hmgbl- ne sont pas viables (Calogero et al. 1999)
tandis que HMGB2 est majoritairement exprimée dans les organes lymphoides et les
testicules et les souris hmgb27/- sont viables mais présentent une sévere baisse de la fertilité

(Ronfani et al. 2001).

Chez les eucaryotes, plusieurs études ont rapporté l'interaction des facteurs HMGB
avec diverses protéines partenaires impliquées dans la transcription comme la TBP (Ge and
Roeder 1994), la protéine SET d’assemblage du nucléosome (NAP) (Fan et al. 2002), la
protéine HOX (Zappavigna et al. 1996), les protéines de la famille Rel comme NF-«B et sa
sous-unité p50 (Brickman et al. 1999) et la protéine p53 (Jayaraman et al. 1998). Parmi ces
protéines qui n’ont pas encore toutes d’homologues chez P. falciparum, une protéine a
domaine NAP, connue pour interagir avec la machinerie de remodelage de la chromatine
(Mello and Almouzni 2001), PfB7 a été identifiée par homologie avec PbB7 de P. berghei

(Birago et al. 1996). Le gene pfb7 est de surcroit I'un de ceux qui présentait un profil
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d'expression intéressant dans notre étude comparative du transcriptome des clones 3D7 et
F12, stable au cours du développement du clone 3D7 et fortement augmenté en fin de cycle
du clone F12. Il est donc important d’étudier l'interaction entre P{B7 et les facteurs PPHMGB1
et PEHMGB2 pour analyser son implication dans 'expression des genes de ces deux clones
de P. falciparum, producteur ou non de gamétocytes. Dans cette optique, le gene pfb7 a été
cloné, la protéine PfB7 et des anticorps ont été produits. L’identification de partenaires
protéiques, éventuellement encore non annotés, des facteurs PEHMGB a été initiée par des
expériences d'immuno-précipitation couplée a la spectrométrie de masse (en collaboration

avec O. Azlor et C. Marinach-Patrice).

Meéme si la fonction nucléaire des protéines HMGB est essentielle chez les eucaryotes,
la littérature porte un intérét grandissant a la double vie de ces protéines quant a leur rdle
pro-inflammatoire (Muller et al. 2001). En effet, les protéines HMGB libérées activement ou
passivement dans le milieu extracellulaire sont de puissants activateurs de monocytes et
déclenchent la production de cytokines comme le TNFa (Wang et al. 1999; Yang et al. 2005)
en faisant intervenir un autre domaine fonctionnel de la protéine appelé "domaine de
stimulation du TNFa" (Li et al. 2003). D"une maniere intéressante, un domaine présentant 75
% d’identité avec le "domaine de stimulation du TNFa" identifiée dans la boite B de la
protéine humaine Hmgbl1, est présent dans l'unique domaine des protéines plasmodiales.
Ceci suggere que les facteurs PPHMGB pourraient étre aussi une cytokine cruciale impliquée

dans la réponse inflammatoire a I'infection par P. falciparum.

La physiopathologie du neuropaludisme est encore mal comprise mais elle semble
résulter de la séquestration des globules rouges infectés et des réponses pro-inflammatoires
(Engwerda et al. 2005). Des niveaux élevés de cytokines, en particulier de TNFa, ont été
corrélés a la sévérité de la maladie (Grau et al. 1989; Kwiatkowski et al. 1990). Plus
récemment, une étude portant sur 16 enfants, dont 10 sont morts par neuropaludisme, a
rapportée que le taux sérique de la protéine HMGB humaine pouvait étre associé a la gravité
de l'infection a P. falciparum (Alleva et al. 2005). Des expériences préliminaires montrent que
les deux protéines PEHMGB1 et PEHMGB?2 sont libérées par le parasite et seraient capables
d’activer des monocytes primaires humains induisant la production de cytokines (en
collaboration avec V. Maréchal). Ces premiers résultats sur l'activité cytokinique potentielle

des facteurs PFEHMGB ont d’autant plus d’importance que ces protéines pourraient jouer un
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role clé dans le développement de la pathologie cérébrale, le neuropaludisme. L’utilisation
d’un modele murin de neuropaludisme pourrait nous donner un élément de réponse quant a
la fonction de ces facteurs in vivo. Il serait intéressant de déterminer si la neutralisation de la
protéine parasitaire PbPHMGB apres immunisation ou injection d'anticorps pourrait entraver
le développement de la pathologie cérébrale et influer ainsi sur la survie de souris infectée

par P. berghei.

En conclusion, des études couplées de bioinformatique et de biologie moléculaire ont
permis de montrer l'existence d'authentiques facteurs Myb et HMGB impliqués dans la
régulation transcriptionnelle des événements clés du cycle érythrocytaire de P. falciparum.
L’'importance des facteurs de transcription dans la régulation du cycle cellulaire, la
multiplication et la différenciation leur a donné un potentiel thérapeutique certain et ouvre

de nouvelles perspectives dans la lutte contre le paludisme.
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I - NUMEROS D’ ACCESSION DES PROTEINES LIEES A LA REGULATION DE

ANNEXES

L"EXPRESSION DES GENES CHEZ P. FALCIPARUM

I.1 - Protéines identifiées par nos soins

Numéro d'accession

MAL13P1.61
PFA0470c
PFL0O145¢
MAL8P1.72
PFLO290w

MAL13P1.290

PE10_0024
PEC0345w
PFE0895¢c
MAL13P1.37
PEFA0S50w
PFB0615¢
PFB0690w
PEC0235w
PEC0365w
PEC0760c
PFC0960c
PFED0330w
PFF0140c
PFF0375¢c
PFEF1285w
PFQO7 0038
MAL7P1.87
PFI0175w
PF11 0268
PF11 0342
PF11 0392
PF11 0433
PFL1930w
PFL2185w
PE13 0047
MAL13P1.72
MAL13P1.97

MAL13P1.140
MAL13P1.188
MAL13P1.295

PFC0690c
PED0375w
PED0595w
PEDO765w
PF10590c
PF11255w

Superclasse ou fonction

Architecture béta
Architecture béta
Architecture béta
Architecture béta
Architecture béta
Architecture béta
Architecture béta
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Domaines basiques
Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Domaine caractéristique

cold shock

cold shock protein, putative

HMG
HMG
HMG
HMG
MADS box
B-box
B-box
B-box
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
b-Zip
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
C2H2
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PE10_ 0091
PFLO455¢

PFL2075¢c

PFE13 0278
PFE14 0479
PF14 0559
PF14 0612
PF14 0643
PF14 0657
PF14 0707
PF14 0383
PFB0140w
PFEBO725¢
PFE1415w
PFF0485c

MAL7P1.68
PF10665w

PF11580c

PF10 0273
PF11 0167
PFE11_0217

MAL13P1.117
MAL13P1.126

PFLO465¢

PFEF0105w
PEF0350w
PFO7 0124
PE13 0293

MALGP1.142
MALG6P1.277

PE10_ 0327
PE11 0241
PF13 0088
PFLO815w
PFL1215¢

PFLO290w
PF14 0333
PF14 0718
PFQO8 0037
PE11 0192
PF11 0053
PFF1440w
PFDO190w
PFL0O690c

PF13 0293
PF14 0489
PE13 0152
PFBO730w
PFF1185w
PFF1140c

PE10_0079
PF11 0429
PFLO575w
PFL1010c

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Zinc finger

Hélice-Tour-Hélice
Hélice-Tour-Hélice
Hélice-Tour-Hélice
Hélice-Tour-Hélice
Hélice-Tour-Hélice
Hélice-Tour-Hélice
Hélice-Tour-Hélice

Facteur général

Mediator

Mediator

Mediator

Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Modification de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

Constans

DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
DHHC-type zinc finger protein
krox

MYND finger domain protein
MYND finger protein

MYND finger protein

MYND finger protein

Myb

Myb

PfMyb2

Myb

PfMyb1

Myb

Myb

TFIb'

MED10 Mediator component
MED31 Mediator component
MED7 Mediator component
moz acetyl transferase
PfSNF2L

putative SET-domain protein
SET

SET

SET

sir2

protein sir2 homolgue, putative
brahma snf2/iswi

iswi protein homologue

PhD

PhD

PhD

PhD

PhD



PFL1210w
PFL1905w

MAL13P1.302

PF14 0315
PEF0225w
PF0O8 0048
MAL8P1.65
MAL8P1.73
PF10 0232

MAL13P1.216

PFE13 0308

Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine
Remodelage de la chromatine

PhD
PhD
PhD
PhD
SNF2
SNF2
SNF2
SNF2
SNF2
SNF2
SNF2
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1.2 — Protéines identifiées par Coulson et collaborateurs (Coulson et al. 2004)

[ PRGN POLYMERASE Il Fepb-1
PFEOT] S RHA POLYMERASE Il Rgs-7
PFILL N0 RHA POLYMERASE Il Rpb-3
PFBOMS: RHA POUYMERASE Il Rgbd
PFLALG34N A POLUYMERASE 1/H/NE:Rpb-5 [ABC2T]
PFOOISS5: A POLYMERASE 1/H/HI: Rpb-6 [ABCEY
PRILOMS  FNA POLYMERASE I Rps-7
PFLOGES:  FNA POLYMERASE I/B/HI: Ak [ABC14S|
PRADSMS:  RNA POLYMERSSE 1l-Rpsd
FFOTO037 WA POUYMERASE 1/H M1 Apb-10 [ABCIG Bets]
PFLIO02)  FONA POLYMERASE Il Rpb-11
MALIWPL 210 A POLYMERASE 1/1/HI: Rps-17 [ABCID slpha]
PFEMES:  RNA POLYMERASE LALRD
PFL1.0058 A POLYMERASE §A138
PF D0 Ml A PCAYMERASE 14122
PFLLMLY NA POLYMERASE (/B1. AL
PFLEDIS2 FNA POLYMERASE 1/8l ACTY
PEELOID RNA POLYMERASE NI C180
PRLEAM: s POLYMERASE i C1 M
PF 000y FehA POLYMERASE 0l (3
PF L1005 R POLYMERASE HiC2%
Lo 1] e POLYMERASE nii-C11
PF 1024 METOUMOMDRIAL ANA ROLYMERASE
[N AMCOPLAAT ANA POLYMRERASE sipha wbunt
P LY D00 AFCOPLAST ANA POLYMERASE alpha wibhna
PELDAMY ARCOPLAST RNA POLYRERASE bpra. bata’ & beba™ ssbunasy
PRGBS AP OPLAST Rhk POLYMERASE beca. bets' L bans”™ swbunn
PRI APCOPLAST BNA POLYRERASE bpla, beta' L beta” ssbunay
PRGN ARCOPLAST RNA POLYMERASE brta, beta’ L brka” wbuniy
PEAC TFing: TFIR
PFE | TFuf TFI8-Su
PFEQ M TE: TRP
(TNt TEID: ThP. Sy Gxcnoe
BALTFL B TEHE:TFRE.-alphy
PELQBRS TFIH XPR
PRILGMw TFIiM- D
PELTL TFIH- pid
BALIWL N TFIH. pid
PFILTS TFIH g4
PFEDSI:  TFIH- MATI [PFIOOST]
PFELBORY TFIH gycdn K
PF b4, Dabd WFIHE T,90 bl welbunits
PFLMI: TFIRC 53 alla subuna
PFELIZOY Tﬂﬂhﬂw SPT4

Pa-abrops
PFL4ETI8 WA pobymerse [Fasociaied factor SOH1
PF id i Tranacraption factor 1
BAALEPL 130 Trowacription fagtor GASA] [PFOIMGE]
PFOTB12Y T-l-hlih—l ragallaior m

PFEN “Iﬂlllrlﬂ-#ﬂﬂl- w
PFILATO: Hivtons w ’ﬁ

PRIAGHN]  Calehun-d | represscs DREAM
BAALEFL 131 w“lﬂ?ﬂl
Min<h ini - PFOT.002L PF1EDOGS, PFI310M1.

PF [4,0177, PEDOTS0: PRELMSe PFLOGS, PFLORRDS
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IT - DONNEES SUPPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 1

Comparison of 3D7 clone transcriptome data obtained from our experiments to Scripps/GNF Malaria Array data
using 3D7 clone and De Risi Plasmodium falciparum HB3 time course microarray data.

Genes that fit (+) or do not fit (-) the data are listed. Genes whose expression patterns were not available are marked “none”.
“ND” means that the expression profile was discordant between sorbitol and temperature synchronised culture in

Scripps/GNF. Malaria Array data. Average of three experiments for each clone is shown.

gene name
CHR13 41763
ZnSnf2

CHR13 40872
PHd2

CHR13 40983
PF CDPK2

PF PK2

PF PK4
CHRBLOB 36958
cdc48

HISTONE H3
HISTONE H2A
CHRBLOB 68156
PF FEST

PF BO520W

PF BO665W

PF BO815W

PF STARP

PF CDC ATP
C2143
CHRBLOB BU60D08
PF MYB3
GBP130

PF PUGBP130
ADP-RIBO FAC1
PFMYB2
HISTONE H4
HISTONE H2B
CHR11 S189
PF ERB

PF ERC

PF S40

PF MAP2

PF RAN-1
CHR11 S51

PF CK1

CHR11 8127
CYCLIN ANIA
PFMYB1

RNA POLBP
RNA POLII

PF PK6

CHR13 32969

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO0 OOOOOLOOLOOOLOOLOOLOOOLOOOOoOOoOowax

ET
-0,47
-0,9
-0,46
-1,01
0,27
-0,13
0,95
-0,34
0,05
0,79
0,48
-0,38
0,32
0,14
1,25
0,24
-0,24
-0,16
-0,65
-0,12
-0,12
0,01
0,08
-0,61
-0,14
-0,52
0,04
1,03
0,33
-0,77
0,67
0,36
-1,27
-0,15
-0,37
-0,37
-0,96
-0,65
-0,27
-0,17
-0,08
-0,34
0,59

LT
0,93
0,68
-0,7

-1,77
0,36
0,48
0,16
-0,07
-1,9
0,41
0,34
0,28
1,16
0,83
0,35
0,21
-0,66
-0,29
0,46
0,67
-0,84
-0,26
1,33
0,98
0,8
-1,21
0,63
1,09
0,38
0,35
0,63
0,35
-1,87
0,09
0,7
-1,59
-1,5
-0,24
-0,69
-2,13
-0,46
1,43
-0,99

ES
0,09
-2,12
-0,97
-1,87
-0,06
0,14
-0,44
-0,02
-2,81
1,56
0,83
1,07
0,59
0,24
0,21
0,56
0,8
-1,2
-0,35
1,86
-1,22
0,83
0,45
-0,13
-0,16
-0,73
1,43
2,08
0,37
0,93
1,09
1,1
-1,94
-0,15
1,08
0,4
-0,13
-1,86
-1,09
-3,3
-0,45
2,08
2,11

LS
-0,69
-0,5
0,97
-0,27
0,24
-0,1
0,04
-0,3
1,11
1,31
1,44
1,86
-0,39
0,29
0,14
1,29
1,75
-2,65
-1,02
-2,81
-0,19
-0,16
-0,12
-0,92
0,1
-0,53
2,21
2,44
0,23
0,85
0,78
0,82
1,77
-0,09
1,2
0,42
1,45
-1,01
-0,55
-0,01
-0,35
-1,02
1,11

accession number

MAL13P1.196
MAL13P1.216
MAL13P1.278
MAL13P1.76
MAL13P1.78
MAL6P1.108
MAL6P1.108
MAL6P1.146
MAL6P1.191
MAL6P1.232
MAL6P1.248
MAL6P1.249
MAL6P1.271
MAL7P1.91
PF BO520W
PF BOGB5W
PF BO815W
PFO07_0006
PFO7_0047
PF07_0073
PF08_0044
PF10_0143
PF10_0159
PF10_0159
PF10_0203
PF10_0327
PF11_0061
PF11_0062
PF11_0096
PF11_0098
PF11_0098
PF11_0098
PF11_0147
PF11_0183
PF11_0220
PF11_0377
PF11_0464
PF13_0022
PF13_0088
PF13_0123
PF13_0150
PF13_0206
PF13_0211

Le Roch et al.
+

+

+

+ o+ o+ + o+ o+ o+

none
none

+

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+

+

none

none

Bozdeck et al.
+

+ o+ o+ o+

o o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

+

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ 4+

none

none

170



CHR13 21780
PF PCNA

PF RNR2

PF ACTII
PP1-LIKE
D11CY3

PF TOPO 2
CALMODULIN
CHR14 132
PF RNR1
DNA PRIM
Constans
CHR9 9716
CHR14 128 B
CALCINEURIN
PF CYC-1
KHARP
RPB4-LIKE
PF RAD2
TFIIS

YOU2

PF MBP

DNA HELICASE
PF CPK
SPOU

RNA HELICASE
PF SNRNP
RSUA
PFC0060C
RNA POL1
PFC0195W
EIF-4A
PFC0485W
PFC0510W
PFC0525C
PFC0635C
PFC0740C
PFC0755C
PFC0805W
PFC0825C
PFC0915W
PFC0920W
HOX 1

PF MT C

PF POLA

PF CRK2
SAR1

PF CRK1
HOX 2

PF ATBP
CHR5 21208
PF TOPO 1

PFCYC-3 (TRYP-2)

EF-1B

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO OO0OO0OOLOOOOOLOOOLOOLOOOOLOLOOOL O OOOoOOoOOoooo

-0,16
-0,6
1,03
-0,31
-0,53
-0,52
0,13
0,78
0,12
0,58
-0,3
-0,2
03
0,32
-0,11
0,06
0,37
0,47
-0,57
0,23
1,32
-0,59
1,17
0,05
0,06
1,14
0,14
0,13
-0,55
0,37
0,01
-0,04
0,07
1,67
-0,17
0,1
-0,48
-0,6
1,03
0,62
-0,2
-0,41
-0,07
-0,68
-0,83
-0,31
-0,71
-0,48
0,36
-0,85
-0,4
-0,5
-0,01
0,27

-0,26
1,06
1,22
-0,39
0,37
-0,96
-0,22
1,07
-0,38
0,14
0,42
0,02
0,47
-0,25
0,34
-0,22
-1,34
-0,26
0,28
-0,23
-0,08
-0,1
-0,97
-0,5
0,96
-1,38
0,67
1,14
-1,68
0,34
0,67
0,69
-0,57
1,86
-0,62
-0,68
-0,54
0,01
0,46
0,91
0,88
0,92
-0,32
-2,12
0,71
-0,31
0,42
-0,85
-0,46
-0,85
0,61
-0,82
-1,22
0,68

-0,03
2,22
2,03
-0,67
-0,19

-0,72
1,42
-1,25
1,08
0,37
1,2
0,52

-0,03
-1,04
1,35

1,12
-1,53
0,04
1,29
-0,24
-0,21
-0,29
-1,58
0,05
0,51
-0,95
-1,88
-0,13
-0,51
-2,31
3,41
0,68
-0,53
-0,83
1,34
0,21
0,29
0,75
0,17
0,4
15
1,7
-0,6
0,52
0,74
0,24
-3,74
0,78
0,79
-3,53
-0,11

-0,1
2,04
1,48
-0,91
-0,32
0,28
-0,01
1,68
-0,89
1,31
-0,27
-0,12
0,35
-0,55
-0,51
0,28

0,29
-2,01
-1,55
0,22
0,02
-2,12
2,61

-0,23
-1,41
0,18
-0,79
0,02
-1,35
-0,62
-0,61
-0,82
2,05
-0,51
0,39
-0,04
1,22
0,29
0,43
-0,84
-0,51
0,46
0,38
2,56
-1,1

0,27
-1,06
0,97
-1,31
-0,14
1,04
-1,33
-0,5

PF13_0258
PF13_0328
PF14_0053
PF14_0124
PF14_0224
PF14_0316
PF14_0316
PF14_0323
PF14_0346
PF14_0352
PF14_0366
PF14_0383
PF14_0392
PF14_0423
PF14_0492
PF14_0605
PFB0100c
PFB0245¢
PFB0265¢
PFB0290c
PFB0620w
PFBO0725¢
PFBO730w
PFB0815w
PFB0855¢
PFB0860c
PFB0865w
PFB0890c
PFC0060c
PFC0155¢c
PFC0195w
PFC0445w
PFC0485w
PFC0510w
PFC0525¢
PFC0635¢
PFC0740c
PFC0755C
PFC0805w
PFC0825C
PFC0915w
PFC0920w
PFD0340c
PFDO0370w
PFD0590c
PFD0740w
PFD0810w
PFD0865¢c
PFD1160w
PFE0305w
PFE0420c
PFE0520c
PFE0920c
PFI0645w

+ o+

+

+ o+ o+

+

+ o+ 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
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+ o+ o+ 4+

+

+ o+ + o+ o+ +

+ o+ o+

none

+ o+ o+

+ o+ o+ o+

none

+ o+ 4+ + o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+ + o+ o+

+



PF B7
3-PHOSPHO
PF PHOS
CHR9 IX78E09,P1C
PF PKA
CHR11 N3190
PF HMG1

PF HMG2
KROX
NF-LIK1
CHR12 06
PFCYC-2

PF NEK-1
phdB

FSTH

PF TBP

O O O O OO OO O o o o o o o o

0,69
0,84
0,2
0,83
0,82
0,47
-0,24
-0,3
0,09
-0,58
-0,43
-0,56
0,03
0,79
0,18
0,14

0,44
1,85
1,46
-0,96
0,41
0,45
0,15
-0,17
0,36
-0,18
-1,47
-0,88
0,9
0,51
1,13
0,97

0,49

0,03
-0,42
2,08
1,03
0,5
0,11
0,85
-2,09
-2,12
0,23
0,9
-0,85
1,69
0,98

0,15
-1,31
-0,91
1,47
2,84
0,64
0,4
0,15
0,98

-1,17
0,1
0,47
-0,67
1,48
0,84

PF10930c

PFI1105w
PFI1245c

PF11280c

PF11685w
PFLO080c
PFL0145¢
PFL0O290w
PFLO465¢
PFL1030w
PFL1285¢
PFL1330c
PFL1370w
PFL1905w
PFL1925w
PFL2345¢

+ o+ + o+ o+
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none

+ o+ 4+ + o+ o+ o+

none



III - DONNEES SUPPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 4

III.1 - Donnée supplémentaire 1. Arbre phylogénétique de 159
domaines “HMG-box”.

Les séquences des domaines 159 “HMG-box” ont été alignés avec le programme ClustalW
(Thompson et al. 1994) et l'arbre phylogénétique a été construit avec le programme PHYLIP
(Felsenstein  1989). II se décompose en deux catégories: les facteurs de transcription
SOX /SRY/MATA/TCF et les facteurs architecturaux HMGB/UBF. Sont encadrés en rouge les
domaines “HMG-box” des protéines PEHMGB1 et PP HMGB2, ceux de leurs orthologues chez P. yoelii,
P. berghei, P. vivax et P. knowlesi ansi que celui de la protéine NHP1 de Babesia bovis, un parasite
apicomplexe dont le génome est riche en A+T comme celui de Plasmodium.

Pour agrandir ce document :

Site http://ec.asm.org/cgi/content/full/5/4/672/DC1
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II1.1 - Donnée supplémentaire 2. Arbre phylogénétique de 34 boites A

et boites B.

L’arbre construit comme précédemment est composé des boites A et B des proteines HMGB
de divers métazoaires et des “HMG-box” des protéines parasitaires. Il se divise en deux groupes : un
premier avec les boites B et les “HMG-box” de PFHMGB1 et PfHMGB2, un second regroupant toutes

les boites A.
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IIL.3 - Donnée supplémentaire 3. Modéeles de structures des protéines
PfHMGB1 et PFHMGB2 obtenus par homologie avec la protéine HMG1 du
hamster chinois Cricetulus griseus.

La méthode @utomatic Threading Optimisation Modelling & Evaluation a été utilisée pour la
prédiction de structure (Douguet and Labesse 2001). Chaque structure, modeles de PfHMGB1 et
PfHMGB?2 et support de HMGI1 de C. griseus (Read et al. 1993), est visualisée sous deux angles
différents. Les trois structures sont colorées selon le spectre de la lumiere, le bleu désignant la partie
N-terminale et le rouge la partie C-terminale de la protéine. En rose figure la molécule de BME,

initialement fixée a la cystéine (en cyan) située dans la premiere hélice de la structure support du
hamster chinois.

PfHMGB2

GIngs

PfHMGB1

Tyr-90

o—Helix 2

HMG1
Cricetulus griseus

Ala-81

Supplementary material 3

€ XIIBH-0

176



LISTE DES PUBLICATIONS

Galio, L., Dias Pereira, S. & Vaquero, C. (1996). Fine screening of regulatory

transcription factors. BIAjournal 3, 30-31.

Galio, L., Briquet, S., Cot, S., Guillet, ].G. & Vaquero, C. (1997). Analysis of
interactions between huGATA-3 transcription factor and three GATA regulatory elements of
HIV-1 Long Terminal Repeat, by Surface Plasmon Resonance. Analytical Biochemistry 253,
70-77.

Galio, L., Briquet, S. & Vaquero, C. (1999). Real-time study of interactions between a
composite DNA regulatory region (HIV-1 LTR NRE) and several transcription factors of

nuclear extracts. BBRC 264, 6-13

Briquet, S., Richardson, J., Vanhée-Brossollet, C. & Vaquero, C (2001). Natural
antisense transcripts are detected in different cell lines and tissues of cats infected with Feline

Immunodeficiency Virus. Gene 267, 157-164.

Briquet, S. & Vaquero, C (2002). Inmunolocalization studies of an antisense protein in
HIV-1 infected cells and viral particles. Virology 292, 177-184.

Boschet, C. ].*, Gissot, M.*, Briquet, S., Hamid, Z., Claudel-Renard, C. & Vaquero, C
(2004). Characterization of PfMybl1 transcription factor during erythrocytic development of

3D7 and F12 Plasmodium falciparum clones. Mol Biochem Parasitol 138 159-163.

Gissot, M., Refour, P., Briquet, S., Boschet, C., Coupé, S., Mazier, D. & Vaquero C
(2004). Transcriptome of 3D7 and its gametocyte-less derivative F12 Plasmodium falciparum
clones during erythrocytic development using a gene specific microarray assigned to gene

regulation, cell cycle and transcription factors. Gene 341 267-277.

Gissot, M., Briquet, S., Refour, P.Boschet, C. & Vaquero C (2005). PfMybl, a
Plasmodium falciparum transcription factor, is required for intra-erythrocytic growth and

controls key genes for cell cycle regulation. J. Mol. Biol. 346 29-42.

Briquet, S., Boschet, C., Gissot, M., Tissandié, E., Sevilla, E., Franetich, J. F., Thiery, I.,
Hamid, Z., Bourgouin , C. & Vaquero, C (2006). High-Mobility-Group Box nuclear factors of
Plasmodium falciparum. Eukaryotic cell 5 672-682.

177



	3D7 F12 transcriptome.pdf
	Transcriptome of 3D7 and its gametocyte-less derivative F12 Plasmodium falciparum clones during erythrocytic development using a gene-specific microarray assigned to gene regulation, cell cycle and transcription factors
	Introduction
	Materials and methods
	P. falciparum clones and cultures
	Amplification of PCR products and microarray construction
	Probe labeling, hybridization and data analysis
	Genomic DNA labeling
	Real time quantitative RT-PCR (qPCR)

	Results
	P. falciparum gene-specific microarray, experimental design and validation of the results
	Comparison between 3D7 and F12 expression profiles
	Comparison of the transcriptional machinery proteins in 3D7 and F12 clones

	Discussion
	Acknowledgements
	Supplementary material
	References


	PfMyb1 function.pdf
	PfMyb1, a Plasmodium falciparum Transcription Factor, is Required for Intra-erythrocytic Growth and Controls Key Genes for Cell Cycle Regulation
	Introduction
	Results
	pfmyb1 dsRNA alters parasite growth and trophozoite to schizont transition
	Decreased expression of pfmyb1 messenger is observed in pfmyb1 dsRNA-treated cultures
	Decreased expression of PfMyb1 protein is observed in pfmyb1 dsRNA-treated culture
	Genes are differentially expressed in pfmyb1 dsRNA-treated culture
	PfMyb1 is associated with the promoter of genes differentially expressed using ChIP experiments

	Discussion
	Materials and Methods
	Plasmodium falciparum culture
	dsRNA preparation
	dsRNA assay
	Parasite growth assay
	RT-PCR and RT-qPCR
	Serial immuno-precipitation and Western blotting
	Microarray construction, probe labeling, hybridization and data analysis
	Chromatin immuno-precipitation

	Acknowledgements
	Supplementary Data
	References



