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INTRODUCTION

I- SCHISTOSOME ET SCHISTOSOMIASE.

1. Généralités.

La schistosomiase ou bilharziose a été pour la premicre fois décrite en Egypte, en 1852, par le
parasitologiste allemand, Theodor Bilharz lors de la construction du Canal de Suez. La
schistosomiase est causée par un helminthe trématode sanguin du genre Schistosoma. Cinq
especes de schistosomes sont connues pour infecter I’homme : S. mansoni, S. japonicum, S.
mekongi, S. intercalatum et S. haematobium. Les quatre premiéres espéces sont associées a
des atteintes hépatiques chroniques et fibroses intestinales en raison de la localisation des
schistosomes adultes au niveau des veines mésentériques supérieures (S. mansoni), inférieures
ou encore hémorroidales (S. japonicum). S. haematobium provoque des fibroses pouvant aller
jusqu'a la calcification du tractus urinaire en raison de sa localisation au niveau des veines
drainant 1’urétre et du plexus vésical.

Les schistosomiases ou bilharzioses sont des maladies parasitaires concernant plus de 600
millions de personnes a travers 79 pays tropicaux et sub-tropicaux. On estime que 120
millions de personnes présentent tous les symptomes chroniques et que 20 millions
développent les troubles séveres de la maladie (Chitsulo et al. 2000).

En plus d’étre la seconde endémie parasitaire mondiale apres le paludisme, la schistosomiase
est la plus importante helminthiase humaine en terme de morbidité et de mortalité¢ et impose
un impact socio-économique certain sur de nombreux pays émergents concernés (Fenwick et
al. 2000).

S. mansoni est endémique de 1’ Afrique sub-saharienne, du Nord-Est du Brésil, du Surinam, du
Venezuela, des iles Caraibes, de I’Egypte ou encore de la péninsule Arabique. S.
haematobium reste circonscrite au niveau du continent africain au niveau de I’Afrique sub-
saharienne, de la vallée du Nil égyptienne, du Soudan, du Maghreb et aussi de la péninsule
Arabique. S. japonicum est endémique de 1’Asie du Sud-Est avec la Chine et quelques iles des
Philippines et de I’Indonésie. S. mekongi est présent au niveau du Bassin du Mekong au Laos
et Cambodge. Enfin S. intercalatum est rencontré trés localement au niveau de I’Ouest et du

Centre de I’ Afrique (McManus and Loukas 2008) (Planche 1 —Figure 2).
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2. Biologie, cycle de vie et transmission.

Le schistosome posséde un cycle de développement complexe durant lequel il évolue selon
plusieurs stades distincts a travers deux hotes successifs: un mammifére et un mollusque. Le
mammifeére est défini comme étant 1’hote définitif puisqu’il héberge les formes adultes et
sexuées du parasite. Cet hote peut €tre un primate (singe, homme) ou également un rongeur
dans le cas de S. mansoni ou encore un animal domestique (canidé¢, suidé ou bovidé) dans le
cas de S. japonicum pour lequel le bétail constitue un réservoir important. Le mollusque, qui
est ’hote intermédiaire hébergeant les formes asexuées du parasite, est trés spécifique de
I’espeéce de schistosome (S. mansoni infecte Biomphalaria sp., S. haematobium et S.
intercalatum infectent Bulinus sp., S. japonicum infecte Oncomelania sp., et S. mekongi

infecte Neotricula sp.).

Ce cycle de vie du schistosome est ici décrit a partir du stade cercaire, qui est le stade
infestant pour I’hote définitif, en ’occurrence I’homme (Planche 1 —Figure 1).

La cercaire ou furcocercaire (Planche 2-Figure 3) est libérée a intervalles réguliers par le
mollusque infesté et nage de maniére active en eau douce. La cercaire est composée d’une téte
qui donnera le futur jeune schistosome ou schistosomule et d’une queue bifide qui sera perdue
lors de sa pénétration active au travers de la peau de 1’hote. La cercaire dispose d’un arsenal
d’enzymes protéolytiques a son extrémité apicale lui permettant de perforer trés rapidement
(en quelques minutes) la peau de I’hote.

Les cercaires ayant pénétré évoluent trés vite en schistosomules (Planche 2-Figure 4) qui
gagnent ’appareil circulatoire par I’intermédiaire des capillaires et du systéme lymphatique,
et se dirigent, aprés quelques jours dans les poumons, vers le systéme porte hépatique puis les
veines mésentériques (dans le cas de S. mansoni), dans lesquelles ils se développent en
schistosomes adultes a sexes séparés (gonochorisme) et a trés fort dimorphisme sexuel
(Planche 3-Figure 1). Le caractére gonochorique du schistosome est unique au sein des
plathelminthes. Les schistosomes adultes ont un corps pouvant varier de 7 a 20 mm avec deux
ventouses terminales (buccale et ventrale), un tégument bordé par une membrane
heptalaminée, un tractus digestif aveugle et des organes reproducteurs. Le dimorphisme
sexuel des schistosomes s’illustre par la forme trés caractéristique du ver adulte male qui
dispose d’un canal gynécophore lui permettant de maintenir le ver femelle (plus long et plus

fin) en permanence. Cette configuration particuliére permet au couple de schistosomes d’étre
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en accouplement permanent et assure a la femelle la capacité de pondre continuellement un
grand nombre d’ceufs. La production des ceufs commence environ 4 a 6 semaines apres
I’infestation et dure tout au long de la vie du parasite qui peut habituellement durer une
dizaine d’année. Une femelle peut pondre plusieurs centaines (S. mansoni, S. haematobium, et
S. intercalatum) voir plusieurs milliers d’ceufs (S. japonicum et S. mekongi) par jour (Loker
1983). Les ceufs sont pondus dans la lumiére des veines ou réside le couple de schistosomes et
se retrouvent donc dans le circuit sanguin. Les ceufs sont pourvus d’un éperon dont la position
est spécifique de chaque espéce de schistosome) (Planche 2-Figure 1) qui va leur permettre
de s’infiltrer et de traverser les tissus de 1’hote. Ainsi dans le cas de S. mansoni, la grande
majorité des ceufs pondus au niveau des capillaires mésentériques va « forcer » les tissus pour
se retrouver dans le tube digestif pour ensuite étre expulsée dans les selles. Dans le cas de S.
haematobium, les ceufs pondus au voisinage du tractus urinaire traversent les tissus de la
vessie pour se retrouver dans les urines. Pour cette raison S. haematobium a été le premier
schistosome suspecté, déja depuis 1’antiquité, en raison de la détection facile des ceufs dans
les urines et de I’hématurie provoquée par leur passage.

Les oeufs ¢éliminés dans les féces éclosent au contact de 1’eau douce pour donner naissance a
des larves cili¢ées ou miracidiums (Planche 2-Figure 2) qui seront en mesure de détecter et de
pénétrer le tégument d’un mollusque hote intermédiaire. Dans le cas de S. mansoni, 1’hote
intermédiaire est un mollusque d’eau douce, pulmoné, appelé Biomphalaria glabrata.

Chaque miracidium entame la phase de reproduction aséxuée du parasite et se transforme en
sporocyste primaire qui se différencie ensuite en centaines de sporocystes secondaires ou
filles a I’origine de plusieurs milliers de cercaires évacuées dans I’environnement (Ross et al.

2001).

Les vers ne sont pas par eux-mémes responsables de la maladie. La pathologie bilharzienne
est liée a la présence des centaines d’ceufs pondus chaque jour par la femelle adulte et qui se
retrouvent piégés dans les tissus de 1’hote définitif et en particulier dans le foie (Planche 4-
Figure 2, 3). En effet, les ceufs pondus au niveau des veines mésentériques, particulicrement
pour S. mansoni sont inévitablement entrainés par la circulation sanguine en direction du foie.
Chaque ceuf coincé dans le tissu hépatique entraine une réaction inflammatoire intense qui ne
parvient pas a éliminer ce corps étranger et aboutit a la formation d’un granulome qui
séquestre I’ceuf et coupe tout contact avec les tissus de 1’hote. Au cours de I’infestation
continue par le schistosome, la multiplication des granulomes meéne a la fibrose hépatique,

déterminant ainsi une occlusion vasculaire qui est a 1’origine de I’hépato-splénomégalie
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rencontrée chez les patients atteints de cette maladie (Planche 4-Figure 1). Le tableau
clinique, li¢ a D’intensité de l’infestation, regroupe généralement asthénie, prurit, urticaire,
dysenterie et quelques fois Iésions rénales, voire plus rarement manifestations neurologiques.
La fibrose généralisée du foie provoque une hypertension artérielle responsable de varices
oesophagiennes. La schistosomiase est avant tout une maladie chronique débilitante, mais il
peut arriver que la mort survienne suite a la rupture de ces varices qui entrainent des

hémorragies (King et al. 2006).

3. Controle de la transmission.

La schistosomiase est un probléme grave de santé publique en particulier en Afrique
subsaharienne ou environ 85% des cas sont retrouvés. Comme toute maladie parasitaire, la
schistosomiase est sous-jacente a des problémes sans précédent d’hygiene, d’assainissement
et d’éducation sanitaire qui sont le lot quotidien des pays les plus pauvres du globe. Les
groupes a haut risque sont principalement les enfants d’age scolaire et adolescents, mais
¢galement les membres de professions impliquant un contact avec les eaux infestées
(pécheurs, agriculteurs ...) ainsi que les femmes dans leurs taches domestiques (Gryseels et
al. 2000).

Il est évident que dans les zones d’endémie importante, le traitement anti-parasitaire utilisé
seul, lorsqu’il est véritablement entrepris, n’a aucun effet durable sur les populations qui se
réinfestent inlassablement au contact des eaux contaminées (Fenwick et al. 2006). Divers
programmes de lutte intégrée prenant en compte I’amélioration de 1’assainissement et de
I’accés a ’eau salubre ainsi que 1’éducation pour la santé n’ont jamais vraiment pu étre
pleinement appliqués dans les zones les plus nécessiteuses. Cela en raison de défaut de
moyens de communication, de faibles moyens mis en ceuvre ou encore des priorités politiques
qui, on le comprend bien, s’occupent de problémes encore plus graves. Seuls quelques pays
endémiques plus aisés arrivent a tirer des bénéfices durables de ce genre de campagne comme

par exemple 1’ Arabie Saoudite (al-Madani 1990).

a) Controle des populations de mollusques

Diverses stratégies environnementales ont été pensées et entreprises pour tenter d’influer sur
la schistosomiase en agissant sur le mollusque hote intermédiaire (Li et al. 2007). On sait en

effet que les modifications environnementales liées au milieu de vie du mollusque (qui vit en
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général au niveau de la végétation bordant les rives a I’interface eau-terre) peuvent avoir une
influence sur les populations de mollusques. Ainsi la construction du barrage de Diama sur le
fleuve du Sénégal a déplacé les populations de B. glabrata et par la méme occasion introduit
S. mansoni en Mauritanie et au Sénégal. De la méme manicre, le barrage d’Aswan en Egypte,
semblerait avoir fortement diminué les infestations a S. haematobium au détriment de
I’installation de S. mansoni au Nord du pays. Les divers moyens de lutte contre les
mollusques employés, tels que 1’utilisation massive de mollusquicides (Dai et al. 2008),
I’assechement des marécages, le bétonnage des canaux d’irrigation, I’élimination de la flore
dont se nourrit I’hote intermédiaire, le déploiement de prédateurs des mollusques ou de
compétiteurs pour la méme niche écologique (Coelho et al. 2008) etc, n’ont jamais vraiment
donné de résultats satisfaisants (McManus and Loukas 2008). Ces échecs sont principalement
dus a des colts quelquefois démesurés, des impacts environnementaux désastreux et surtout
aux capacités d’adaptation souvent sous-estimées des mollusques qui sont capables de
recoloniser un écosystéme récemment asséché ou encore dans une certaine mesure de
s’adapter a la pollution humaine, voire méme de tirer profit de la matiére organique qu’elle

génere (Teles 2005).

b) Controle de la maladie

o Le praziquantel (PZQ)

L’arsenal thérapeutique utilisé a ce jour pour lutter contre la schistosomiase se limite a une
seule et unique molécule hautement efficace et trés bien tolérée, a savoir le Praziquantel
(Biltricide® (Bayer)) (Fenwick et al. 2006) (Planche 4-Figure 4, 5). Cette drogue connue a
I’origine pour €tre un anxiolytique a commencé a étre appliquée en parasitologie au milieu
des années 70, un peu par hasard, pour étre trés rapidement reconnue indispensable par
I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé¢) dans la lutte contre la schistosomiase. On peut
citer d’autres drogues autrefois utilisées telles que I’antimoine, 1’Oltipraz®, le Métrifonate®
(Bayer), I’Oxamniquine® (Pfizer) présentant la plupart du temps trop d’effets secondaires non
négligeables mais aussi des colits de production trop importants associés a des spectres
d’activité limités. Seul le PZQ est actif sur toutes les espéces de schistosomes et peut méme
étre étendu a la lutte contre les distomatoses (douves hépatiques, intestinales et pulmonaires)
et les cestodoses (Taenia sp. Echinococcus sp.). Le colit du traitement au PZQ a été ramené a

moins de 25 centimes de dollar US pour I’adulte, et il est encore moindre pour 1’enfant.
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Le PZQ est une pyrazinoisoquinoline qui a un effet quasiment immédiat sur le ver en
provoquant un violent influx calcique dans le tégument et les muscles sous-jacents,
déclenchant de violentes contractions musculaires, la paralysie et la rupture du tégument. Les
parasites se détachent finalement de la paroi des vaisseaux sanguins et sont progressivement

dégradés par le systéme immunitaire.

Le PZQ présente néanmoins quelques failles qui pourraient bien un jour créer des résistances
chez les schistosomes et donc le rendre inefficace.

En effet, Le PZQ ne prévient aucunement la réinfestation qui ressurgit généralement 6 a 8
mois apres traitement pour les populations restant au contact des eaux contaminées (King et
al. 2000).

Le PZQ n’est pas actif sur les formes larvaires de schistosome (Botros et al. 2005a) et peut
donc ¢liminer des vers adultes déja installés dans ’organisme tout en ignorant les
schistosomules qui sont en train d’effectuer la migration vers les veines mésentériques.

Le mécanisme d’action précis du PZQ n’est pas vraiment connu (Jeziorski and Greenberg
2006) comme d’ailleurs c’est le cas d’un grand nombre de molécules tranquillisantes et
anxiolytiques (ce qui dans 1’absolu n’est pas un probléme dés I’instant ou la molécule est
efficace) mais qui peut entraver I’optimisation de la molécule par I’industrie pharmaceutique.
Le PZQ est la plupart du temps utilis¢ de manicre totalement inadaptée sans véritable
stratégie. Ainsi en Afrique subsaharienne seuls 4 millions d’enfants, soit uniquement 3% de la
population africaine a traiter, ont acces au PZQ.

Enfin le PZQ est utilis¢ en monothérapie. Or il est admis que les stratégies de lutte anti-
parasitaire basées sur des approches monothérapeutiques sont rapidement dépassées. Cela a
pu étre observé dans le cadre de la lutte contre le paludisme, par exemple a Madagascar ou la
chloroquine, utilisée en monothérapie et en premicre ligne depuis soixante ans n’a plus aucun

effet (Randrianarivelojosia et al. 2000, Randrianarivelojosia et al. 2006).

Méme si actuellement aucune souche de schistosome résistante au PZQ n’a clairement été
décrite, des baisses de susceptibilité a la drogue ont été rapportées aussi bien in vitro que sur
le terrain (Doenhoff et al. 2002, Botros et al. 2005b). Face a la crainte de I’apparition d’une
résistance au PZQ, la recherche et le développement de nouveaux composés actifs contre les

schistosomes deviennent une nécessité encouragée par I’OMS.
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Certaines nouvelles drogues pourraient étre des alternatives séduisantes ou complémentaires
au PZQ. C’est le cas de I’artemether (Planche 4-Figure 6), un dérivé semi-synthétique de
l'artémisinine, qui est actif contre les formes immatures de schistosome dans 1’hote définitif
(Keiser and Utzinger 2007). Le mécanisme d’action de I’artemether reste peu connu, si ce
n’est que 1’ouverture du pont endoperoxyde de la molécule entraine la production de radicaux
libres a 1’origine de perturbations cellulaires pour le parasite. Cependant, 1’artemether est déja
utilisé dans le cadre de la lutte contre le paludisme dans des conditions bien contrdlées et son

utilisation contre le schistosome n’est pas encore d’actualité.

o Les stratégies vaccinales

La découverte d’un vaccin pourrait présenter une nouvelle alternative aux méthodes actuelles
basées essentiellement sur la chimiothérapie. Divers candidats vaccinaux ont été testés au
cours des derniéres années, a savoir la glutathione S-transferase 28 (Sm28-GST) par notre
laboratoire (Capron et al, 2005), la paramyosine, I’Ir-V5 (un homologue de la myosine), la
triosephosphate isomerase, ou encore la Sm14-FABP (Fatty Acid- Binding. Protein), mais
aucun n’est parvenu a prévenir 1’infestation et ’installation du parasite (Mcmanus & Loukas,
2008). Néanmoins, le candidat vaccinal Sm28-GST produit sous le nom de BILHVAX et mis
au point dans notre laboratoire, constitue un vaccin thérapeutique prometteur contre le
schistosome. En effet, BILHVAX diminue de maniére significative la fécondité du ver adulte
femelle et la viabilité des ceufs responsable des signes cliniques de la schistosomiase. Le
BILHVAX est a ce jour le seul candidat vaccinal contre le schistosome en phase III d’essai

clinique (Capron et al. 2005).

4. Schistosome et relation hote-parasite : bases de I’étude et enjeux du
laboratoire.

Le développement de nouvelles stratégies vaccinales et chimiothérapeutiques réside dans
I’identification de nouveaux antigénes ou de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques du
schistosome. La taille du génome de schistosome est estimée a environ 280 Mb pour environ
20 000 genes. Les récentes avancées sur le séquencage (LoVerde et al. 2004) et 1’annotation
du génome couplé a la transcriptomique (Verjovski-Almeida et al. 2003) et protéomique (Liu

et al. 2008) du schistosome permettent d’aborder la biologie moléculaire du parasite avec de
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nouveaux horizons. Voici donc les enjeux actuels de la recherche biomoléculaire sur les

schistosomes.

Dans ce cadre, notre équipe s’est progressivement intéressée aux phénomenes clés de la
survie du parasite S. mansoni a savoir le développement, la croissance et surtout la
reproduction. En effet la reproduction du schistosome est un point crucial pour le contrdle du
parasite qui pond énormément et les processus moléculaires menant a la fertilité démesurée du

ver adulte femelle sont trés peu connus.

De nombreuses évidences scientifiques ont montré depuis trés longtemps que I’hote définitif
et le parasite influaient I’un sur I’autre réciproquement. Il est donc apparu évident que 1’étude
du dialogue moléculaire hdte-parasite pouvait aider a décrypter les modalités de
développement du parasite. De nombreux travaux ont montré que diverses hormones et

facteurs de croissance de I’hote avaient un effet sur I’infestation parasitaire.

Les hormones sexuelles stéroides - Il est clairement établi que le statut hormonal du
mammifere hote définitif influe sur la schistosomiase. Ainsi aussi bien chez I’homme que
chez la souris, les jeunes individus (avant la puberté) et les individus femelles développent des
schistosomiases plus séveres que les individus males (Nakazawa et al. 1997). Les modalités
exactes d’action de ces hormones ne sont pas connues mais de nombreux faits intéressants ont
pu étre observés in vivo. Il semblerait que la testostérone joue un role crucial dans
I’établissement de la schistosomiase puisque son ajout a des souris femelles diminue
I’intensité de 1’infection et sa privation par castration chez les males augmente 1’intensité de
I’infection. De plus, la DHEA (Déhydroepiandrostérone), une autre hormone stéroidienne,
pourrait avoir les mémes effets que la testostérone (Fallon et al. 1998).

Cependant ces observations in vivo manquent d’évidences moléculaires. Les effets de ces
hormones sexuelles testées in vitro montrent des résultats contradictoires et a ce jour un seul
récepteur stéroidien (a I’androstane) a été découvert chez le schistosome (Hu et al. 2006). Ces
hormones agiraient-elles directement sur le parasite ou sur le parasite par I’intermédiaire de

I’hote mammifere, en modulant la réponse immune ?

Les hormones thyroidiennes - Elles semblent également jouer un rdle dans le
développement parasitaire puisque chez des souris hypothyroidiennes les parasites se

développent plus lentement, sont de taille diminuée et la fécondité du ver femelle est
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¢galement diminuée (Wahab et al. 1971). Le phénomene inverse se produit dans le cas d’une
infection de souris hyperthyroidiennes (Knopf and Linden 1985). Cependant comme pour les
hormones sexuelles stéroides, ces évidences in vivo peinent a étre complétées d’évidences
moléculaires. A ce jour seulement deux molécules homologues aux récepteurs aux hormones
thyroidiennes ont été¢ décrites in silico (Wu et al. 2006). Ces hormones agiraient-elles
directement sur le parasite ou sur le parasite par I’intermédiaire de 1’hdte mammifére, en

modulant le métabolisme de 1’hdte?

Les cytokines - Le role de certaines cytokines a clairement ét¢ montré in vivo. Le TNFa a un
effet positif sur la fécondité des vers adultes femelles puisqu’il augmente la ponte de manicre
dose dépendante (Amiri et al. 1992). De plus, des souris SCID (dépourvues de lymphocytes)
infestées par le schistosome, présentent une réduction nette du nombre d’ceufs hépatiques
alors que la charge parasitaire reste ¢levée. L’interleukine 7 (IL-7) semble aussi avoir un effet
positif sur le parasite (Wolowczuk et al. 1999b, Wolowczuk et al. 1999a). L’administration
intradermique d’IL-7 la veille de I’infestation, conduit a une augmentation significative de la
charge parasitaire sans modification notable de la réponse humorale. Inversement, dans le cas
d’infestation chez des souris déficientes pour 1’expression de I’IL-7, la charge parasitaire est
diminuée. De plus, on peut souligner que ces vers sont de taille réduite (phénotype « dwarf »).

Cependant I’hypothese d’une action directe de 1’IL-7 sur le parasite n’a pas été démontrée.

Les facteurs de croissance - L’insuline est le facteur de croissance dont 1’effet sur le parasite
est le plus controversé. Les différentes expériences réalisées in vitro sur le schistosome sont
relativement anciennes et considérent de nombreux parametres différents. Ceci est peut tre a
I’origine de la contradiction des résultats décrits. D’un coté il a été montré qu’en présence
d’insuline le parasite résistait mieux aux anticorps et au complément (Levi-Schaffer and
Smolarsky 1981), qu’il augmentait sa consommation d’oxygene (Cornford 1974) et qu’il
tendait a vivre plus longtemps (Basch and Humbert 1981). Dans un second temps des
expériences complémentaires ont conclu a une indépendance du parasite vis-a-vis du glucose
avec une incapacité de 1’insuline de vertébrés a se fixer sur des extraits parasitaires (Clemens
and Basch 1989a). Quelques résultats in vivo obtenus chez des souris traitées par de 1’insuline
porcine indiquent que la charge parasitaire est plus élevée avec des vers de taille plus grande
(Saule et al. 2005). Au laboratoire, des récepteurs de I’insuline (IR), SmIR-1 et SmIR-2, ont

été¢ découverts et caractérisé€s et leur interaction avec la pro-insuline humaine a été prouvée.
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Les résultats exposés dans ce mémoire apportent des nouvelles données en faveur d’une
implication de I’insuline humaine dans la régulation de la prise de glucose par le parasite.

D’autres facteurs de croissance ont aussi un impact sur le parasite. Des études montrent que
chez le schistosomule, le PDGF (Platelet Derived Growth Factor) et 'EGF (Epidermal
Growth Factor), ont un effet net sur la croissance et I’incorporation de thymidine tritiée alors
que le FGF (Fibroblast Growth Factor) ne stimulerait pas le développement du parasite
(Clemens and Basch 1989b). Par la suite le récepteur de 'EGF de S. mansoni a été cloné
(Shoemaker et al. 1992) et au laboratoire nous nous sommes intéressés a 1’effet de ’EGF
humain sur les sporocystes in vitro démontrant une stimulation de la synthése d’ADN et de

protéines (Vicogne et al, 2004).

De manicre générale, les hormones et facteurs de croissance sont des molécules messageres
qui agissent sur un type cellulaire donné pour réguler des mécanismes cellulaires variés
(division, différenciation, et prolifération cellulaire ...). A I’échelle d’un organisme, ce sont
des phénomeénes clés pour la survie tels que le développement, la croissance ou encore la
reproduction qui seront modulés.

Les différents exemples de « détournement » des hormones et facteurs de croissance de 1’hote
par le parasite suggerent fortement que le parasite posséde un réseau de voies de signalisation
fortement conservé, proche de celui de I’hdte, en mesure d’utiliser ses propres molécules
(Dissous et al. 2006).

Or il est admis que la plupart de ces voies de signalisation s’articulent autour de protéines
capables de phosphoryler des substrats pour réaliser des cascades de phosphorylation. Ces
protéines sont appelées kinases.

Sur ces constatations, notre équipe a commencé a s’intéresser progressivement aux protéines
kinases du parasite S. mansoni. L’attention du laboratoire se porte plus particulierement sur
les Récepteurs a activité Tyrosine Kinase (ou RTK) puisqu’ils sont a I’interface de la
communication héte-parasite. De plus leur étude dans notre laboratoire a permis d’apporter

des évidences moléculaires quant a 1’effet contesté ou non de certains facteurs de croissance.
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II- PROTEINES KINASES ET SIGNALISATION

Notre équipe s’est particulicrement intéressée aux kinases de schistosome pour plusieurs
raisons. Les kinases sont des acteurs-clés pour une multitude d’événements cellulaires de base
et vont donc influer sur les grandes fonctions essentielles a la survie d’un organisme a savoir
le développement, la reproduction ou encore le métabolisme (Robinson et al. 2000). En plus
de I’intérét fondamental que peut susciter leur étude, leur role essentiel les rend attractives en
tant que futures cibles potentielles pour le «design» de nouvelles drogues contre le

schistosome (Knobloch et al. 2006).

Les kinases sont des enzymes du groupe des transférases catalysant les réactions de
phosphorylation (ajout d'un groupement phosphate) sur un substrat pour en modifier son
activité. En effet, la phosphorylation réversible constitue le type de régulation post-
traductionnelle le plus répandu chez les eucaryotes. Ce substrat peut étre de nature diverse :
glucidique (glucokinases), lipidique (sphingosine kinase, P13 kinase) ou protéique. Nous nous
focaliserons sur les « protéines » kinases qui phosphorylent les protéines sur des résidus
sérine, thréonine ou encore tyrosine et qui sont au ceeur des principales voies de signalisation
cellulaire connues et de réseaux sophistiqués de régulation. Les protéines kinases sont
impliquées dans des processus cellulaires trés variés, incluant métabolisme, transcription,
régulation du cycle cellulaire, réarrangements du cytosquelette, mouvements cellulaires,
apoptose et différenciation. Il ne faut pas oublier que les protéines kinases ont aussi un role a
jouer dans la communication intercellulaire durant le développement, le maintien de
I’homéostasie, ou encore dans le fonctionnement du systéme nerveux ou du systéme

Immunitaire.

1. Classification des protéines kinases

On estime que les protéines kinases constituent environ 2% du protéome des eucaryotes avec
environ 30% du protéome directement concerné par leur phosphorylation. Ces protéines
kinases sont définies sous le terme ePK (Eukaryotic Protein Kinase) ( Hubbard and Till 2000,
Manning 2005).

La classification actuelle des ePK a pour base la nomenclature de Manning basée sur les

familles de kinases humaines (Manning et al. 2002b). Cette classification prend en compte des
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similitudes de séquences et des données de structure pour les domaines catalytiques mais
aussi pour les domaines adjacents et parfois les fonctions biologiques lorsqu’elles sont
disponibles. Les kinomes connus de différents organismes mode¢les, a savoir principalement
Drosophila melanogaster et Caenorhabditis elegans et la levure Saccharomyces cerevisiae
ont été comparés a cette classification. De maniere générale, la comparaison des kinomes
montrent que de nombreuses familles de kinases sont conservées pour I’ensemble de ces
organismes avec néanmoins des particularités que 1’on peut expliquer par le fait que certains

organismes aient des besoins particuliers (Manning et al. 2002a) ; (Manning 2005).

Les principaux groupes sont les suivants (Miranda-Saavedra and Barton 2007) (Planche 5-
Figure 1) :

-AGC: kinases dépendantes des nucléotides cycliques, des phospholipides ou encore du
calcium (telles que les Protéines kinases dépendantes de I’AMP cyclique (PKA), protéine
kinase G (PKQ), protéine kinase C (PKC) ...).

-CAMK: kinases dépendantes de la calmoduline (telle que la PDK pour kinase dépendante des
Phosphoinositides).

-CK1: les casein kinases 1.

-CMGC: Ce groupe contient les CDK (kinases dependantes de la cycline), les MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), les GSK (Glycogen Synthase Kinase) et autres kinases
apparentees aux CDK.

-STE: Ce groupe contient les kinases activatrices des MAPK.

-TK : Les Tyrosines Kinase (qui seront détaillées par la suite).

-TKL : Les Tyrosines Kinase Like qui sont en fait des sérine-thréonine kinases (S/T kinases).

2. Diversité et conservation des kinomes d’organismes modéles.

Les comparaisons phylogénétiques réalisées entre ces différents kinomes d’organismes
montrent que les ePK sont globalement bien conservées au sein des eucaryotes (Planche 6-

Figure 1).

Sur 212 sous-familles d’ePK caractérisées, 189 sont présentes chez ’homme. On pense en
effet que la complexité d’organisation des mammiféres nécessite un grand nombre de
protéines kinases pour maintenir les fonctions évoluées telles que [’angiogénese,

I’hématopoiese, ou encore la régulation du systéme immunitaire adaptatif. L’homme possede
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des classes d’ePK qui lui sont propres comme les RTK de la famille des Tie exprimés au
niveau des cellules endothéliales ou encore les RTK Axl qui ont une fonction au niveau des

tissus neuraux et hématopoiétiques (Hafizi and Dahlback 2006).

Sur les 212 sous-familles d’ePK connues, 53 sont communes de la levure a I’homme laissant
penser que la « fonction » protéine kinase a pu étre établie dés I’origine des eucaryotes. On
peut noter a ce sujet qu’il n’existe pas d’ePK chez les procaryotes, mais des histidines kinases
et des ePK-like possédant bien un pouvoir phosphorylant mais une similitude de séquence tres
faible avec les ePK (de I’ordre de 10%) (Kannan et al. 2007).

Chez les protistes ou les ePK sont bien présentes, des particularités sont observées. Ainsi chez
les trypanosomatidés (trypanosomes et Leishmania), une grande abondance de familles de
kinases STE et CMGC (en particulier les CDK), impliquées dans la régulation du cycle
cellulaire, est remarquée alors que les TK semblent absentes (Naula et al. 2005). Plasmodium
falciparum présente des particularités encore plus surprenantes puisqu’il semblerait que
beaucoup de STE kinases, soient cette fois-ci absentes. Ainsi aucun STE7/11 et 20 n’a été
retrouvée a ce jour chez ce parasite (Dorin et al. 2005). De plus la encore les TK semblent
absents chez P. falciparum (Ward et al. 2004) comme c’est le cas chez les levures (Shiu and
Li 2004). A la place de cela une nouvelle famille d’ePK a ¢ét¢ découverte chez les
Apicomplexa, a savoir la famille FIKK. De récents travaux ont d’ailleurs montré I’activité de
phosphorylation in vitro des FIKK malgré ’absence de la triade de glycine GxGxxG
nécessaire a la fixation de I’ATP et évoquent une fonction de ces protéines dans le
remodelage de la surface érythrocytaire lors de I’infection par P. falciparum (Nunes et al.
2007).

Chez les invertébrés, on peut aussi remarquer que chaque kinome posseéde ses particularités et
que toutes les kinases d’invertébrés ne sont pas par défaut incluses dans celles que I’on peut
trouver chez les vertébrés supérieurs. C. elegans possede 15 familles d’ePK originales non
partagées avec ’homme, en particulier des ePK de la classe des CK1 (géne spe-6), des TK (la
sous-classe Fer avec le gene spe-8) et autres ePK non classées. L’hypothése selon laquelle ces
ePK seraient nécessaires aux fonctions biologiques spécifiques du nématode a été avancée. En
effet, il est admis que les fonctions reproductrices nécessitent une adaptation et donc une
évolution rapide. Or les geénes spe-6 et spe-8 sont connus pour avoir des fonctions dans la
spermatogenese du nématode (Muhlrad and Ward 2002).

En terme de kinases, D. melanogaster semble plus proche de I’homme que ne I’est C. elegans.

En effet quasiment toutes les familles de kinases retrouvées chez D. melanogaster se
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retrouvent globalement chez 1’homme, a I’exception de quelques curiosités, concernant
particulierement les RTK qui seront décrits dans le chapitre sur les RTK.

Pour de nombreux autres insectes comme Aedes aegypti, Anopheles gambiae, Apis mellifera,
Nasonia vitripennis, Tribolium castaneum et autres insectes modeles, les annotations
prédictives des récents génomes laissent apparaitre de nombreuses familles de kinases
attendues bien que leur inventaire n’ait pas vraiment été fait jusqu'a présent. Des données
récentes sur le kinome d’oursin (Bradham et al. 2006) indiquent que le panel d’ePK dont
dispose I’oursin est trés proche de ce qui est rencontré chez ’homme avec seulement 4
familles d’ePK manquantes ce qui souligne le haut degré d’évolution des organismes

¢épithélioneuriens.

3. Legroupe des TK

Les familles qui nous intéressent plus particulierement sont celles qui appartiennent au groupe
des TK. Comme leur nom I’indique, les TK catalysent la phosphorylation ATP-dépendante de
leur protéine cible sur des résidus Tyrosine spécifiques. Les différentes études portant sur les
kinomes d’organismes unicellulaires laissent penser que les TK sont apparues chez les
métazoaires bien que de récents travaux in silico mentionnent la présence d’une TK
cytosolique chez le parasite unicellulaire Entamoeba histolytica (Miranda-Saavedra and
Barton 2007) (Loftus et al. 2005). Trés récemment des TK ont été décrites in silico chez les
plantes, ce qui n’avait jamais été découvert auparavant bien que la phosphorylation sur les
tyrosines soit connue chez ces organismes. Quatre TK avec tous les résidus nécessaires a
I’activité catalytique ont été trouvées dans le génome de Oriza sativa ssp. Japonica (Miranda-

Saavedra and Barton 2007).

Les TK sont classées en 2 super-familles: Les Non-Récepteurs Tyrosine Kinases (NRTK) qui
sont des TK cytosoliques (CTK) et les Récepteurs Tyrosine Kinases (RTK) (Planche 7-
Figure 1).

a) Les NRTK (Planche 8-Figure 1)

Les NRTK constituent une vaste famille de protéines de signalisation qui se répartissent chez
I’homme dans 10 sous-familles (SRC (premiére famille découverte avec I’oncogeéne du virus

du Sarcome de Rous), ABL, JAK, ACK, CSK, FAK, FES, FRK, TEC et SYK). Ces Tyrosine
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Kinases cytosoliques sont composées d’un domaine catalytique de type TK et de différents
domaines extra-catalytiques qui leur conférent des propriétés particulieres et permet leur
classification (Blume-Jensen and Hunter 2001) ; (Robinson et al. 2000). Les NRTK sont
impliquées dans les interactions protéine-protéine, protéine-lipide ou encore protéine-ADN.
Parmi les domaines d’interactions les plus importants nous pouvons citer les domaines SH2
(SRC homology 2), SH3 (SRC homology 3) et PH (Pleckstrin homology) qui sont des
adaptateurs moléculaires jouant un role trés important dans la distribution des signaux au
niveau des molécules effectrices (Koch et al. 1991) ; (Hirata et al. 1998) et donc dans les
cascades signalétiques intracellulaires. En effet, une protéine de voie de signalisation doit étre
en mesure de détecter la phosphorylation d’un partenaire en amont ou encore son changement
de conformation pour pouvoir y réagir.

Le domaine SH2 permet la reconnaissance spécifique de séquences peptidiques contenant une
tyrosine phosphorylée. Ce domaine d’une centaine d’acides aminés contient deux poches de
fixation constituées de feuillets . La premiére poche contient une arginine conservée
(I’arginine BBS5) qui entre en interaction avec une tyrosine phosphorylée. Cette poche est trop
profonde pour permettre 1’interaction avec une phosphosérine ou une phosphothréonine. Une
seconde poche en aval est spécifique du peptide ou de la protéine phosphorylée.

Le domaine SH3, constitué¢ d’environ 60 acides aminés, présente une spécificité pour des
peptides riches en proline de motif général PXXP. Le domaine SH3 est constitu¢ de 3 sous-
sites (S0, S1, S2). Il a été montré que le sous-site S2 doit fixer une arginine proche du
domaine riche en proline pour que I’interaction soit possible.

Enfin le domaine PH (Pleckstrin homology) permet la fixation aux lipides
phosphatidylinositol pour permettre le recrutement des protéines vers la membrane plasmique.
Ces régions contiennent trois boucles variables chargées positivement qui vont pouvoir

interagir avec des phospholipides spécifiques.

b) Les RTK

Les RTK forment une famille diversifiée (Planche 8-Figure 2) comprenant plus de 50
glycoprotéines de structure modulaire contenant : un domaine transmembranaire hydrophobe
unique sous forme d’une hélice a (permettant ’ancrage du RTK a la membrane plasmique) ;
un domaine extracellulaire capable de fixer un ligand (la plupart du temps un polypeptide
soluble) ; un domaine intracellulaire contenant un domaine juxtamembranaire, le domaine

catalytique TK et le domaine C terminal plus ou moins long pouvant contenir des sites de
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recrutement pour des substrats ou encore des sites nécessaires a 1’endocytose des récepteurs et

donc leur renouvellement.

Les RTK semblent étre spécifiques des eucaryotes métazoaires. L’émergence de ces
récepteurs pourrait étre liée a D’apparition de la communication intercellulaire devenue
incontournable des lors que des organismes unicellulaires ont commencé a s’associer
(Planche 6-Figure 2). L’apparition des métazoaires est a 1’origine de nouvelles fonctions
cellulaires (différenciation, prolifération, apoptose ou quiescence) qu’il devient alors
nécessaire de controler (Skorokhod et al. 1999). Aucun RTK n’a été décrit chez les plantes,
les champignons et ni chez des unicellulaires si ce n’est un ancétre de récepteur de I’EGF
chez les choanoflagellés (King and Carroll 2001). On retrouve des RTK chez les premiers
métazoaires comme les spongiaires (Muller et al. 1999a), les cnidaires (Miller and Steele
2000) ; (Reidling et al. 2000) ou encore les tuniciers (Kulman et al. 2006) ; (Leveugle et al.
2004) jusqu’a I’homme ou une classification servant de référence a été établie. Les kinomes
d’invertébrés peuvent présenter un répertoire de RTK particulier. Certaines fois, des RTK
attendus ne sont pas retrouvées alors que de nouvelles familles (quelquefois difficiles a
classer) font leur apparition.

Les RTK décrits chez des organismes primitifs a 1’origine des métazoaires tels que les
spongiaires ou encore les cnidaires présentent pour beaucoup des structures atypiques. On
retrouve des récepteurs avec des domaines extracellulaires de type lectine chez 1’hydre
(Reidling et al. 2000) et des récepteurs hybrides entre les récepteurs de 1’insuline et de I’'IGF
chez les spongiaires (Skorokhod et al. 1999).

Un inventaire des RTK a été réalisé chez 1’oursin marin (Strongylocentrotus purpuratus) qui
permet de retrouver la plupart des RTK humains, avec néanmoins la présence de RTK
atypiques (dont un est inclus dans les résultats de ce mémoire) (Lapraz et al. 2006).

Un état des lieux des RTK, dressé chez C. elegans, montre que le ver partage avec I’homme
beaucoup de familles de RTK, mais surtout possede des familles qui lui sont propres et qui
d’ailleurs restent non classées (Plowman et al. 1999).

Pour de nombreux autres invertébrés, dont en particulier les insectes, ou les séquencages et
annotations de génomes ont grandement avancé, les inventaires précis sur les RTK tardent
encore a paraitre. Il est alors bien possible de passer a c6té d’une nouvelle famille de RTK.
Chez la drosophile, on retrouve la quasi-totalité des familles de RTK communes a ’homme,
comme les FGF-R impliqués dans la morphogénése, des récepteurs de 1’insuline impliqués

dans le développement et le métabolisme, des récepteurs de I’EGF, efc. On pourra néanmoins
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souligner qu’il ne semble pas exister de véritables récepteurs du PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor Receptor) ou encore du VEGF (Vascular Endothelial Cell Growth Factor
Receptor). A la place de ceux-ci, on retrouve un récepteur hybride entre le PDGFR et le
VEGFR nommé PVR qui pourrait bien étre un ancétre commun des PDGFR et VEGFR de
mammiferes (Duchek et al. 2001). On pourra aussi citer les RTK Torso proches des PDGFR
et VEGFR, impliqués dans I’embryogenése des insectes (Li 2005). Curieusement on ne

retrouve pas non plus d’homologues de PDGFR et VEGFR chez C. elegans.

4. Le domaine catalytique des kinases : Structure et mécanismes
d’activation

a) Structure

Les protéines kinases sont caractérisées par la présence d’un domaine catalytique d’environ
250 a 300 acides aminés, répartis en 12 domaines (I a XII), dont la structure primaire est tres
conservée pour certains (Hanks and Quinn 1991) (Planche 9-Figure 1). En terme de
séquence tertiaire, les différents sous-domaines sont regroupés en 2 unités structurales que

sont le petit lobe et le grand lobe de la kinase (Planche 10-Figure 2A).

Le petit lobe : Le domaine N-terminal, contenant les sous-domaines I a IV, est appelé petit
lobe de la kinase. Il contient un site de liaison au substrat nucléotidique ATP formé par les
sous-domaines I a III. Ce site est caractérisé par la présence d’un consensus de séquence G-X-
G-X-X-G et V-A-V-K qui permet de former deux « doigts » qui vont entourer et maintenir le

substrat ATP (Hubbard et al. 1994) (Hubbard 1997).

Le grand lobe : Le domaine C-terminal, contenant les domaines VI a XI, est appelé grand
lobe. Ce domaine contient principalement le site de liaison a 1’ion métal cofacteur Mg”*" par le
sous-domaine VII avec la signature D-G-F et la boucle catalytique de la kinase avec les
signatures H-R-D-L-X-X-X-N ( pour le phosphotransfert) et X-A-P-E-X (pour la liaison aux

protéines substrats).

Les deux lobes sont reliés par des domaines présentant de forts degrés d’hydrophobicité,

comme le domaine V avec un role essentiellement structural.
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On peut noter que le domaine VIb est caractérisé par la présence d’un résidu basique, arginine
(R) ou lysine (K), universellement conservé. Cet aminoacide est un trés puissant indicateur de
la nature de la kinase : sérine/thréonine ou tyrosine kinase. Pour une sérine/thréonine kinase,
on trouvera un résidu lysine (K) pour donner le site consensus HRDLKxxN, alors que le site

d’une TK sera HRDLxxRN (Hanks and Hunter 1995).

b) Mécanismes d’activation

Le mécanisme d’activation d’une tyrosine kinase peut étre étendu a 1’ensemble des kinases
(Planche 10-Figure 1). Les kinases subissent une succession d’événements bien définis
menant a leur activation. Seule 1’origine de déclenchement de ces événements varie selon la
kinase concernée. L’origine de I’activation d’une kinase provient toujours d’un changement
de conformation. Par exemple dans le cas des récepteurs de I’insuline, la fixation de I’insuline
par le récepteur induit « une torsion » de ce dernier lui permettant de devenir actif. Une kinase
soluble peut étre activée suite a une interaction et/ou phosphorylation avec un partenaire

protéique.

Les étapes de fonctionnement d’une kinase sont les suivants :

Suite a I’activation de la kinase par un changement de conformation, une molécule d’ATP
entre dans le petit lobe de la kinase. Cet ATP, maintenu dans la poche du petit lobe, est
stabilisé par le cofacteur Mg?+ qui aide a la libération du y-P qui va phosphoryler de manicre
spécifique certains résidus de la boucle catalytique. La boucle catalytique ainsi phosphorylée
change de conformation et se désengage du « frein moléculaire » qui maintient toute kinase

inactive (Chen et al. 2007) (Planche 10-Figure 2).

La kinase ainsi activée devient capable de phosphoryler (en trans) des substrats spécifiques et
dans certains cas de s’autophosphoryler (en cis).

L’autophosphorylation en cis permet au récepteur de phosphoryler certains résidus du
domaine kinase ou adjacents qui vont lui permettre de recruter des partenaires de voies de
signalisation, tels que des protéines adaptatrices. Par exemple, le motif N-P-X-Y des IR est le
principal site de recrutement des substrats de I’IR que sont les substrats IRS 1/4 (insulin

receptor substrate) et SHC (Src Homology Collagen) (Kaburagi et al. 1995).
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La phosphorylation en trans permet de phosphoryler une protéine partenaire. Dans le cas
particulier des RTK qui se dimérisent, un monomere de RTK peut phosphoryler un autre

monomere afin d’amplifier I’activité kinase (Blume-Jensen and Hunter 2001).

¢) Voies de signalisation transduites par les RTK

L’ensemble des voies médiées par les RTK constitue un réseau de signalisation trés dense
dont la description ne cesse d’évoluer en particulier a cause des nouvelles modélisations
dynamiques prenant désormais en compte la notion spatio-temporelle (Oda et al. 2005, Amit
et al. 2007).

Pour simplifier la signalisation des RTK, nous pouvons considérer les voies de signalisation
Ras/MAPK et PI3K/PKB (AKT) (Planche 11-Figure 1). La voie Ras/MAPK semble
purement orientée vers le développement et/ou la croissance cellulaire alors que la voie
PI3K/PKB (AKT) prend en compte des phénomenes liés au métabolisme avec des synthéses
d’acide gras, des synthéses de glycogene, ou encore la translocation des transporteurs de
glucose dans le cas particulier des IR. Dans les faits, ces deux voies qui ont des effets

pléiotropes sur la cellule, sont plus imbriquées qu’on ne le pense (Doepfner et al. 2007).

Voie RAS/MAPK- Le RTK activé recrute Grb2, soit directement, soit par I’intermédiaire de
la protéine adaptatrice Src. Grb2, a son tour interagit avec la protéine SOS, qui va elle-méme
interagir avec la petite protéine G Ras ancrée sous la membrane plasmique. SOS qui est un
¢changeur de guanine nucléotide, va apporter un GTP a Ras lui permettant de s’activer et
d’enclencher la cascade des MAPK avec RAF comme initiateur.

A 1’issue de la cascade des MAPK, ERK1 et 2 activées vont stimuler divers facteurs de
transcription comme le complexe AP1 constitué des facteurs de transcription c-fos et c-jun
(Neuberg et al. 1989). Les expressions de genes sont diverses et variées mais vont
généralement dans le sens de la prolifération cellulaire, ce qui fait que la voie Ras/MAPK est
a I’origine d’un grand nombre de processus cancéreux quand son activation est incontrolée
(Sebolt-Leopold 2000) .

Il est important de noter que les partenaires de voies MAPK ne sont pas libres dans le
cytoplasme mais spécifiquement rattachés a certains compartiments cellulaires par des
protéines de conformation (McKay and Morrison 2007). De plus la protéine Ras a I’origine

des voies MAPK a ét¢ détectée par FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), dans
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différents compartiments cellulaires comme 1’appareil de golgi ou encore les compartiments

endosomaux (Kolch 2005).

Voie PI3K/PKB (AKT)- Les RTK recrutent généralement des protéines adaptatrices menant
vers ce type de voie. Par exemple les IR ou les IGF-R recrutent des adaptateurs particuliers de
type IRS (Insulin Receptor Susbtrate). La phosphorylation de ces adaptateurs permet
I’activation de la PI3K, qui va a son tour, phosphoryler le phosphatidylinositol (PI) pour
produire des seconds messagers tels que le PIP3. Le PIP3 active diverses protéines telle que la
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) a 1’origine de 1’activation de PKB/AKT.
Ensuite, la FKHR (Forkhead homolog of rhabdomysarcoma), la GSK-3 (glycogen synthase
kinase-3) ou encore mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) sont activées. Dans la plupart
des cas des phénomenes liés au métabolisme comme la synthése de protéines, d’acides gras

ou la translocation des transporteurs de glucose Glut4 sont observés (Matsui et al. 2006).
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IHI- LES KINASES DE SCHISTOSOME

L’inventaire étendu de I’ensemble des kinases ou kinome de schistosome n’a pour le moment
pas été réalisé¢, méme si les avancées génomiques, transcriptomiques et protéomiques ont
permis d’en dévoiler un certain nombre. Les kinases connues a ce jour chez le schistosome
I’ont été grace a des techniques classiques de biochimie et/ou sur la base de la recherche de

leur domaine catalytique conservé.

Les kinases de schistosome découvertes appartiennent principalement aux groupes des

Sérine/Thréonine kinase (S/T kinase) et des Tyrosine kinases (TK).

1. Les S/T kinases

a) Le récepteur au TGF-p, ligand et voies de signalisations associées chez
S. mansoni.

Parmi les S/T kinases découvertes, il est important de mentionner le récepteur au TGF-
[ associé¢ a la voie des protéines Smad, dont 1’étude est la plus avancée chez le schistosome
(Planche 12-Figure 1) (Knobloch et al. 2007, Loverde et al. 2007). Globalement il semble
que cette voie soit trés conservée et semblable a celle trouvée chez les mammiferes. Le
récepteur au TGF-B de S. mansoni se compose de deux unités différentes comportant une S/T
kinase transmembranaire de type I (TbRI) et de type II (TbRII). TbRII capte le ligand et
active par phosphorylation TbRI. Le récepteur, qui fonctionne donc sous 1’état d’un
hétérodimere, active des partenaires Smad par phosphorylation. Plusieurs protéines Smad ont
été caractérisées (SmSmadl, SmSmad2, SmSmad4, SmSmad8). Le récepteur au TGF-f est au
voisinage de la surface du parasite mais dans les couches inférieures du tégument, ce qui le
rend peu accessible a un éventuel ligand qui serait alors contraint de traverser le tégument
heptalaminé parasitaire pour venir I’activer. Le ligand serait donc endogene au parasite. Deux
ligands TGF-B potentiels que sont SmInACT (une molécule inhibin/activin-like) et SmMBMP
(Bone Morphogenetic Protein) ont été découverts chez S. mansoni. Les nombreuses études
fonctionnelles menées sur la voie TGF-f du schistosome indiquent que celle-ci pourrait jouer
un role crucial dans les stades précoces d’embryogénese au niveau de I’oeuf. En effet on

remarque en qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction), hydridation in situ et Western
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Blot, une forte expression du ligand SmInACT au niveau des cellules vitellines de la femelle
mature. Rappelons que les cellules vitellines fournissent des substances nutritives qui se
retrouvent enfermées dans I’ceuf avec I’embryon lui permettant de survivre durant environ 5
jours avant émergence du stade miracidium. L’interférence ARN dirigée contre le ligand
entraine une mortalité accrue et prématurée des embryons (Planche 12-Figure 2) a I’intérieur
méme de I’ceuf sans influer sur le nombre d’ceufs pondus (Freitas et al. 2007). On peut aussi
souligner 1’absence de SmInACT au niveau des vers femelles immatures lors d’infections
monosexuées chez la souris. La voie du TGF-f serait donc importante pour la fécondité des

parasites.

b) SmSIKk, une Ste20-like kinase de S. mansoni.

De récents travaux menés au laboratoire ont permis de découvrir et de caractériser une S/T
kinase appelée SmSLK pour S. mansoni Ste20-like kinase. Cette kinase est une MAP4K
(Mitogen-activated protein 4 kinase) du sous-groupe des GCK (Germinal Center Kinases)
constituant les premiers partenaires des voies MAPK. Les Ste20-like kinases sont
habituellement impliquées dans des phénoménes d’apoptose, de croissance et de
morphogenese. SmSLK pourrait étre un orthologue de la kinase LOK (pour Lymphocyte
Oriented Kinase) de mammifére. Chez le parasite, I’expression de SmSLK en cellules de
mammifére a permis de démontrer son activité et sa capacité a induire une activation des Jun

Kinases (JNK/MAPK) (Yan et al. 2007).

2. LesTK

a) Les CTK ou TK cytoplasmiques.

Plusieurs représentants de différentes familles de CTK ont été décrits chez S. mansoni. 11
s’agit de SmTK3, SmTK4, SmTKS5 et SmFes.

SmTK3 est une kinase appartenant a la sous-famille des Src kinases, son activité kinase a pu
étre démontrée en cellules de mammiferes et elle a été localisée de manicre spécifique au
niveau des cellules vitellines et des ovocytes de vers femelles ainsi qu’au niveau des
spermatocytes des vers males, suggérant que la kinase joue un rdle au niveau de la
reproduction du parasite. Des travaux en systéme de double hydride en levure ont montré que

le domaine SH3 de SmTK3 était capable d’entrer en interaction avec la -tubulin et participer
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aux réarrangements cytosquelettiques (Kapp et al. 2004). SmTK4 a ¢été¢ définie comme étant
une Syk kinase, son expression semble ubiquitaire mais absente des cellules vitellines
(Knobloch et al. 2002). SmTKS est une Fyn kinase dont I’expression est décrite au niveau des
cellules vitellines du ver adulte femelle (Knobloch et al, 2007). SmFes est exprimée au niveau
du térébratorium miracidien et des glandes acétabulaires de schistosomule (Ludolf et al.
2007). Un role dans la pénétration des hotes intermédiaires et définitif a été suggéré (Bahia et

al. 2007).

3. Les RTK

Les RTK de S. mansoni constituent le domaine d’étude principal de notre équipe de

recherche.

a) SER : Le récepteur de I'EGF de S. mansoni.

SER (pour Schistosoma mansoni EGF Receptor) a été cloné pour la premicre fois par une
équipe américaine (Shoemaker et al. 1992) et ¢étudié ensuite au laboratoire. L'ensemble des
¢tudes menées sur ce récepteur a permis de confirmer qu'il s'agissait d'un récepteur
homologue au récepteur de I'EGF humain possédant tous les motifs structuraux
caractéristiques des récepteurs de 'EGF. En effet, le domaine de liaison au ligand est composé
de 2 domaines L1 et L2 entourés de domaines structuraux riches en cystéine (furin-like)
créant une petite structure bilobée capable d’accueillir le ligand. Le domaine TK, séparé du
domaine de liaison au ligand par une région transmembranaire unique possede lui aussi toutes
les signatures nécessaires au fonctionnement d'un domaine TK (décrits planche 9). Les études
phylogénétiques réalisées a partir du domaine TK classent SER au sein de la famille des
récepteurs de ’EGF.

La voie d'activation principale qui a été recherchée pour SER a été la voie des Ras/MAPK,
qui est pour un RTK en général et plus encore pour le récepteur de I'EGF la voie de
prédilection. Pour cela deux systémes ont été utilisés : l'expression en cellules géantes de
xénope que sont les ovocytes et I'expression en cellule HEK avec transfection simultanée d'un
vecteur rapporteur de voie MAPK.

L'expression en ovocyte de xénope a été réalisée en injectant 'ARN de SER synthétisé in
vitro directement dans le cytoplasme de la cellule. L’addition d'EGF humain a montré une

augmentation du taux de maturation des ovocytes, appelée GVBD pour Germinal Vesicle
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BreakDown. Ce phénomeéne, naturellement dépendant de 1'activation des voies Ras/MAPK,
est facilement observable par I'apparition d'une tache blanche au pdle animal de 1'ovocyte due
a l'expulsion du globule polaire.

L'activation des voies Ras/MAPK a ¢té confirmée en cellules HEK293 dans lesquelles SER a
¢été transfecté en méme temps qu'un vecteur codant la luciférase dont I'expression est sous le
contrle d'un promoteur sensible a la voie MAPK. Pour compléter cette étude, des analyses de
"Scatchard" ont démontré que SER avait une forte affinité pour I’EGF humain, comparable a
celle du récepteur humain. Des évidences in vivo d’incorporation de résidus radioactifs ont
enfin été rapportées montrant que ’EGF humain stimule la synthése d'ADN et de protéine
chez les schistosomules et induit la phosphorylation de SER directement dans les membranes

du parasite (Vicogne et al, 2004).

b) SmIR-1 et SmIR-2 : les récepteurs de l'insuline de S. mansoni.

Comme évoqué précédemment, I’effet de 1’insuline sur le schistosome a toujours été un
sujet de controverse et c’est la raison pour laquelle notre laboratoire a recherché la présence
de IR chez S. mansoni.

Un premier récepteur homologue d’IR a été cloné au laboratoire a partir d'une stratégie
d'amorces dégénérées spécifiques de domaines TK d’IR et a ét¢ nommé SmIR-1 pour S.
mansoni Insulin Receptor 1. De maniére surprenante (car il est établit qu’il existe
habituellement un seul IR chez les invertébrés), un second homologue d’IR a pu étre ensuite
identifié¢ a partir d’analyses génomiques et d’EST (Expressed Sequence Tag) du schistosome
et nommé SmIR-2. L'étude comparative de ces deux récepteurs a été menée au laboratoire par
N. Khayath (planche 13-Figure 1) (Khayath et al. 2007).

Les deux récepteurs présentent toutes les caractéristiques structurales des IR, a savoir des
domaines de liaison L1 et L2 reliés par une région furin-like riche en cystéines, des domaines
fibronectine responsables de la torsion du récepteur, un site de clivage a 1’origine des sous
unités o et f du récepteur. Bien qu’appartenant tous deux a la famille des IR, SmIR-1 et
SmIR-2 possédent plusieurs différences importantes dans des motifs structuraux essentiels a
la transduction du signal. SmIR-2 posséde une extrémité C terminale beaucoup plus longue
que celle de SmIR-1 suggérant le recrutement de partenaires différents. SmIR-2 posseéde aussi
un domaine NPDY habituellement responsable du recrutement de I’adaptateur IRS (Insulin
Receptor Substrate) alors que SmIR-1 n’en posseéde pas. Ils sont tous deux exprimés a tous

les stades parasitaires mais leur localisation et leur taux d’expression sont distincts. SmIR-1
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est exprimé au niveau du tégument du ver adulte male et du schistosomule tandis que SmIR-2
est exprimé de maniere plus étendue au niveau du parenchyme. Des études de qPCR ont
montré que SmIR-1 était en moyenne dix fois moins exprimé que SmIR-2 (Planche 13-
Figure 2). Tout cela suggere un réle biologique propre pour chacun des deux récepteurs. Des
expériences de double hybride en levure ont montré que SmIR-1 et SmIR-2 sont capables de
lier la pro-insuline humaine mais pas le pro-IGF-1. Il est important de souligner le fait que
chez les invertébrés un seul IR est présent et que la diversification des IR intervient
uniquement a partir des vertébrés avec I’IR (impliqué dans le régulation de phénomenes
métaboliques) et D'IGF-R (préférentiellement impliqué dans le développement). Le
schistosome, avec ses 2 IR différents, constitue donc un fait atypique qui peut étre une
résultante de la pression parasitaire auquel il est confronté. L’étude des récepteurs SmIR-1 et
SmIR-2 en systéme hétérologue s’est toujours montré problématique. En effet, jamais aucune
expression n’a pu étre détectée en cellule de mammifere. Les IR sont des protéines de haut
poids moléculaire qui subissent un processus de maturation assez complexe avant d’étre
exportées a la membrane. Les difficultés d’expression de SmIR-1 et SmIR-2 peuvent étre
liées a des probléemes d’usage de codons augmentant avec la longueur des séquences
nucléotidiques (Kane 1995). De plus les mécanismes post-traductionnels nécessaires a la
maturation et au trafic du récepteur peuvent étre affectés par les différences dans la structure
du peptide signal et dans le site de clivage habituellement reconnu par les protéases de type
furine. Les tentatives d’expression en cellules de mammifeéres (HEK293) ont toujours échoué
malgré la mutation du site putatif de clivage délimitant les chaines a et f de SmIR-1. Dans les
ovocytes de xénope, une tres faible expression de SmIR-1 a pu étre détectée a 1’aide d’un
marquage des protéines avec de la méthionine *°S, mais la protéine exprimée présentait un
poids moléculaire élevé suggérant 1’absence de clivage du récepteur.

SmIR-1 apparait localisé aux mémes endroits que les transporteurs de glucose caractérisés
(SGTP4) chez S. mansoni (Skelly and Shoemaker 1996) (Planche 13-Figure 3). SmIR-1
pourrait trés bien réguler la prise de glucose par I’intermédiaire de ce transporteur. Une partie
de mes travaux réalisés ont tenté d’apporter des éléments quand a la fonction de SmIR-1 et
SmIR-2 en ayant recours a la technique d’interférence ARN. De plus dans le but de montrer
I’implication d’une voie insuline dans la prise de glucose par le schistosome adulte et larvaire,
diverses drogues spécifiques d’IR ont été testées. A ce jour, la spécificité des IR de
schistosome suggere toujours qu’ils pourraient servir de cible spécifique structurale contre le

schistosome.
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L’amplification par PCR d’un IR hypothétique a I’aide d’oligonucléotides dégénérés
complémentaires du domaine TK trés conservé des IR, a permis d’identifier SmIR-2 mais est
aussi a l’origine de la découverte d’un nouvel RTK totalement atypique. Le domaine
catalytique de cet RTK atypique est similaire a ceux des IR mais sa partie extracellulaire est
constituée d’'un Module Venus FlyTrap (ou VFTM) caractéristique des Récepteurs Couplés
aux Protéines G (RCPG) de classe III tels que le récepteur métabotropique au GABA (acide y-
amino butyrique) ou encore au glutamate. Ce récepteur qui ne pouvait de toute évidence pas
étre considéré comme un IR, a fait I’objet d’une caractérisation approfondie au laboratoire qui

constitue la base des résultats présentés dans ce mémoire.
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IV- De la découverte de SmRTK-1 chez le schistosome a celle d’une
nouvelle famille de RTK.

1. SmRTK-1 : un RTK atypique chez S. mansoni.

SmRTK-1 pour S. mansoni Recepteur Tyrosine Kinase 1 est le premier RTK a avoir été isolé
au laboratoire (Vicogne et al. 2003). Sa structure est atypique puisqu’il est composé¢ d’un
VFTM (Venus FlyTrap Module) (structure bilobale extracellulaire capable de lier un ligand
de petite taille), d’'un domaine transmembranaire unique et d’un domaine intracellulaire a
activit¢ TK semblable a celui retrouvé dans les IR (Planche 14-Figure 1). Ce récepteur
n’était répertorié¢ dans aucune des familles de RTK connues, s’ajoutant ainsi a la liste des
autres récepteurs tout aussi atypiques découverts dans d’autres especes (en particulier chez
I’hydre, (Reidling et al. 2000) (Miller and Steele 2000)).

Des ¢études structurales du VFTM réalisées en collaboration avec I’équipe Dr J. P. Pin (CNRS,
Montpellier) ont confirmé 1’intégrit¢é du VFTM et la conservation de résidus qui pourraient
étre impliqués dans la liaison potentielle d’un ligand GABA ou dérivé d’un aminoacide.
SmRTK-1 s’est révélé étre exprimé a tous les stades parasitaires (Planche 15-Figure 1). Les
différentes études de localisation de SmRTK-1 par les techniques d’hybridation in situ ou
d’immunolocalisation ont montré la présence de SmRTK-1 au niveau des ovocytes des vers
femelles et au niveau des sporocystes (stades de reproduction aséxuée du parasite chez le
mollusque). SmMRTK-1 est aussi retrouvé dans le parenchyme du ver male (Planche 15-
Figure 2,3).

Les difficultés rencontrées pour exprimer SmRTK-1 en cellules et démontrer son activité
kinase, ont retardé considérablement la poursuite de ses ¢tudes a la fois d’un point de vue
structural et fonctionnel. Cependant, en 2005, un récepteur homologue & SmRTK-1 a été
découvert chez I’abeille a miel Apis Mellifera (AmRTK-1), a partir de 1’annotation du
génome qui commencait a devenir trés conséquente. Dés lors nous disposions d’un nouveau
modele d’étude performant pour étudier la fonction des RTK-1, le modele insecte A.
mellifera, un organisme tres €tudié en biologie fondamentale et dans le domaine des sciences
cognitives et environnementales. L’interférence ARN est une technique développée chez cet
organisme (Amdam et al. 2003), et les expressions protéiques en cellules de mammiféres et
¢videmment d’insectes sont possibles. Ces raisons ont motivé le choix de réaliser ma thése sur

I’é¢tude des molécules RTK-1 d’abeille et de schistosome. Plus récemment, les grandes
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avancées concernant I’annotation de différents génomes d’invertébrés (ex : 1’oursin marin, S.
purpuratus (Sodergren et al. 2006)) et en particulier d’insectes nous ont permis de dévoiler
d’autres récepteurs homologues a SmRTK-1 et AmRTK-1 qui pourraient constituer une
nouvelle famille de RTK dont la fonction est inconnue, que nous avons appelée VKR pour

Venus Kinase Receptor.

2. Introduction a I’analyse des VKR

Les processus évolutifs a 1’origine des VKR, la nature des ligands potentiels, les modalités
d’activation et les voies de signalisation médiées par les récepteurs VKR doivent é&tre
explorés.

Une des hypothéses possibles d’évolution repose sur les études de Yarden and Ullrich 1988)
et de King et Caroll (2001) qui proposent un schéma simple de formation de nouvelles classes
de RTK par recombinaison de modules fonctionnels (motifs EGF ou Ig-like, domaine tyrosine
kinase...). Cette hypothése est d’ailleurs largement étayée par divers exemples tels que les
observations faites chez les éponges (Muller et al. 1999b, Muller et al. 1999a) ou encore les
cas de recombinaison oncogénique comme BCR-ADbI dans la leucémie myéloide chronique
(Shtivelman et al. 1987). Les études phylogéniques réalisées au cours de mes travaux, bien
que peu orientées vers la recherche méme de ’origine du récepteur apportent des indices

quand a I’apparition des VKR.

a) Partie extracellulaire du récepteur et ligand potentiel du VKR

Pour tenter d’aborder au mieux la nature du ligand il est nécessaire de prendre en compte la
biologie et la structure du VFTM des RCPG de classe 3 puisque les VFTM de SmRTK-1 et
AmRTK-1 en sont trés proches. Les RCPG de classe 3 jouent un role majeur aussi bien dans
la communication intercellulaire que dans la perception de signaux environnementaux. Leur
ligand peut étre de nature extrémement diverse mais généralement de petite taille pour
pouvoir entrer au cceur de la poche ligand (Planche 16-Figure 1). Ainsi ils peuvent étre des
récepteurs aux phéromones, aux neurotransmetteurs (acides aminés et dérivés d’aminoacides,
comme le Glutamate ou encore le GABA), mais aussi des molécules odorantes ou encore des
composés du gott (par ex : fructose, galactose ou aspartame qui activent des RCPG de classe
3 au niveau de la langue chez ’homme). Le ligand peut étre tout simplement un ion comme

dans le cas des récepteurs sensibles au calcium (Pin et al. 2003). De plus nous pouvons
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mentionner qu’un autre récepteur, le récepteur de I’ANF pour « Atrial Natriuretic factor »
possede un VFTM qui capte un ligand protéique de grande taille, non pas dans la poche du
VFTM mais a ’extérieur de ce dernier, a I’interface de dimérisation du récepteur (van den

Akker 2001).

b) Le mode d’activation du VKR

Les VKR comportent un domaine extracellulaire proche de celui des RCPG de classe 3 et un
domaine intracellulaire semblable a celui d’un IR. Or aussi bien les RCPG de classe 3 que les
RTK ont besoin de se dimériser pour s’activer (Planche 16-Figure 2). Les RTK se dimérisent
pour augmenter leur potentiel kinase car chaque monomere sert de substrat a 1’autre. Les
processus qui menent a la dimérisation des RTK sont divers. Les IR sont toujours maintenus
sous forme dimérique, étant constitués de deux chaines o et deux chaines [ reliées entre elles
de facon covalente par des ponts disulfure. La fixation de 1’agoniste se traduit par une torsion
du récepteur menant au rapprochement des domaines catalytiques intracellulaires permettant
une phosphorylation croisée. D’autres RTK, comme les récepteurs de ’EGF dévoilent des
boucles de dimérisation apres fixation du ligand EGF qui permettent I’interaction de deux
monomeres de récepteur (Schlessinger 2002). Enfin de nombreux RTK se dimérisent par
affinité pour un ligand commun (Li and Hristova 20006).

Les RCPG de classe III existent sous forme de diméres constitutifs (Pin et al. 2005, Pidasheva
et al. 2006) qui d’ailleurs leur permettent d’étre exprimés a la surface et de ne pas étre retenus
dans le réticulum endoplasmique (Brock et al. 2005). Ces dimeres peuvent étre des homo- ou
des hétérodimeres. Les récepteurs mGlu et CaS sont des homodiméres (Bai et al. 1998,
Kunishima et al. 2000), alors que les récepteurs au GABAB sont des hétérodiméres
(Kammerer et al. 1999). Le récepteur de I’ANF, qui est composé d’un VFTM extracellulaire,
d’un domaine transmembranaire, d’'un domaine homologue aux domaines TK suivi d’un
domaine guanylate cyclase (van der Akker et al, 2001) fonctionne lui aussi sous forme d’un
dimére. De récentes études montrent par ailleurs que le récepteur doit étre sous forme de
dimere inactif pour pouvoir recevoir un ligand et devenir actif (Parat et al. 2008).

Le VFTM possede donc de sérieuses aptitudes a se dimériser, ce qui doit étre pris en compte

dans 1’étude des VKR.

¢) Les voies de signalisation associées au VKR
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En raison de la partie intracellulaire proche de celle d’un IR, les VKR pourraient médier des
voies insuline classiques a savoir les voies RassMAPK et PI3K/PKB décrites précédemment,
pour étre impliqués, tout comme les IR et les IGF-R, dans des phénoménes de croissance et de
différenciation. Cependant des réserves sont a émettre a cause de la faible conservation de la
queue C terminale des VKR, qui pourrait offrir des sites de recrutement de partenaires et

adaptateurs de voies de signalisation différents de ceux des IR.

Nous sommes donc face a un nouveau type de récepteur dont 1’évolution, les modalités de
fonctionnement et les voies de signalisations associées sont totalement inconnues. Quel
pourrait étre le réle d’un tel récepteur ? Cette association surprenante des modules VFT et des
domaines TK peut elle avoir une signification biologique ? A ce propos il est intéressant de
souligner que de nombreux cas d’associations entre RCPG et RTK pour la modulation de
voies de signalisation existent au sein de la cellule. Certains types de processus cancéreux ont
permis de révéler ces types d’associations. Les phénomenes de transactivation entre RTK et
RCPG semblent pouvoir aller dans les deux sens (Planche 16-Figure 3). En effet il a été
remarqué que dans certains cas de carcinome du sein le récepteur de ’IGF-1 activé était a
I’origine de la production de grandes quantités de ligand pour le RCPG CCRS5 alors
responsable de la migration cellulaire métastasique. Dans d’autres cas encore I’'IGF-1R activé
semble pouvoir se dimériser avec le RCPG CXCR4, produisant alors le méme phénotype de
migration (Akekawatchai et al. 2005, Delcourt et al. 2007). Dans le sens contraire il a été
montré que [Dactivation de RCPG pouvait induire un phénotype de croissance et
différenciation cellulaire par transactivation d’un RTK. Ainsi des RCPG, ayant comme ligand
la prostaglandine E2 (PGE2) et la bradykinine (BK), sont capables d’induire une activation de
I’EGFR, par augmentation de la sécrétion de ligands de I’EGFR, dans certains cas de tumeurs
¢épithéliales (Thomas et al. 2006). On pense d’ailleurs que les thérapies cancéreuses devraient
prendre en compte ces phénomenes de transactivation et cibler les RTK avec les RCPG
associés. Ces exemples montrent bien que la coopération entre RCPG et RTK existe bel et
bien méme si dans le cas du VKR cette coopération serait directe. Ce récepteur pourrait ouvrir
de nouvelles perspectives en terme de voies de signalisation en activant une voie de

croissance cellulaire par I’intermédiaire d’un nouveau signal extérieur a la cellule.
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V- Les RTK comme cibles thérapeutiques

1. RTK et processus pathologiques

Le role pivot des RTK en tant que régulateur primaire de processus cellulaires implique qu’ils
peuvent initier des phénomenes de dérégulation (Planche 17-Figure 1).

L’activité des RTK est habituellement finement régulée, soit par des protéines phosphatases
qui contrdlent leur phosphorylation (Ostman and Bohmer 2001), soit par des systémes de
rétrocontrdles négatifs dues a la structure méme du domaine TK. En effet, le concept de frein
moléculaire maintenant le domaine TK inactif jusqu'a ce qu’un signal ordonne son activation
est maintenant bien établi (Chen et al. 2007). Ce frein moléculaire est constitu¢ de
nombreuses liaisons ioniques entre le cceur du domaine TK et certains résidus de la boucle
catalytique. Les changements de conformation dus a la fixation d’un ligand par le récepteur,
suivis de phophorylations spécifiques de certains résidus de la boucle -catalytique,
désengagent certains résidus du « frein » et Iévent I’inhibition du récepteur. De récentes
¢tudes sur ’IGFR ont montré la finesse du systéme car la mutation de certains résidus de la
boucle catalytique parviennent & moduler la vitesse de phosphorylation du récepteur (Li and
Miller 2006). De plus il a ét€ montré que la région juxta membranaire jouait un role inhibiteur
sur I’activit¢ TK pour ’EGFR (Thiel and Carpenter 2007) et I'IlGFR (Craddock et al. 2007),
ou encore que I’extrémité C terminale pouvait jouer le méme role dans le cas de certains RTK
de la famille des MET (Yokoyama et al. 2005). Enfin il existe des systémes bien connus
d’endocytose et de dégradation du récepteur une fois son ligand lié.

Dans certains cas les RTK peuvent étre dérégulés, soit intrinséquement, soit surexprimés en
présence de leur ligand, pour étre a ’origine de processus pathologiques. Il faut savoir
qu’environ 30% des RTK connus a ce jour ont été retrouvés associ€s a des cas de cancers, ce
qui paradoxalement a permis de mieux comprendre le fonctionnement de ces récepteurs (Amit
et al. 2007) (Planche 17-Figure 2). Le cas le plus connu est sans doute la translocation de
Philadelphie, qui est une anomalie chromosomique spécifique (échange de matériel génétique,
entre les chromosomes 9 et 22) associée a la leucémie my¢loide chronique (LMC). Il y a alors
association d’une partie du récepteur BCR (B Cell Receptor) a la tyrosine kinase ABL
soluble. Il s’agit d’une mutation « gain de fonction » ou le récepteur BCR-ABL ainsi obtenu
conduit a une activation constitutive et exacerbée du domaine TK. D’autres RTK comme le

FGFR3 peuvent aussi étre activés de fagon constitutive pour créer des désordres
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métaboliques, comme la dysplasie thanatophorique de type II. Dans ce cas pathologique, le
FGFR3 suractivé conduit a une signalisation aberrante qui entraine des désordres

squelettiques congénitaux menant a une mort néonatale dans la plupart des cas (Webster et al.

1996).

2. Stratégies de ciblage des RTK

Deux grandes stratégies sont déployées a I’heure actuelle pour cibler les RTK qui sont
I’utilisation de petites molécules organiques inhibitrices regroupées sous le terme de PKI
(Protéine Kinase Inhibiteur) et les anticorps monoclonaux. Le Cetuximab est un exemple
d’anticorps monoclonal qui se lie spécifiquement au domaine extra-cellulaire de I’EGFR, qui
en prenant la place du ligand, précipite I’internalisation du récepteur (El-Rayes and LoRusso
2004). Les PKI semblent présenter les solutions les plus prometteuses pour cibler les RTK, en
raison de leur efficacité et de leur spécificité. Les PKI sont des petites molécules de moins de
600 Da constituées d’hétérocycles hydrophobes. La plupart du temps les PKI sont des
inhibiteurs compétitifs du substrat ATP (Shchemelinin et al. 2006) (Planche 18-Figure 1), et
vont donc aller se loger dans la poche a ATP des domaines TK pour empécher toute
activation de la kinase par encombrement stérique (Vlahovic and Crawford 2003) (Planche
18-Figure 2). Un des meilleurs exemples a ce jour est I’imatinib (dont est dérivé le Gleevec)
qui est a la fois active sur Ber-Abl, c-kit et le récepteur au PDGF (Platelet-derived growth
factor) (Noble et al. 2004) (Planche 18-Figure 3,4). A ce jour, pas moins de 30 inhibiteurs
compétitifs de I’ATP sont en essais cliniques mais doivent faire face a divers problémes de
cytotoxicité et de vectorisation. De plus il arrive que ces composés ne soient pas efficaces sur

certaines versions mutées de RTK.

Les tendances actuelles tentent de trouver de nouvelles applications aux PKI autre que le
cancer. Il pourrait étre possible de les utiliser dans le cas de maladies inflammatoires
chroniques si la spécificité de certains composés devenait encore plus précise (Rokosz et al.
2008) ou encore dans le cas de certaines maladies infectieuses. Ce dernier point nous intéresse
particuliérement. De récents travaux décrivent 1’efficacité¢ d’inhibiteurs de CDK (Cyclin
Dependent Kinase) contre la réplication du VIH (Schang 2005). Plus proche de nos travaux
encore, le ciblage des PKI semble de plus en plus envisagé dans le cadre de maladies
parasitaires a Plasmodium falciparum (Doerig and Meijer 2007) ou Trypanosoma et

Leishmania (Naula et al. 2005) contre leur kinases solubles.
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VI- Objectifs de I’étude

Dans le contexte actuel ou la monothérapie au PZQ contre le schistosome montre ses limites
en terme de prévalence de réinfection et tend a créer des résistances, il est nécessaire de
développer de nouvelles approches thérapeutiques anti-schistosome. Dans ce cadre nous
pensons que l’utilisation des RTK, protéines essentielles aux processus de survie de tout

organisme, peut constituer une cible thérapeutique pertinente.
Les objectifs de mes travaux de recherches ont consisté a :

Evaluer la possibilité des RTK de schistosome a étre utilisés comme cibles thérapeutiques.

Ce concept s’inscrit dans celui de I'utilisation des PKI dans des applications autres que le
cancer, comme la lutte contre les maladies infectieuses. Cette étude a pris appui sur les
connaissances que nous avions sur les RTK de schistosome et sur ’analyse structurale
approfondie des domaines catalytiques de RTK caractérisés au laboratoire. En effet, il était
important d’évaluer la spécificité des domaines catalytiques des RTK de schistosome vis-a-vis

des RTK humains (hote).

Confirmer Dexistence d’une prise de glucose dépendante d’une voie insuline chez S.
mansoni et tenter de définir ’implication de SmIR-1 ou SmIR-2 dans ce phénoméne.

Cette étude s’inscrit dans la ligne directe de la caractérisation des IR de schistosome réalisée
au laboratoire, apportant de nouvelles données concernant 1’effet de 1’insuline humaine sur le

parasite.

Etendre ’étude de SmRTK-1 : le récepteur atypique de S. manson, a celle d’une nouvelle
famille de RTK, les VKR.

Ce volet a constitué la part la plus importante de mon travail de recherche. Les travaux qui
vont étre exposés dans ce mémoire montrent que SmRTK-1 et AmRTK-1 sont les premiers
représentants d’une toute nouvelle famille de RTK nommée VKR. Différentes approches
fonctionnelles ont ét¢ menées pour tenter de comprendre le mode de fonctionnement et le role

de ces récepteurs originaux.
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Planche 1 - Schistosome et schistosomiase - Cycle et aires de répartition

Schistosomules
Hote définitif

Cercaire

(=200m)
Oeuf

Dr.J Hamilton A \ Eau dquce

Eclosipn

Miracidium

Figure 1 : Cycle de vie de S. mansoni (d’aprés Wellcome Trust 1998, modifi¢)

Figure 2: Aires de distribution
des schistosomiases humaines
(Wellcome Trust, 1998).

A: Schistosoma haematobium,
Schistosoma japonicum et
Schistosoma mekongi

- B: Schistosoma mansoni et
Schistosoma intercalatum

Planche 2 - Schistosome et schistosomiase - Stades parasitaires

Figure 1 : Euf de S. mansoni a éperon Figure 2 : Miracidium (petite larve
lateral contenant la larve miracidiale (= avec des plaques ciliées) vu en
200um).(Cambridge University microscopie électronique a balayage.
Schistosomiasis Reseach Group) (Wellcome Trust, 1998)

Figure 3 : Furcocercaire, vu en
microscopie  électronique a
balayage, constitué d’une téte
(qui va pénétrer la peau de
I’homme) et d’une queue
bifide qui sera perdue
(Wellcome Trust, 1998).

Figure 4 : Schistosomules vus en microscopie
électronique a balayage. (Wellcome Trust, 1998)
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Planche 3 - Schistosome et schistosomiase - Le couple de vers adultes

Figure 1 : i (A) Couple de vers observé au MEB ; la femelle est dressée hors
du canal gynécophore du male. (B) Couple observé par transparence au microscope optique. (C)
Ver mile observé au MEB ; détail de la partie antérieure. VO, Ventouse Orale ; VV, Ventouse
Ventrale ; CG, Canal Gynécophore. (D) Veines mésentériques, lieu de ponte de S. mansoni. Les
fleches indiquent les couples de vers. (E) Couples de schistosomes vus par transparence dans une
veine mésentérique. (F) Coupe de vaisseau sanguin, Dr. D. Owen. .

Planche 4 - Schistosome et schistosomiase - Pathologie et thérapie

: SSeeR B
Figure 2 : Granulome bilharzien a S.
mansoni. L’ceuf, de part son éperon se
retrouve prisonnier dans le tissu hépatique
et  provoque une forte  réaction
immunitaire qui finit par calcifier la
région (ouvrage Anophele, 7eme Edition).

Figure 1 : Jeune patient africain atteint de
bilharziose avancée (hépatosplénomégalie).

Figure 3 Eufs de S. mansoni
emprisonnés dans les tissus intestinaux
(ouvrage Anophele, 7eme Edition).

Figure 4 : Molécule
de praziquantel, seule

d . Figure 6 : Molécule

rogue anti- . N N darth " re d
schistosome efficace a Figure 5 : Praziquantel arthemeter, autre drogur
ce jour (BILTRICIDE — Bayer) alternative au PZQ.
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Planche 5 - Protéines kinases et signalisation - Les kinases humaines

e
e
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Figure 1 : Les différentes familles de
kinases connues a ce jour chez
I’homme(d’apres www.cellsignal.com).

Planche 6 - Protéines kinases et signalisation — Les kinbmes

Human
Figure 1 : Distribution des 212
familles de kinase des kinomes de

Worm A E 2 Fly
levure Saccharomyces cerevisiae, de

nématode Caenorhabditis
elegans, de drosophile Drosophila

melanogaster et d’humain.

v (Manning et al, 2005)

Yeast
Phylum Species Kinases CTKs RTKs EGFRs MAPKs Genome
THD vertebrates o seians 518 33 58 4 10 22980
Genome duplication I —
Dauterostomes| A, ochordates Clona ntestinalis 316 33 16 gt 5 15852
St
) Echinoderms el 353 35 19 1 5 23300
Baasians Lophotrochozoans
Orosophi
Eodysozoans| Caenorhabdits T
(O Nemaiodes 454 22 12* 1 4 19484
Cridarians 2
Ctenophorans
Poriterans 2*
o xclpaod ND ND >7 1 >3 9196
Fungi
Plants
Other evkaryotes  Dictyosteieun 285 0 0 0 2 12500

Genome weighted ratio

vertebrates/!

*P<1x 104

Figure 2 : Evolution et expansion de la signalisation RTK. Les RTK semblent étre spécifiques des métazoaires.
Parmis les métazoaires, des RTK ont été retrouvés chez les cnidaires (Muller et al, 1999) et les spongiaires (Miller
et al, 2000; Reidling et al, 2000). Aucun RTK n’est retrouvé chez les unicellulaires mis a part les Choanoflagéllés
ou il pourrait exister un ancétre des RTK (King et Caroll, 2001). Il ne semble pas exister de RTK chez les
champignons et les plantes. ( Schéma de Amit et al, 2007, complété)
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Planche 7 - Protéines kinases et signalisation - Les Protéines Tyrosine
Kinases (TK) humaines

FGFR2 FGFR3

FGFR1 FLTI KDR  CSFRIFMS EphA6

Receptor KIT EphA7 EphB2
Tyrosine Lol FLT4 PDGFRa EphB3
Kinases Efihiag

LMR2

1
wari” Lurg SURTK106

] CTK CSK
FES FER AWM BAK

Jﬁ:i(z LYN
* Cytoplasmic
Tyrosine
A T Kinases s

Figure 1 : Les différentes familles de Tyrosine Kinases
(TK) connues a ce jour chez I’homme. (d’aprés
www.cellsignal.com).

Planche 8 - Protéines kinases et signalisation - Classification des Tyrosine
Kinases cytosoliques (CTK) et Récepteurs Tyrosine kinase (RTK) humains

SRC SH3) @& = ___kinase ___F FGR.FYN, SRC, YES1, BLK, HCK, LCK, LYN
ABL —— G ie————{ DV aBL7. ARG
JAK 2 {Kizse ke ) JAK1, JAK2, JAKS, TYK2
Ack ACK1, ACK2 [EET Actin-bincing domain
B oo mai
csK CSK, MATK/CTK @ cacsz-vinaing
[T ciPe nomology domain
FAK FERM ——}1{ Knase 1} FAK, PYK2 [BRE] DNA-binding domain
PEEEDY Focal achesion-binding domain
TP —— 5 S —
FEs {CIFTY i FER. FES Itegrin-binding domain
= PTK domain
Kinase __} 9 8
FRK BRK, FRK. SRMS o Bomain
- [ Preckstrin homoiogy domain
I BMX, BTK, ITK, TEC, TXK
TEC @D s romoiogy-2 doman
S :
svK SYK. 24P70 P <= romooars e

Figure 1 : Structure des Les différentes sous-familles de CTK ou NRTK connues chez
I’homme. Le domaine le plus fréquemment retrouvé associé au domaine catalytique TK est le
domaine SH2 (reconnaissance des tyrosines phosphorylées) ou SH3 (reconnaissance des
domaines riches en proline) (Blume-Jensen et Hunter, 2001).

EGFR PDGFR FGFR NGFR EPHR TIE DDR ROS ROR LMR
Insulink VEGFR KLG/CCK HGFR AXL RYK RET LTK MUSK ?

o |« EGFD
19D

RD LRD Cadnp

e Ll=g 1) 0.0,

EGFR INSR PDGFR- VEGFR1 FGFR-1 CCK4' TRKA MET EPHA1 AXL TIE RYK' DDR1 RET ROS LTK ROR1 MUSK ||RTK108
ERBB2 IGF-1R PDGFR-B VEGFR2 FGFR-2 TRKBE RON EPHAz MER TEK DDR2 ALK ROR2
ERBB3" IRR CSF-1R_ VEGFR3 FGFR-3 TRKC EPHA3 TYRO3
ERBB4 KIT/SCFR FGFR-4 EPHA4
FLK2/FLT3 EPHAS5

EPHB2 AATYK
EPHE3 AATYK2

EPHB2 ARTYIS

Figure 2 : Structure des différentes sous-familles de RTK connues chez I’homme
(Blume-Jensen et Hunter, 2001)..
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Planche 9 - Protéines kinases et signalisation — Motifs caractéristiques des
domaines catalytiques de kinases humaines

5.Dom I II III

cons. GG GV A K E

Erk2 YTNLSYIGEGAYGMVCSAYDN— VNKVRVAIKKISP--FEHQTYCOQRTLREIKILLRFRHEN-IT
SLK ETSVLAAAKVIDT---KSEEELEDYMVEIDILASCDHPN-IV
Abl -K--YSLTVAVKTLKED--T--MEVEEFLKEAAVMKE IKHPN-LV
EGFR FKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIP-EGEK--VKIPVAIKELREA:
INSR ITLLRELGQOGSFGMVYEGNAR--DIIKGEAETRVAVKTVNES
FGFR1 LVLGKPLGEGCFGQVVLAEAIGLDKDKPNRVTKVAVKMLKSD

ATEKDLSDLISEMEMMKMIGKHKNIT

IV v VIa
Erk2 GINDIIRAPTIEQMKDVYIVQDLMETD-LYKLLKTQ--HLSN ~LSN-DHICYFLYQILRG
SLK  KLLDAFYYE ~LTE-SQIQVVCKQTLDA

Abl —-PFYIITEFMTYGNLLDYLRECNRQEVN
EGFR RLLGICLTS- ~TVQOLITQLMPFGCLLDYVREHKD-NIGS—
INSR RLLGVVSKGQ-----PTLVVMELMAHGDLKSYLRSLRP---EAENNPGRPPP
FGFR1

VII VIII__

K DFG APE

Erk2 DLKICDFGLARVADPDHDHTGFLTEYVA---TRWYRAPEIM
SLK DIKLADFGVSAKN---TRTIQRRDSFIG---TPYWMAPEVV
Abl
EGFR
INSR IYETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESL

FGFR1 MEYLAS-KKCIHRDLAARNVLVTEDN— IHHIDYYKKTTNGRLPVKWMAPEAL

_ X X__
DW Gv 1 P

Erk2 LNS----KGYT-KSIDIWSVGCILAEMLS-NRPIFPGKHYLDQLNHILGILGSPSQEDLNCIINLKARNY

SLK MCETSKDRPYD-YKADVWSLGITLIEMAE-IEPPHHE-———————————————— LNPMRVLLKIAKSEPP
—~NKFS-IKSDVWAFGVLLWEIATYGMSPY PG IDLSQVYELLEKDY
—~RIYT-HQSDVWSYGVTVWELMTFGSKPYDG: IPASEISSILEKGE
—~GVFT-TSSDMWSFGVVLWEITSLAEQPYQG: LSNEQVLKFVMDGG
—~RIYT-HQSDVWSFGVLLWEIFTLGGSPY PG -VPVEELFKLLKEGH

XTI
P

Erk2 LLSLPHKNKVPWNRLFPNADSKALDLLDKMLTFNPHKRIE- VEQALAHPYL

SLK

Abl

EGFR

INSR

FGFR1 RMDKP--— SNCTNELYMMMRDCWHAVPSQRPT -

Figure 1 : Alignement multiple de 9 domaines catalytiques de kinase humaines représentatifs
des différents membres de la superfamille des kinase eucaryotiques.

- Sérine/Thréonine Kinases (signature: K): ERK2 (CMGC), SLK (STE) et Aktl (AGC)

- Tyrosine Kinases (signature: R) : Abl (cytoplasmique), EGFR, INSR et FG

Les différents sous-domaines sont indiqués en chiffres romains. Le consensus umversel est
indiqué en rouge (d’aprés Khayath et al, 2007, mod:

Planche 10 - Protéines kinases et signalisation — Fonctionnement du
domaine Tyrosine Kinase.

N : petit lobe
C : grand lobe

Figure 1 : Mécanisme d’action d’un RTK (et méme d’une kinase en général) (Blume-Jensen et Hunter, 2001).
Sous I’effet d’un signal activateur (un ligand capté dans le cas d’un RTK), la protéine change de conformation
pour faire entrer une molécule d’ATP dans la poche a ATP du domaine TK. Cet ATP est utilis¢ pour
phosphoryler des résidus tyrosine bien spécifiques de la boucle d’activation, ce qui a pour effet de désengager
la boucle d’activation du « frein moléculaire » tenant inactive chaque kinase. La kinase devient alors une «
machine » & phosphoryler son substrat (dans le cas d’un RTK, un partenaire de dimérisation). La
phosphorylation de certaines tyrosines d domaine juxtamembranaire ou C terminal va permettre le recrutement
de partenaires de voies de signalisation.

Forme active

Poche a ATP et
boucle
d’activation

Grand lobe

Figure 2 : La boucle d’activation d’un domaine kinase (d’aprés Chen et al, 2007).

A : Position de la boucle d’activation (en vert) et de la poche a ATP au niveau de la kinase en modélisation.
B : Boucle d’activation désengagée du frein moléculaire — La kinase est active

C : Boucle d’activation engagée dans le frein moléculaire (tensions ioniques)— La kinase est inactive
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Planche 11 - Protéines kinases et signalisation — Voies de signalisations
transduites par les RTK.

Glut 4
(transporteur
de glucose)

RTK

T e e e e e e e e e

Figure 1 : Réprésentation schématique des principales voies transduites par les RTK (d’aprés Doepfher et al,
2007, modifié).

La voie Ras/MapK (en Bleu) : Par ’intermédiaire de la protéine adaptatrice SHC, le complexe Grb2/SOS est
activé. Celui-ci va activer la petite protéine G Ras, qui va ensuite activer la voie des MAPK avec Raf comme
initiateur. Divers facteurs de transcriptions sont ensuite activés tel que ELK1 ou AP1.

La voie PI3K/AKT (ou PKB) (en jaune) : Par I’intermédiaire de SHC ou autre protéine adaptatrice (ex : IRS
—Insulin Receptor Substrate — pour les IR) la pI3K est activée et va a son tour activer AKT (ou PKB) qui est un
véritable carrefour de signalisation. AKT peut activer la translocation des transporteurs de glucose (Glut4) dans
le cas des IR, mais aussi médier des voies variées menant par exemple a la synthése protéique avec mTOR ou
encore au métabolisme du glycogéne par GSK3.

Donc de maniére générale, la tendance générale est que la voie Ras/MAPK est impliquée dans les phénomeénes
de développement alors que la voie PI3K/AKT est impliquée dans les voies liées au métabolisme. Il faut bien
prendre en compte que les 2 voies ne sont pas strictement cloisonnées.

Planche 12 - Les kinases de schistosome — Le récepteur et la voie TGF-b.

Figure 1 : Schéma synthétique de la voie
TGF-B chez S. mansoni.

Un ligand TGF-like endogene au parasite
(Pactivine de S. mansoni) active un
récepteur au TGF-B (constitu¢ de TBRI et
TBRII ), qui recrute des partenaires Smad
menant au dévelopement parasitaire
(mitoses ...)(Grevelding et al, 2007).
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Figure 2 : Expérience d’interférence ARN menée contre SmAct (Activine de S. mansoni). Des ARN
double-brin (ARNdb) dirigés contre SmAct sont administrés in virro par trempage sur des
schistosomes adultes en couple. Les ARNdb lenct la hinerie lle d’interférence ARN
qui va détruire les transcrits de SmAct (par I’intermédiaire des complexes DICER et RISC), créant
ainsi un « Knock Down » de SmAct. La déplétion de SmAct au niveau des vers adultes femelles
entraine la ponte d’ceufs non fertiles. (A: vérification de la baisse d’expression de SmAct par PCR
quantitative; B : Observation des ceufs aprés interférence ARN) (Freitas et al, 2007)
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Planche 13 - Les kinases de schistosome — Les récepteurs de I'insuline.

Liaison du
L1 ligand L1
L2 L2

FN3

Cystein rich Cystein rich

Ss-unité a

™ ™
Ss-unité B NPDY
TK TK
+ insert
SmIR-1 SmIR-2

Figure 1 :Schéma des 2 récepteurs de I'insuline (SmIR-1 et SmIR-2) découverts chez S. mansoni.
Les 2 récepteurs présentent beaucoup de similarités avec néanmoins une partie C-terminale plus
importante pour SmIR-2 ainsi qu’un insert dans le domaine TK. De maniére surprenante, SmIR-1 ne
posséde pas de motif NPDY pour le recrutement d’une protéine IRS. Ces différences suggérent des
fonctions différentes pour les 2 récepteurs (Khayath et al, 2007).

Expression fold / SmIR-1

mSmiR-1
18 aSmiR-2 Figure 2 :Taux d’expression de SmIR-1 et
SmIR-2 en PCR quantitative. SmIR-2 est
12 beaucoup plus exprimé que SmIR-1 a tous les
stades parasitaires (Ce :cercaires; Ma : ver adulte
8 male, Fe : Ver adulte femelle) ce qui suggére la
encore des fonctions différentes (Khayath et al,
4 2007).
0

Figure 3 : Immunolocalisation de SmIR-1. La
localisation de SmIR-1 au niveau du tégument,
avec a coté les transporteurs de glucose SGTP1
et SGTP4 suggére une fonction dans la prise de
glucose dépendante de I'insuline (Khayath et al,
2007 , Skelly et al, 1996) ).

Planche 14 - Découverte de SmRTK-1 chez S. mansoni — Structure du

Récepteur
Séquence signal
4 Lobe 1
Module Venus FlyTrap
(VFTM)
proche de VFTM du
récepteur
métabotropique au
GABA (le GABABR)
Lobe 2 Figure 2 : Photographic de la

plante carnivore Dionae
\ muscipula ou Venus Flytrap

Extracellulaire
Domaine
TransMembranaire
(TM)

Intracellulaire
Poche de fixation de PATP

Site de fixation du Mg2+
Domaine Tyrosine
Kinase (TK)
proche du TK des IR .
(Insulin Receptor) s

Figure 1 :Modéle synthétique reconstitué de SmRTK-1
montrant I’association originale des domaines VFTM et

TK par un seul domaine TM. Modé¢lisations réalisées a
partir du serveur P(S)* (http://ps2.life.nctu.edu.tw) et du Queue C- /%
logiciel Accelrys DS visualiser (VFTM matrice : terminale

IEWK_A; matrice TK : Im14_A)
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Planche 15 - Découverte de SmRTK-1 chez S. manson/— Bases de I'étude

Figure 1 : RT-PCR indiquant que SmRTK-1
est présent a tous les stades parasitaires (M :
miracidium; S : sporocyste; C : cercaire, A :
adulte (Male et Femelle). (Vicogne et al,
2003)

Figure 2 : Expériences d’hybridation in siru montrant une localisation de SmRTK-
1 au niveau des ovocytes (A) et ovaires (B) de ver adulte femelle de S. mansoni.
(Vicogne et al, 2003)

Figure 3 : Expériences d’immunolocalisation montrant une localisation de
SmRTK-1 au niveau du parenchyme chez le ver adulte male (A) et les sporocystes
(B). (Vicogne et al, 2003)

Planche 16 - Découverte de SmRTK-1 chez S. mansorn/— Comment
envisager son étude ?

Famille 1 Famille 2 Famille 3 Famille 4
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Figure 1 : Schéma montrant les différentes familles de Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG). SmRTK-1
contient un VFTM proche de ceux des RCPG de classe 3(GABABR). Le ligand de SmRTK-1 est a rechercher
parmi ceux connus de la famille 3 des RCPG (d’aprés Martin S., site 123bionet, modifi¢).

FTM -
i- <
RCPG de classe Il -
SMRTK-1

Figure 2 : Schéma montrant que les RCPG de classe 3, et les RTK se dimérisent. Les RCPG de classe 3 se
dimérisent méme avant d’arriver en surface sous peine d’étre retenus dans le réticulum endoplasmique (Brock et al,
2005). Les RTK se dimérisent par affinité par un ligand (ou le sont constitutivement, comme les IR). Il est donc fort
probable que SmMRTK-1 se dimérise (hétéro- ou homodimérisation) pour s’activer.
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Figure 3 : Schéma montrant des cas de transactivation entre GPCR et RTK. Les phénoménes de transactivation
sont connus dans les 2 sens. (A) Médiation d’une voie GPCR aprés activation par des facteurs de croissance
retrouvés dans certains cas de cancers. (B) Médiation d’une voie de croissance aprés activation d’un GPCR, aussi
dans certains cas pathologiques. Ce dernier point nous intéresse particuliérement car nous pourrions avoir ce type
de cas de figure ou un ligand de type GPCR méne a une voie de croissance et différenciation. (d’aprés Delcourt et
al, 2007; Thomas et al, 2006)
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Planche 17 - Les RTK comme cibles thérapeutiques — RTK impliqués dans
les cancers

Ligand
RTK

Cell membrane

Proliferation Inhibition
of apoptosis
Invasion Metastasis
Angiogenesis

Figure 1 : Schéma montrant les effets possibles dues a la signalisation
aberrante et exacerbée médiées par des RTK pathogéniques (surexprimés
ou mutés). Ces effets entrent majoritairement dans différents processus
cancéreux (Vlahovic et al, 2003)
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Figure 2 : Exemples de RTK directement impliqués dans des cancers
(Amit et al, 2007).

Planche 18 - Les RTK comme cibles thérapeutiques — Ciblage par inhibiteurs
de protéine kinase (PKI)
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Figure 1 : modélisation de la poche a ATP d’une kinase. Dans cet
exemple la poche contient une molécule d’ATP. (McInnes et al,

2005)
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Figure 2 : Mode d’action des PKI (Protein Kinase
Inhibitor) qui vont se loger dans la poche a ATP pour
empécher la kinase de fonctionner (Vlahovic et al, 2003)
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RESULTATS
I- Les RTK de schistosome comme futures cibles thérapeutiques

La premicre partie de ce travail s’organise entre 2 grands axes décrits a travers 2 articles. Le
premier axe consiste a évaluer le concept d’utilisation des TK et plus particulierement des
RTK pour lutter contre le schistosome. Le second axe, quant a lui, s’intéresse a définir la
fonction des RTK que nous étudions au laboratoire, a savoir les récepteurs de 1’insuline
SmIR-1 et SmIR2, et a définir leur importance biologique pour le parasite et par conséquent
leur intérét comme cible potentielle. Cette premiere partie de résultats cherche donc a
solidement établir le concept de « RTK de schistosome comme future cible thérapeutique » de

maniére intégrée, en apportant des données bibliographiques, prédictives et expérimentales.

Le premier article présenté (Dissous C., Ahier A. et Khayath N. Bioessays — 2007. Protein
tyrosine kinases as new potential targets against human schistosomiasis Dec ; 29(12) :
1281-8) pose les bases conceptuelles du sujet. Dans ce travail, un point est fait sur 1’état actuel
de la schistosomiase dans le monde et des moyens existants pour limiter les infections. En
effet il faut rappeler que la schistosomiase concerne pres de 200 millions de personnes dans le
monde, avec environ 280 000 morts par an, principalement dans les pays d’Afrique sub-
saharienne. Malgré toutes les tentatives entreprises pour éradiquer le parasite (actions sur le
milieu de vie du mollusque vecteur, éducation des populations, utilisations de diverses
drogues anti-schistosome et tentatives de mise au point de vaccin anti-schistosome) force est
de constater que la schistosomiase est toujours bien présente. A ce jour, une seule et unique
drogue est utilisée a grande échelle contre le schistosome : le praziquantel ou PZQ. Il apparait
donc nécessaire de rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques pour disposer d’une
alternative au PZQ qui pourrait devenir obsoléte, comme toute monothérapie appliquée sans
aucun controle. Dans cet article nous proposons les TK et plus particulierement les RTK
comme cibles thérapeutiques. Nous avons rassemblé les connaissances acquises a ce jour sur
les TK de schistosome montrant qu’il existe de nombreuses TK conservées par rapport a
celles de I’homme et qui pourraient étre impliquées dans des étapes clé du développement
parasitaire. Différents travaux menés sur les TK de schistosome ont pu démontrer que
I’inhibition des kinases de la famille Src par de I’herbimycine A diminuait 1’activité mitotique
et la ponte des ceufs des vers schistosomes femelles ou encore que SER, le récepteur de ’EGF
du schistosome, était en mesure d’influer sur la voie des Ras/MAPK du parasite. Le role
fondamental des TK pour la survie parasitaire est une des raisons principales pour les

considérer comme cibles thérapeutiques potentielles.
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Dans ce cadre nous avons voulu étudier la fonction des deux récepteurs de 1’insuline (IR) de
schistosomes, SmIR-1 et SmIR-2, récemment découverts et caractérisés au laboratoire (4hier
A., Khayath N., Vicogne J. & Dissous C. Parasite — 2008. Insulin Receptors and glucose
uptake in the human parasite Schistosoma mansoni ; 15, 573-579).

Deux IR, SmIR-1 et SmIR-2 ont pu étre caractérisés au laboratoire, ce qui semble étre un
phénomene nouveau chez les invertébrés ou un IR unique est habituellement retrouvé. SmIR-
1 et SmIR-2 posseédent tous deux des particularités de structure, des différences d’expression
et de localisation, qui sous-entendent des fonctions différentes (Khayath et al, 2007). Nous
avons voulu considérer la fonction métabolique des IR dans la prise de glucose. En effet, le
schistosome consomme des quantités considérables de glucose sanguin. Bueding en 1950
(Bueding 1950) a montré que le ver était capable d’ingérer toutes les 5 heures son poids sec
en glucose. De plus il vit dans les veines mésentériques en amont du systéme porte, dans une
zone ou le taux de glucose peut rapidement varier selon la prise alimentaire.

Jusqu’alors, I’existence d’une voie insuline chez le schistosome était controversée. Dans cet
article nous montrons que la prise de glucose peut étre modulée par I’insuline humaine et ce
grace a la mise au point d’un protocole de mesure de 1’entrée de glucose non métabolisable
radioactif dans les stades larvaires et adultes du parasite, prouvant I’existence d’une voie
insuline possible chez le parasite.

Dans un second temps nous avons démontré que des inhibiteurs sélectifs d’IR humain
(tyrphostines AG1024 et AG538) modulent la prise de glucose par le parasite. Ces résultats
suggerent que les IR interviennent dans ce processus et ils ont été confortés ensuite par des
expériences d’interférence ARN démontrant que le ciblage de SmIR-1 chez les parasites

provoque de la méme manicre une diminution de la prise de glucose.

Dans un dernier volet qui réunit les deux articles, nous décrivons un type de stratégie dans
lequel on pourrait cibler les RTK parasitaires par des inhibiteurs spécifiques de la poche a
ATP, a I’'image de ce qui a déja été entrepris pour les RTK dérégulés responsables de
processus cancéreux. Nous avons pour cela construit et analysé précisément les structures
tridimensionnelles des domaines TK, et plus particuliérement celles des poches a ATP, des
RTK SER, SmIR-1 et SmIR-2 dans le but de démontrer le caractére conservé des domaines
TK, mais surtout de souligner au voisinage de la poche a ATP les motifs divergents par
rapport aux especes mammiféres. En effet, c’est sur la base de telles observations que le

ciblage spécifique des RTK parasitaires pourra étre envisagé chez 1’hote.

61



Nous avons entrepris une approche par modélisation a partir des matrices de RTK
homologues connues chez I’homme. Pour cela nous avons utilisé le serveur (Maurel et al.)* de
modélisation par homologie (http://ps2.life.nctu.edu.tw/) qui détermine la matrice la plus
proche a considérer. Ensuite cette matrice est soumise au serveur RAMP
(http://www.ram.org/computing/ramp/) qui détermine la structure tridimensionnelle finale. Le
logiciel Accelrys DS Visualizer V1.7 (Accelrys Software Inc®) est utilisé pour étudier les
modeles générés.

Les différents modeles obtenus montrent une grande conservation structurale des motifs
cruciaux pour la liaison de I’ATP, a savoir le motif GxGxxG et VAVK, mais aussi tout un
ensemble de motifs spécifiques, comme des inserts kinases (qui nécessiterait 1’établissement
d’un cristal pour étre véritablement observé), susceptibles de permettre un ciblage tres sélectif

des RTK du schistosome.

Articles disponibles Online :

Ahier A, Khayath N, Vicogne J, Dissous C “Insulin receptors and glucose uptake
in the human parasite Schistosoma mansoni”, Parasite, 2008, 15, 573-579.

Dissous C, Ahier A, Khayath N “Protein tyrosine kinases as new potential
targets against human schistosomiasis”, BioEssays, 2007 Nov; 16;29 (12):1281-
1288.

62




II- De DP’étude d’un RTK atypique chez le schistosome a la
découverte d’une nouvelle famille de RTK chez les invertébrés.

Cette partie regroupe la plus grande partie du travail accompli lors de cette Thése. SmRTK-1
est un récepteur atypique constitu¢ d’un domaine extracellulaire de type Venus Flytrap, d’un
domaine transmembranaire unique et d’un domaine TK intracellulaire. SmRTK-1, caractérisé
au laboratoire en 2003, a d’abord été considéré comme un représentant unique de ce type de
RTK. Au cours de I’année 2005, les avancées concernant les séquencages et annotations de
génomes divers, en particulier d’insectes, ont progressivement fait apparaitre des séquences
partielles de protéines trés proches de SmRTK-1. Les analyses des régions génomiques au
voisinage des séquences isolées, réalisées grace a différentes banques de données (FlyBase,
VectorBase, GenBank Blast) et outils de bioinformatique (Augustus gene, Genscan,
Lasergene DNAstar) ont rapidement permis de reconstituer d’autres récepteurs homologues a
SmRTK-1. A ce jour, 15 séquences ont ainsi ét¢ décrites in silico chez différents organismes
(Drosophila ananasse, D. pseudoobscura, D. persimilis, D. willistoni, D. mojavensis, D.
virilis, D. grimshawi, Culex pipiens, Aedes aegypti, Anopheles gambiae, Tribolium
castaneum, Apis mellifera, Nasonia vitripennis (guépe parasitoide), Pediculus humanus
corporis et Strongylocentrotus purpuratus (oursin)). Des études de structure génomique
(structure intron-exon, conservations des jonctions intron-exon) et de phylogénie des
domaines VFTM et TK nous ont permis de placer SmRTK-1 et les autres séquences trouvées
au sein d’une nouvelle famille de RTK nommée VKR pour Venus Kinase Receptor. Nous
avons cloné et séquencé quatre de ces récepteurs répartis dans différents ordres de la classe
des insectes : DpseuVKR, AgVKR, TcVKR, AmVKR. SpVKR ¢était déja recensé dans une
banque de RTK d’oursin sous le terme IR-like (http://urchin.nidcr.nih.gov/blast/index.html).
Les différents profils d’expression obtenus pour les VKR indiquent une expression
préférentielle dans les gonades d’oursin et ovaires d’anophéle (des résultats qui sont a corréler
avec la présence de SmVKR dans les gonades du schistosome femelle) ainsi que dans les
stades larvaires de 7. castaneum et du faux-bourdon d’4. mellifera.

Un travail important a ét¢ mené pour tenter de montrer que les VKR qui contiennent tous les
motifs nécessaires a 1’activité¢ kinase du domaine TK sont des récepteurs capables d’exercer
une activité kinase. En effet il existe chez certains organismes des RTK avec des fonctions
importantes mais qui sont dépourvus d’activité kinase (Kroiher et al. 2001). Pour ces études,

I’expression des VKR d’ A. mellifera ( organismes fournis par le Pr. Monique Gauthier —
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Universite P. Sabatier — Toulouse) et de 7. castaneum (fournis par le Pr. Eric Haubruge —
FUSAGX — Gembloux) a ¢été mise au point et grace a la construction de différents mutants
nous avons démontré que ces deux récepteurs possédaient une activité kinase in vitro.

La mise au point de ce test kinase a aussi permis de démontrer que 1’arginine (100uM) active
la phosphorylation in vitro de AmVKR, suggérant que cet amino-acide ou au moins un
analogue ou dérivé, puisse représenter le ligand des VKR.

Un second volet a concerné 1’étude de la dimérisation d’AmVKR par la technique de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer). Les signaux obtenus prouvent que le récepteur est
en mesure de s’homodimériser, méme si une hétérodimérisation avec un autre récepteur est
toujours possible dans les conditions naturelles d’expression chez 1’abeille. Ces résultats sont
en accord avec les analyses de bioinformatique du domaine VFTM qui montrent 1’existence

d’une face de dimérisation conservée chez les VKR.

Réference de larticle (En cours de publication) :

Ahier A, Rondard P, Gouignard N, Khayath N, Trolet J, Donogue DJ, Gauthier M,
Pin JP, Dissous C “A new family of receptor tyrosine kinases with a Venus
Flytrap binding domain in insects and other invertebrates”, PLOS One, 2009,
submitted.
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III- Approche fonctionnelle des VKR : Stratégies complémentaires et
perspectives.

1. Etude de AmVKR dans le modéle Apis mellifera

a) Elaboration d’un sérum polyclonal YSARVA dirigé contre les VKR
d’Apis mellifera (AmVKR) et de Tribolium castaneum (TcVKR)

Deux peptides présents dans le VFTM de AmVKR et TcVKR ont été sélectionnés sur la base
de leurs fortes hydrophilie et antigénicité (figure 1) et de leur exposition en surface prédite par
la modélisation (figure 2). Le peptide 1, AmYSA (YSAEGSSFNDRTKYP), 100% identique
a la séquence de A. mellifera et le peptide 2, TcCRVA (RVAALTEDGQKYTEY), 100%

identique a la séquence de 7. castaneum (figure 3), ont été synthétisés et couplés a

I’ovalbumine par I’entreprise Eurogentec.

Figure 1 : Position du peptide YSA (de AmVKR) et RVA (de TcVKR) (Alignement CW des VFTM de
VKR d’insectes)
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Figure 2 : Propriétés prédictives des peptides YSA et RVA (logiciel Protean — Suite DNAstar Lasergene®)
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Figure 3 : Positions des peptides YSA et RVA observés sur les modélisations des VFTM de
AmVKR et TcVKR. Modélisations réalisées par le serveur automatique de modélisation des
homologies (Maurel er al)’ (http:/ps2.life.nctu.edu.tw/) et RAMP (http://www. ram.org/
computing/ramp/) en utilisant la matrice [matrice : IEWK_A ,qui correspond au domaine VFT
du récepteur au glutamatel

Des souris ont ét¢ immunisées (3 souris + 1 souris controle) simultanément avec 34 ug
d’AmYSA et 36ug de TcRVA en présence de 100 pl d’adjuvant complet de Freund. Apres 20
jours, un rappel a été effectué¢ en présence d’adjuvant de Freund incomplet avec la méme
quantité de peptides. Les souris contrdles ont recu une solution saline a la place des peptides.
Les saignées ont eu lieu a J35, J45 et J60.

Des tests Elisa réalisés sur les peptides non couplés a I’ovalbumine ont montré la spécificité
du sérum obtenu pour les peptides YSA et RVA. La souris présentant le plus fort taux de
réponse contre les peptides a été retenue pour la suite des tests. De plus, des expériences de
Western Blot ont aussi démontré la reconnaissance des protéines recombinantes AmVKR et
TcVKR exprimées en cellule HEK293 (figure 4). La détection en Western Blot des protéines
natives dans les tissus d’abeille ou de tribolium n’a pas donné de résultats satisfaisants en

raison de la difficulté générale a réaliser des extractions protéiques de tissus d’insectes.
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Des différences majeures de reconnaissance en immunofluorescence (IF) ont été observées
pour AmMVKR et TcVKR. En effet seule AmMVKR est détectée in situ dans les cellules
HEK293 par le sérum YSARVA (figure 5), laissant présager que celui-ci ne pourra pas étre
utilisé pour détecter la protéine TcVKR dans les tissus de Tribolium.

Cette différence de reconnaissance pour AmVKR et TcVKR pourrait étre imputable a la
position méme du peptide YSA qui serait mieux exposé en surface ( figure 3) que le peptide
RVA situé¢ dans un « renfoncement » entre les 2 lobes du VFTM. Cette accessibilité limitée
du peptide RVA n’aurait pas d’incidence pour la reconnaissance de la protéine en WB (apres
¢lectrophorese en conditions dénaturantes AmMVKR et TcVKR sont détectés), mais pourrait
empécher celle-ci en IF dans des conditions ou la protéine reste relativement conformée.

Les résultats obtenus montrent que le sérum YSARVA peut étre utilis¢é pour I’étude de
AmVKR en WB et pour des localisations in situ chez A.mellifera. Cependant son utilisation
n’a pas ¢été validée pour une localisation de TcVKR dans des tissus du coléopteére.

Nous avions envisagé qu’en raison du fort taux de conservation entre les différents VKR
d’insectes (entre 40% et 60%), nous pourrions fabriquer un sérum « universel »capable de
reconnaitre les différents VKR d’insectes. Le fait que le sérum YSARVA ne soit pas capable
de reconnaitre TcVKR en IF, méme par I’intermédiaire du peptide YSA (spécifique d’A.
mellifera) rend peu envisageable une telle stratégie.

Le sérum YSARVA pourrait étre utilisé par la suite pour détecter AmVKR dans des tissus d’
A. mellifera.
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Figure 4 : Détection en WB aprés immunoprécipitation (Loftus ef al.) des lysats de cellules transfectées

Figure 5: Immunofluorescence
sur cellules entiéres fixées sur
lame. A) cellules transfectées par
AmVKR ; révélation oHA. B)

cellules transfectées par
TcVKR ; révélation amyc. C)
cellules transfectées par
AmVKR ; révélation anti-
YSA/RVA. D) cellules

transfectées par TcVKR ;
révélation anti-YSA/RVA. E)
cellules non transfectées ;
révélation aHA. F) cellules non
transfectées ; révélation oamyc.
G) cellules transfectées par
AmVKR ; révélation sérum de
souris contrdle. H) cellules non
transfectées ; révélation anti-
YSA/RVA

b) Expression du géne Amvkr

Nous avons étudié par Q-PCR les taux d’expression d’Amvkr chez les abeilles ouvriéres et
chez les faux-bourdons mis a disposition par le Pr. M. Gauthier (Université Paul Sabatier,
Toulouse). Les transcrits Amvkr sont détectés a tous les stades de développement des
organismes des deux castes (larves, nymphes et imago) mais I’expression au niveau des stades
larvaires est beaucoup plus faible dans les ouvrieres que dans les faux-bourdons (Fig 6). Les
taux d’expression ont également été mesurés dans différents segments d’abeille ouvricre, a
savoir la téte, le thorax et I’abdomen. Les transcrits Amvkr sont retrouvés dans toutes les
parties analysées avec un taux comparativement plus faible dans I’abdomen (Fig 7). Nous
avons vu précedemment que SmVKR était surtout associé aux organes génitaux femelles du
schistosome. Dans le cas de 1’abeille ouvriére, le faible taux d’Amvkr observé dans I’abdomen
est compatible avec ’absence d’organes sexuels chez cette caste.

L’¢tude d’AmVKR chez la caste ouvriere d’A. mellifera est donc discutable. Bien que les
ouvrieres soient les organismes les plus abondants et les plus faciles a obtenir, les études

futures devront étre réalisées parallélement chez la reine surtout si I’on veut approfondir les



observations réalisées chez le schistosome et analyser le role possible de AmVKR dans la

fécondité des organismes.

B A. mellifera [faux bourdon] "L5;P4;P6"

Expression relative

Larve Nymphe Imago

OA. mellifera [ouvriére] "L1;P2;Imago” T

Stades de développement

Figure 6 : Expression relative de AmVKR selon les
différents stades de développement (Larve,
Nymphe, Imago). Géne de référence (AmACTIN
XM 623378.1)

¢) ARN Interférence

Figure 7 : Expression relative de
AmVKR selon les différents
segments d'abeille ouvriere (Téte,
Thorax, Abdomen). (AmACTIN
XM 623378.1)

Des manipulations d’interférence ARN ciblant Amvkr ont aussi été entreprises chez I’ouvriére

d’A. mellifera. Nous avons choisi d’utiliser des siARN (petit ARN double brin ou small
interfering ARN), bien que des dSARN (long ARN double brin ou double-stranded RNA)

auraient aussi pu étre utilisés. En effet, chez les insectes, il semblerait que les deux stratégies

soient aussi efficaces (15° Colloque de Physiologie des insectes, Rennes, 2007, Workshop

RNA interference insectes). Un couple de siRNA a été¢ désigné selon les recommandations de

Tuschl et al, 2004 (http://www.rockefeller.edu/labheads/ tuschl/sirna.html) et commandés

aupres de 1’entreprise Ambion.

Caractéristiques des siRNA choisis :

position

Séquence

Type design

296

Cible : 5'- AAGATGTGAATCCAAAGAGGG -3'

siRNA brin sens: 5'- GAUGUGAAUCCAAAGAGGGtt -3'
siRNA brin antisens: 3'- ttCUACACUUAGGUUUCUCCC -5'

%CG 42,9

Ambion
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Blast OK (pas de croisement intra-A4. mellifera)

Pas de polymorphisme (test sur 3 séquengages de AmVKR)

Des injections de 1pg de siARN ont été réalisées de maniére systémique dans les abdomens
d’abeilles légerement anesthésiées sur glace, d’aprés le protocole (Amdam et al. 2003). Les
ARN d’abdomen ont ensuite été extraits et purifiés par ultracentrifugation sur coussin de
chlorure de césium (densité 1,73) et les mesures de taux d’expression ont été réalisées sur
trois abdomens « poolés » d’abeilles sacrifiées a 24 et 48 h apres 1’injection des siARN. Des
baisses significatives de transcrits Amvkr sont observables dés 48 h (Fig 8).

Ces expériences préliminaires ont permis de mettre au point I’ARN interférence dans le
modele 4. mellifera et de valider un couple de siARN. Dans le cas présent, le t¢émoin négatif a
¢té réalisé par injection de la solution saline dans laquelle les siARN ont été dilués. Ces
expériences mériteraient d’étre répétées en incluant un témoin négatif de type « scramble » ou
irrelevant de type « GFP ».

Ces manipulations ouvrent des perspectives intéressantes pour la recherche de la fonction de
AmVKR. Il serait nécessaire de rechercher un phénotype, en particulier sur les stades de faux-
bourdons et de reine. L’observation des tissus gonadiques a divers stades de développement
pourrait constituer un phénotype de choix pour I’étude de AmVKR. Il serait aussi intéressant
de suivre I’extension du phénoméne d’interférence ARN dans le temps et les différents

segments de I’insecte.
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2. Expression et fonction de AmVKR en cellules de mammifére

a) Recherche de ’activation des voies Ras/MAPK

L’¢étude fonctionnelle de AmVKR et en particulier la recherche des voies de signalisation a

¢été abordée en cellules de mammifeéres (HEK293, MDCK et HuH7). Le choix de produire la
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protéine d’insecte en systéme hétérologue mammifeére a été motivé par I’existence d’outils
fonctionnels disponibles pour ce type de cellules (FRET, tests d’activité kinase, vecteurs de
clonage adaptés) et aussi par le fait que de nombreuses études fonctionnelles de récepteurs
d’invertébrés ont été réalisées en cellules de mammiferes (Mitri et al. 2004).

La voie de signalisation principale qui a été recherchée est la voie Ras/MAPK, une voie
ubiquitaire qui implique la plupart des RTK activés (McKay and Morrison 2007). Nous avons
pour cela utilisé une stratégie de transactivation d’un vecteur rapporteur Py-Luc contenant le
gene de la luciférase sous le controle d’un promoteur sensible au facteur de transcription
ETS/API constitué de c-fos et c-jun (Wasylyk et al. 1990).Ce systeme de transactivation a été
congu pour étre treés sensible a la détection de I’activation des voies Ras/MAPK et utilisé

préalablement avec succes dans 1’étude du RTK de S. mansoni SER (Vicogne et al. 2004).
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Figure 9 : Schéma montrant le principe de transactivation du vecteur Py-Luc et graphique
montrant son utilisation pour I’étude de SER (activé par de PEGF Humain) (Vicogne et al,
2004).

Les RTK utilisés comme contrdles positifs dans les expériences étaient :

e Le récepteur Trk-MET, qui est un récepteur chimere constitu¢é de la partie
extracellulaire de TrkA qui est le recepteur du NGF (Nerve Growth Factor) et de la
partie intracellulaire de MET, le récepteur du HGF (Hepatocyte Growth Factor)
(Weidner et al. 1995). Trk-MET est ainsi capable de médier une voie MET apres
activation par le NGF. Néanmoins, il possede naturellement une forte activité basale
et active en absence de ligand la voie Ras/MAPK (Tulasne et al. 2004).

e Le récepteur SER de S. mansoni caractérisé au laboratoire. SER qui en présence
d’EGF humain induit une forte activation des voies Ras/MAPK en cellules de
mammifere (Fig 9).

e Les FGFR 3 (Récepteur au Fibroblast Growth Factor) WT et muté (FGFR 3 K650E,

constitutivement actif) fournis par le Dr. D. Donoghue de San Diego (CA).
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Les résultats de la Fig 10 montrent que Trk-MET et SER en présence d’EGF activent
fortement I’expression de luciferase mais curieusement, FGFR3 WT activé par le FGF1,
ou encore la version mutée FGFR3 W650E, n’induisent pas d’activation d’une voie des
Ras/MAPK dépendante du facteur de transcription AP-1. Dans la littérature le FGFR1 est
décrit pour activer spécifiquement les voies ERK dépendantes de Ras et de Raf et faisant
intervenir AP-1 (Yang et al. 2008), alors que la voie de signalisation du FGFR3 reste
floue, avec une activation des ERK, mais qui semble indépendante des partenaires Ras et
Raf (Choi et al. 2001). Enfin I’activation du facteur de transcription AP-1 par le FGFR3
n’a pas été décrite & ma connaissance. Il semblerait plutdt que les ERK activées, activent
a leur tour des S/T kinases de type RSK (Kang et al. 2007). Cela pourrait expliquer le fait
que FGFR3 WT (activé par du FGF1) et FGFR3 K650E induisent une phosphorylation
des ERK détectée en WB (Fig 11, A & B) alors qu’aucune transactivation n’est observée

(Fig 10).

Différents construits de AmVKR ont été testés (a différentes concentrations :10ng a 1ug) :
-AmVKR WT

-AmVKR KO (inactif en essai kinase),

-AmVKR mutés EE, XE et EX (suractifs en essai kinase) (cf article 3)

ainsi que d’autres construits renfermant les séquences TcVKR et SmVKR, permettant tous

potentiellement I’expression des protéines en cellules de mammifere.

Les résultats des Fig 10 et 11 (A & B) indiquent une absence totale de phosphorylation de
ERK et d’expression de luciférase et ce indépendamment des plasmides transfectés (prkS5,
pcDNA3.1 ou PsecHygro (Invitrogen®)) et du codon usage du VKR concerné (4. mellifera,
T. castaneum ou encore S. mansoni). Plus important encore, I’absence de transactivation
semble étre indépendante de I’activité catalytique des mutants utilisés dans le cas de AmVKR.
Dans certains cas, nous avons observé que la transfection des construits de VKR entrainait en
plus une chute du signal basal de transactivation (par rapport au témoin plasmide vide). Plus
surprenant, lors d’une cotransfection des plasmides VKR avec le plasmide SER on observe
une inhibition du signal induit par SER en présence d’EGF (Fig 10 D).

Cette inhibition du signal pourrait étre due a un effet toxique de la protéine recombinante

exprimée dans la cellule bien qu’aucun aspect anormal par rapport aux cellules contrdles n’ait
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¢été observé pour les cellules transfectées par VKR. Pour préciser ce point, nous avons donc
transfecté en méme temps que les construits VKR un vecteur constitutif CMV-Luc qui permet
de juger de I’état physiologique de la cellule. Les résultats (Fig 10 D) montrent que la
luciférase est effectivement moins exprimée dans les cellules lorsqu’elles sont transfectées par

les VKR, indiquant un effet de stress sur la cellule.
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Figure 10 (A, B, C & D) : Tests de transactivation du vecteur rapporteur Py-luc.

400 000 cellules sont transféctées par Ipg total de plasmide additionné de 25ng de plasmide
TORU (lipotransfectant ExgenS00 (Euromedex®) 3,3ul/ug ADN). Les cellules sont récoltées au
bout de 24H et la luciférase est dosée par un kit luciferase assay system de Promega® contenant le
substrat luciférine qui va étre clivé pour libérer de la lumiére mesurée par luminométre Victor
(Perkin Elmer).

Note : la quantité de plasmide transfectée est toujours de 1png. Dans les conditions 200ng, 800ng et
10ng, le plasmide vide correspondant compléte a 1pg.
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Figure 11 (A & B) : WB montrant la phosphorylation des ERK1 et 2 suite a la transfection
de différents construits de AmVKR.

Plusieurs hypotheses ont été émises et testées pour tenter d’expliquer la nature des résultats.

e Le récepteur VKR pourrait contenir une séquence de rétention, I’empéchant d’étre
exprimé correctement a la surface (voir test elisa chapitre suivant). Cette hypothese
semble peu probable pour un RTK mais ce phénomeéne existe pour les RCPG de classe
3, dont le récepteur du GABA.

e A Dinstar du récepteur MET, les VKR pourraient se cliver pour libérer une partie C-
terminale a fonction pro-apoptotique.

e Les VKR pourraient médier des voies autres que celle des Ras/MAPK (voies p38,
AKT ..))
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b) Recherche d’une séquence de rétention chez les VKR

Malgré 1’observation que des quantités significatives de protéines VKR puissent étre
produites en cellules de mammifére (cf Fig 11, B), il semblerait que les VKR soient peu
exprimés a leur surface. En effet, si les marquages en immunofluorescence démontrent bien la
localisation en surface de la protéine, les différents tests Elisa menés sur cellules enticres
(révélation de I’étiquette HA en position N-term - collaboration Philippe Rondard,
Montpellier) ont montré une exposition treés partielle de AmVKR en surface (Fig 12-13).
Différentes tentatives ont été utilisées pour tenter d’améliorer 1’adressage en surface du
récepteur, comme [’utilisation de la séquence signal de mGIluRS dans le vecteur prk5 ou
I’utilisation de séquences de sécrétion de la région V-J2-C des chaines kappa des Ig de souris
dans le vecteur pSecTag2/Hygro. Un module SNAP (module enzymatique permettant le
clivage d’un substrat et la fixation d’un fluorophore HA (Maurel et al. 2008)) a aussi été
incorporé¢ au construit d’AmVKR en aval de I’étiquette HA. Ce dernier a permis
I’augmentation du taux d’expression de la prot¢éine AmVKR (Fig 13- 14) sans pour autant
augmenter son taux d’adressage en surface (Fig 13). C’est cette derni¢re version ’AmVKR
qui a été utilisée pour I’etude fonctionnelle de AmKR (SNAP-FRET, essai-kinase et

recherche voies de sigbalisations).
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(vecteur vide), GB1 WT/GB2 K

(témoin positif). Figure 13 : Elisa sur cellule entiére non perméabilisée
(Surface) et perméabilisée (Total) aprés transfection de
différentes versions de AmVKR. (ACT: Cterm
supprimé(
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La faible expression en surface de AmVKR peut étre la cause de son incapacité a induire une
signalisation. Nous avons voulu rechercher I’existence d’un motif de rétention dans la
structure du récepteur qui pourrait étre responsable de son expression insuffisante en surface.
Chez les RTK, ce phénomene n’est pas connu, mais pour de nombreux récepteurs, comme les
récepteurs au NMDA ou au kainate ou encore les RCPG de classe 3 comme le GABABR, il
existe un motif di-basique de type di-lysine (KKRR) ou di-arginine (RXR) dans la queue C-
term retenant le récepteur dans le réticulum endoplasmique (RE). En effet, ces motifs di-
basiques sont reconnus par le complexe protéique COPI (Coat Protein I Complex), qui
retiennent la protéine dans le RE (Brock et al. 2005). Plusieurs séquences di-basiques ont été
remarquées dans la queue C-term de AmVKR et la stratégie de couper cette derniére (juste
derriere le domaine TK) a été choisie. Les construits AmVKR dépourvus de la partie C-term
(AmVKR OJCT) ont été testés pour leur capacité a activer ERK. Malheureusement, les
résultats de WB n’indiquent a nouveau aucune phosphorylation de ERK dans les cellules qui

expriment la protéine AmVKR 6CT (Fig 11 A, B).

Séquence de I’extrémité C-term de AmVKR (domaine post-TK) et motifs di-basiques
reperes :
ATNPRILSPCLDVPLASVQIEHTGQLDIELPENLRKFSLSWSPQNSTTRPASTSSPFGVP
YPPLLDINDHDDKPIQNSIMGNGIADAESSRPLLLNANEPLSGLPMILQSFKQKEESPH
KYVNIQPGISNNCDYSSDQNGGGSIQMEERRAILPENRKSEDVSIL-STOP
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Il aurait sirement été plus judicieux de muter seulement les sites di-basiques de la queue C-
term pour garder toute la potentialit¢ du RTK a recruter des éventuels partenaires de
signalisation. Cependant la stratégie de sectionner I’extrémité C-term a été motivée par le fait
de vouloir vérifier, a I’instar du RTK MET (Deheuninck et al. 2008, Tulasne and Foveau
2008), qu’un fragment pro-apoptique ne risquait pas de se détacher du RTK pour aller médier
une voie apoptotique.

En plus du fait que les versions coupées de AmVKR ne semblent pas restaurer 1’activité ERK
de base, la détection en WB par des anticorps anti-HA (étiquette N-term) et anti-V5 (étiquette
C-term) du récepteur AmVKR a la taille attendue (175kDa) suggere fortement que AmVKR

ne subit pas de clivage (résultats non montrés).

¢) Recherche d’autres voies de signalisation possibles

La cellule semble subir un stress suite a la transfection par AmVKR. Nous avons voulu
vérifier si la P38 kinase pouvait étre activée dans les cellules HEK293 suite a la transfection
du VKR. En effet il est connu que la voie P38, avec ou sans I’aide de JNK (c-Jun N-terminal
Kinases), est activée en réponse a un stress subi par la cellule (Raingeaud et al. 1995). La P38
activée intervient dans une voie de signalisation permettant de réguler des phénoménes
d’inflammation, d’apoptose ou encore de différenciation cellulaire (Cuenda and Rousseau
2007).

Les résultats de la Fig 15 montrent que contrairement a des cellules exposées au TNFa
(10ng/ml pendant 15 mn) et qui servent de contréle positif, aucune molécule P38
phosphorylée n’est détectable dans les lysats des cellules transfectées par les construits
AmVKR, et ce méme dans le cas ot AmVKR est constitutivement actif, indiquant que les

VKR ne semblent pas induire la voie P38.
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Figure 15 : WB montrant I’état de phosphorylation de P38 suite a la transfection de
différents construits de AmVKR.

Les voies de signalisation qui pourraient étre médiée par AmVKR (dans ce modele
d’expresion hétérologue) restent toujours inconnues. Dans nos approches nous n’avons pu
montrer ni une voie de croissance (ERK/AP-1), ni une voie de stress cellulaire 1i¢ a P38. 1l
serait surement nécessaire de changer de systéme cellulaire et d’evoluer sers un systéme

homologue de cellule d’insecte

d) La réalisation d’une chimere GABABR1-AmVKR

Dans le but de créer un récepteur dont le domaine extracellulaire serait connu et donc
facilement activable par un ligand connu, nous avons tenté de réaliser un récepteur chimére
constitué¢ du domaine extracellulaire du GABABR I(récepteur au GABA B métabotropique de
type 1) couplé au domaine intracellulaire du VKR d’A. mellifera.

Pour cela nous avons créé, par mutagénése dirigée, un site Notl dans la séquence du
GABABRI, juste avant le premier domaine transmembranaire. Le site Xbal était déja présent
en position C-term dans le construit. Le domaine intracellulaire de AmVKR (incluant le
domaine transmembranaire (TM)) a été amplifi¢ avec des amorces contenant les sites de
restriction Notl et Xbal puis ligué¢ dans le construit GABABRI libéré de son domaine
intracellulaire (Fig 16).
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Figure 16 : Schéma montrant la stratégie utilisée pour constituer la chimére GABABR1-AmVKR.
(Construit Prk5-HA-ST-GABABRI1 fourni par P. Rondard & J.P. Pin — Montpellier)

La chimere ainsi obtenue contient bien le domaine extracellulaire GABABRI et la partie
intracellulaire du récepteur AmVKR, le domaine TM étant celui de AmVKR. Les domaines
TM des RTKSs sont trés spécifiques d’un récepteur donné. Ainsi il est possible de modifier
I’activité d’un RTK en rajoutant ou en enlevant un résidu de I’hélice a constituant le TM (Li
and Hristova 2006). Ces données ont motivé le choix de garder le TM de AmVKR dans la
chimere. Cependant le fait d’avoir conservé le domaine riche en cystéine présent juste derricre
le VFTM du GABABRI est discutable puisque AmVKR n’en posséde pas. De plus, la longue
partie N-term de AmVKR (environ 400 aa) en amont du VFTM a été supprimée. Bien qu’elle
ne corresponde a aucun motif connu a ce jour et qu’elle n’existe pas dans le GABABRI, elle
pourrait trés bien avoir une fonction sur I’activité de AmVKR.

Un autre point concerne I’éventuelle dimérisation de cette chimeére. GABABRI est censé se
dimériser avec GABABR2, une autre sous-unit¢é du GABABR. Dans notre cas, ou le
récepteur a €t transfecté seul, nous ne savons pas comment il pourrait se comporter et cela

n’a pas été abordé dans notre étude.

Nous avons pu montrer que le construit chimérique s’exprime bien a la taille attendue de 140
Kd en cellules de mammifere (Duchek et al.) (Fig 15, 17). Nous avons testé son activation par
les ligands connus de GABABR1 (GABA et Baclofen) dans un test kinase in vitro mais
aucune autophosphorylation de la chimére n’a pu étre détectée (Fig 17). De méme, dans le test

d’activation des voies Ras/MAPK en présence du vecteur Py-Luc, le construit GABABRI-
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AmVKR se comporte comme les autres construits VKR (pas d’activation mais plutot

tendance a I’inhibition de I’expression du gene rapporteur) (Fig 18).
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La réalisation d’une chimere est peut étre plus compliqué qu’il n’y parait. Méme si de
nombreux exemples dans la litterature ont permis une telle approche (cas de la chimére Trk-
Met), il est surement nécessaire de connaitre davantage le mode de fonctionnement du

recepteur pour connaitre I’importance de chaque domaine que 1’on veut moduler/remplacer.

80



DISCUSSION.
Prescrcrnnes &

CONCLUSION

81



DISCUSSIONS ET PERSPECTIVES

I- Invertébrés d’intérét médical, biologie comparative et
génomique fonctionnelle.

La biologie comparative tend a faire le lien entre les systémes biologiques existant chez des
organismes différents. Cette approche par comparaison peut permettre d’étudier une protéine
d’intérét médical chez un organisme modéle dont le fonctionnement biologique semble
simplifi¢ ou au contraire d’envisager la fonction de certaines protéines d’invertébrés, en
raison de la grande conservation des systémes biologiques au sein du régne animal,
hypothéses qu’il convient ensuite de confirmer. De nombreuses approches de ce genre sont
réalisées chez les invertébrés en comparaison avec les modeles vertébrés et humains en
particulier. Une telle démarche nous a permis au laboratoire d’aborder I’étude de SER, de
SmIR-1 et SmIR-2, mais aussi d’autres kinases trés conservées au niveau de la régulation du
cycle cellulaire. Il est néanmoins nécessaire de souligner que ces études ont montré de
nombreuses particularités, qui peuvent étre exploitées pour les recherches de nouveaux

moyens de contrdle des organismes (parasites, vecteurs) d’intérét médical.

L’essor récent du séquengage et de I’annotation des génomes d’invertébrés (banques de
données VectorBase, FlyBase, Sanger ...) apporte un nouvel outil pour une approche
complémentaire dans la fagon d’aborder la biologie moléculaire de ces organismes. SmVKR
en est un exemple, puisqu’a partir d’un RTK découvert par une stratégie de reconnaissance
d’un domaine Tyrosine Kinase par des amorces dégénérées (screening par PCR), nous avons
rapidement pu délimiter une nouvelle famille de RTK en exploitant les données génomiques

mises a jour réguliérement depuis ces 3 dernicres années.

Ces données génomiques arrivent dans un contexte ou il est plus que nécessaire de développer
des outils de contrdle d’invertébrés d’intérét médical, souvent impliqués comme agent ou
vecteur de maladies qualifiées de « Neglected Diseases ». En effet, les maladies transmises
par des vecteurs invertébrés (en particulier arthropodes) entrainent un taux de décés humains
supérieur a toutes les autres causes combinées (Hill et al. 2005, Kalluri et al. 2007) (voir table

suivante).
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Pour illustration, nous citerons bien sir le paludisme (ou malaria), qui est la premicre endémie
parasitaire mondiale, avec prés de 500 millions de cas d’acces palustre par an dont environ 3
millions de morts imputés annuellement a Plasmodium falciparum a travers les zones
tropicales et subtropicales du globe. Environ 6 000 cas d’importations sont recens€s par an en
France (Stahl JP 2008), et les modifications climatiques a venir pourraient bien entendu
modifier les aires de répartition du parasite. Le paludisme est transmis par le moustique
femelle Anopheles gambiae, qui doit nécessairement prélever du sang de vertébrés, pour
produire ses oeufs et achever son cycle de développement. De nombeux efforts sont mis en
ceuvre pour contréler le vecteur moustique et la protection contre les piqures du vecteur
(repulsifs et moustiquaires en particulier) constituent un axe de prévention trés important
montrant bien qu’une action menée au niveau du vecteur peut étre porteuse. Les drogues
antiparasitaires existantes n’ont permis de controler que relativement le parasite puisque ce
dernier s’est toujours montré trés adroit pour developper des résistances aux molécules
utilisées (Ringwald 2007). L’étude d’une protéine nouvelle et originale comme le VKR
d’A.gambiae (menée par N. Gouignard au laboratoire) pourrait apporter de nouveaux
¢léments pour la compréhension de la biologie de I’anophele ainsi qu’un nouveau moyen de
la contrdler.
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v D P .
s e T“h"g"" pas omettre Aedes aegypti et Culex
ype
e — vty DIpiens  (pouvant  étre  vecteur
Malaria Protozoa . .
Dengue fever Virus d’helminthes responsables de filarioses
Ve low fever Winus
5t Louis encephalitis Virus (Wuchereria bancrofti pour C. pipiens)
Eastern equine encephalitis Winus
W i ncephalit Wi . . P
g e i et de maladies virales (Dengue, Fiévre
Rift Valley fever Winus . ;
Ticks Lyme disease Baceria  du Nil ...)) dont les génomes, en
Rocky Mountain spotted fever Bacteria
Q fewer Bacteria A A 4
b ot général, ont également grandement
Relapsing fever Bacteria ,
Ehlichiosis Bacteria avancé (Cf. Flybase). De nombreux
Colorado tick fever Vinus
Crimean hemorrhagic fever Virus autres arthropodes, tels que la mouche
Babesiosis Protoooa
Mites ) fever Bacteria r 7
Pickatulosestidlattsiaion S aoraits tsé-tsé¢ (vecteurs de la Trypanosomose
Deerflies (Chrysops) Tularernia Bacteria . . . , .,
Tsetse flies Sleeping sickness (African powzea  Humaine Africaine), les réduvidés
trypanosomiasish
Blackflies (simulies) Onchocerciasks Hedmyinth : :
i e e (punaises), (vecteurs de maladies de
Sandflies | Phlébotomes) Leishrmaniasis Protozoa ,
Sandily fever Virus Chagas), le phlébotome (vecteur de
WVesicular stomatitis Vinas . . . .
Lice (poux) Epidemic typhus Bacteria leishmanioses) ou encore la simulie
Trench fever Bacteria
Flaas [puces) Endemic typhus Bacueria A
Skl pacea  (vecteur de pathogenes responsables
Reduviids (also known Chagas disease (American Protozoa

as bed bugs. kissing bugs, mypancsomiasish
cone-nose bugs][punaises)

Principaux Arthropodes vecteurs de maladies (Kalluri
et al, 2007, modifié).



d’onchocercose ou « cécité des rivieres ») ont quant a eux des génomes encore trés méconnus,
malgré leur impact non négligeable sur la santé dans le monde (voir tableau des arthropodes

vecteurs communs).

Quant au schistosome, son intérét médical est considérable puisqu’il constitue la seconde
maladie parasitaire mondiale juste aprés le paludisme mais reste pourtant négligé avec trop
peu de moyens mis en ceuvre pour contréler I’endémie. A ce jour, une seule et unique drogue,
le PZQ, permet de controler I’infection par les schistosomes. Il apparait donc nécessaire de
développer I’étude de la biologie du parasite pour trouver de nouvelles armes efficaces contre
lui. Le schistosome est entré progressivement dans 1’aire de la génomique fonctionnelle, avec
a ce jour environ 30% de séquences annotées concernant un génome d’environ 280 Mb
renfermant 20 000 geénes estimés.

Le schistosome, en tant que parasite de 1’homme, a souvent ét¢ abordé par une approche
immunologique a travers I’étude des mécanismes de défense et d’échappement de ce dernier.
Ce type d’approche mené au laboratoire, depuis sa mise en place par le Pr. André Capron et
poursuivi par le Pr Monique Capron, a permis aujourd’hui de porter en phase III d’essai
clinique le candidat vaccinal prometteur Bilhvax (Capron et al. 1987, Capron and Capron
1994, Capron et al. 2005). Alternativement, dans I’équipe du Dr. Colette Dissous, nous
abordons 1’étude du parasite sous I’angle du développement de 1’organisme et principalement
dans I’axe de la biologie de sa reproduction. Les arguments qui motivent ce type d’approche
sont simples : le parasite vit jusqu’a 30 ans dans le corps humain, consomme énormément
d’énergie, pond énormément et reste en accouplement permanent. Ces considérations
imposent obligatoirement une stimulation intense et finement régulée du cycle cellulaire.
Nous pensons que les RTK sont des protéines-clé dans ces systémes. Outre I’implication de
SER, SmIR-1 et SmIR-2 dans des phénoménes clés de la survie du schistosome, les
spécificités structurales des RTK parasitaires font d’eux des cibles potentielles, dont SmVKR
constitue actuellement le candidat le plus prometteur. En effet son originalité garantit de
pouvoir le cibler spécifiquement le domaine TK et/ou le domaine VFT et la conservation de
I’activité catalytique des VKR laisse penser qu’il intervient dans les processus importants du

développement parasitaire.
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II- Quelle peut étre 'importance des VKR dans la biologie des
invertébrés ?

Les données biologiques obtenues jusqu'a présent sont insuffisantes pour affirmer que les
VKR ont un réle crucial chez les organismes concernés, néanmoins divers points peuvent étre

discutés.

1. L’évolution des VKR

Dans un premier temps, il est important de souligner que notre étude a permis de confirmer
que les différents VKR ne sont pas des « artéfacts » isolés mais qu’ils appartiennent bien a
une nouvelle famille de RTK. Comme la plupart des protéines, les VKR ont
vraisemblablement évolué sous I’influence de la pression de sélection liée a 1’évolution. Si
aujourd’hui nous retrouvons des VKR ayant conservé tout leur potentiel kinase (Figure 7,
article 3), il est fort probable qu’ils aient un réle biologique essentiel.

Les véritables modalités d’évolution des VKR restent encore inconnues. Le fait de les
retrouver dans différents groupes (insectes, ¢chinodermes et plathelminthes) indique juste que
les VKR doivent avoir un ancétre commun au niveau des bilatériens (Halanych 2004). Les
VKR seraient donc apparus peu de temps aprés 1’émergence des premiers RTK chez les
métazoaires (poriferes et cnidaires) selon le principe d’évolution connu des RTK impliquant
la recombinaison de modules fonctionnels (Yarden and Ullrich 1988). Néanmoins, la
découverte des VKR chez les insectes reste d’une grande importance, car en terme de
biodiversité, les insectes restent la classe la plus importante du régne animal. On estime a

1 750 000 le nombre d'espéces vivantes actuellement décrites (avec une estimation de 2 a 40
fois plus d’espéces restant a découvrir) et les arthropodes constituent vraisemblablement
I'embranchement le plus abondant dans I'histoire de la Terre et le plus diversifié avec pres de

1 200 000 espéces a lui seul.
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Tableau présentant la biodiversité des
grands groupes du régne animal
(Chansigaud V., 2008).

Groupe concerné | Nombres d’espéces
connues

Arthropoda 1 200 000

Mollusca 100 000 a 110 000

Nematoda 90 000 a 12 000

Chordata 47 200

Platyhelminthes | 15 000 a 20 000

Annelida 15 000

Cnidaria 9000 a 10 000

Echinodermata 6 000

Porifera 4300

Diagramme présentant ’importance de chaque
groupe animal en terme de biodiversité. Les
étoiles rouges représentent les groupes ou sont
décrits les VKR (Chansigaud V., 2008).
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Aucun VKR n’a été retrouvé chez les vertébrés, ou les systémes biologiques sont complexes.
Les VKR, exclusivement décrits chez les invertébrés, ont pu étre conservés pour répondre a
des besoins biologiques primitifs particuliers qui ne sont plus d’actualité chez les vertébrés ou
bien qui pourraient étre traités de facon différente. Chez les invertébrés, le VKR permettrait
de combiner les voies de signalisation de deux récepteurs (un RCPG de classe 3 et un RTK)
qui sont distincts chez les vertébrés. Cette réflexion rejoint celle des IR et IGF-1R qui sont
séparés chez les vertébrés, a partir des céphalochordés, pour se spécialiser dans des fonctions
différentes, a savoir des fonctions métaboliques (prise de glucose) pour I’IR et des fonctions
purement de croissance pour I’IGF-1R, alors que chez les invertébrés il n’existerait qu’un seul
IR pour la gestion des deux fonctions (Pashmforoush et al. 1996). Cette hypothése pourrait
étre appuyée par 1I’évidence qu’il existe chez les vertébrés, une communication entre les
RCPG et les RTK, ou dans certains cas, une voie de signalisation RTK de croissance est

médiée suite a la liaison d’un ligand par un RCPG voisin.

Les différentes phylogénies établies des domaines TK et VFTM confirment aussi le caractére
ancestral du VKR (Fiure 4 et 5, article 3). En effet, les arbres synthétisés montrent que ces
domaines sont bien monophylétiques et que s’ils sont trés proches respectivement du TK de
I’IR et du VFTM du GABAGgR, ils n’en sont pas moins distincts. D’ailleurs les VKR
coexistent avec GABAgRI1 et GABAgBR2 et IR chez les différents organismes ou il a été
découvert, montrant bien qu’ils ne se substituent pas a ces derniers. Une incertitude concerne
peut étre le schistosome chez qui, a I’heure actuelle, aucun sous type de GABABR n’a pu étre
détecté dans le génome, méme apres des recherches avancées dans les récentes annotations du
génome de S. mansoni (Collaboration INSERM FIOCRUZ — Oliveira G. & Ruiz J. —Belo
Horizonte, Brésil). Il n’est cependant pas exclu que 1’état actuel d’annotation du génome ne
nous permette pas de le détecter, d’autant plus que les GABABR métabotropiques sont tres
répandus chez les invertébrés et semble exercer un réle beaucoup plus global dans le
développement, alors qu’ils sont spécialisés dans 1’influx nerveux des vertébrés (Dzitoyeva et
al. 2005). Néanmoins chez S. mansoni, différents récepteurs contenant un domaine VFTM ont
pu étre repérés dans les données génomiques, a savoir un mGIluR, un ANFR, des igluR (un
récepteur du kainate et du NMDA) et classés dans un arbre phylogénétique cohérent (Ahier et

al, en préparation).
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Curieusement chez certains invertébrés « modéles », le VKR est absent. Ainsi on ne retrouve
pas de VKR chez C. elegans ou encore chez D. melanogaster, ou leur étude aurait pu ouvrir
d’avantage de perspectives en raison de la puissance de ces modeles en biologie moléculaire.
Justifier I’absence de VKR chez C. elegans n’est pas tache facile, d’autant plus que la grande
connaissance du modele ne laisse quasiment aucun doute sur son absence. Concernant D.
melanogaster, on remarque que les VKR sont absents dans I’ensemble du groupe
menalogaster, avec un seul VKR décrit chez D. ananassae. L’analyse de la structure du gene
Davkr montre « une rupture » de la conservation de structure jusqu’alors tres linéaire chez les
différents VKR de drosophile (présence de 4 introns et jonctions intron-exon conservées).
Davkr présente deux exons supplémentaires au sein du domaine TK. Il serait d’ailleurs
nécessaire de s’assurer qu’il ne s’agit pas d’un pseudogene de VKR d’autant plus que la
domaine catalytique de DaVKR pourrait étre non fonctionnel en raison du manque de certains
résidus (6xGxxG) constituant la poche a ATP du domaine TK. Une hypothése serait qu’a la
base du groupe melanogaster, le VKR commence a dégénérer, pour se perdre totalement a

partir de D. erecta (Figure 2, article 3).

2. L’exploration de la fonction biologique des VKR

VKR serait un récepteur capable de transduire une voie de croissance apres stimulation par un
petit ligand (de type aminoacide, purine, odorant, ion ou encore phéromones, ceci par
analogie avec les récepteurs a VFTM).

A partir des données de PCR quantitative qui indiquent de forts taux de transcrits de VKR au
niveau des tissus gonadiques femelles et des stades embryonnaires d’insectes (Figure 6, article
3), de nombreuses hypothéses peuvent étre émises quant a la fonction des VKR. Dans le
contexte ou le schistosome adulte femelle doit nécessairement se trouver dans la goutticre
gynécophore du male pour développer ses caractéres sexuels (Kunz 2001), se pourrait-il
qu’une molécule de type phéromone soit émise par le male a I'intérieur de la gouttiére, et
captée par le VKR présent au niveau des organes sexuels de la femelle ? Ou bien se pourrait-il
que le VKR soit le lien entre les acides aminés (en particulier 1’arginine) et le développement
des organes sexuels chez les insectes ? Il est connu chez les moustiques qu’apreés un repas
sanguin le taux d’acides aminés augmente dans la matrice extracellulaire et permet (par une
voie que I’on ignore) I’activation de la voie TOR nécessaire au développement des cellules

vitellogénes (Hansen et al. 2004).
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La seule réponse a cette question réside dans le recours a I’ARN interférence chez les
différents organismes concernés. Dans ce cadre nous avons entrepris de réaliser de ’ARN
interférence chez le modéle 4. mellifera, en réalisant des injections systémiques abdominales
de siARN. Les résultats obtenus sont encourageants, avec des baisses spécifiques de
transcrits, mais il serait nécessaire de chercher un phénotype a observer sur ces représentants
de castes différentes.

Les différentes études fonctionnelles que nous avons pu développer, pour déterminer les voies
de signalisation et le mode de fonctionnement de AmVKR nous ont apporté de nombreux
résultats de grande importance, comme la capacité du récepteur a se dimériser (Figure 8,
article 3) et surtout a exercer une activité kinase et a étre activable par de I’arginine (Figure 9,
article 3).

Cependant, de nombreuses questions sont restées sans réponse, comme la détermination des
voies de signalisation induites par VKR. Les résultats obtenus au cours de ce travail de These
ont montré que le systéme d’expression en cellules de mammifere n’était probablement pas le
plus adapté pour 1’étude fonctionnelle des VKR. En effet, méme si nous avons pu produire
des quantités suffisantes de VKR dans ce type cellulaire pour pouvoir faire les essais kinases,
il semblerait que les VKR exercent une activité toxique sur les cellules de mammiferes, en
plus d’étre relativement peu exprimées en surface, peut-étre par simple présence d’une
protéine exogeéne jugée aberrante par la cellule, ou bien par médiation d’une voie que nous
n’avons pas réussi a déterminer. Il se pourrait aussi trés bien que le récepteur agisse comme
compétiteur négatif pour les autres RTK de la cellule. Le systéme de transactivation Py-luc
s’est montré performant pour étudier la voie Ras/MAPK du récepteur SER, mais ne s’est pas
du tout montré convaincant dans 1’étude des VKR. Cependant, ce systéme de transactivation
n’est peut étre pas a remettre en cause, puisque la phosphorylation des ERK n’est de toute
facon pas détectée dans les cellules transfectées par des construits d’AmVKR.

11 serait nécessaire de passer en systeme d’expression d’insecte, en utilisant si possible le type
cellulaire le plus adapté au VKR étudié (tel que les cellules d’anopheles pour 1’étude de
AgVKR). Ce type d’approche permettrait peut étre d’obtenir 1’état de glycosylation native du
VKR et donc une conformation optimale. Il est aussi possible que le récepteur nécessite des
protéines partenaires endogeénes pour son activation et la transduction de son signal. A ce jour,
nous n’avons pas recherché si un VKR endogene était exprimé dans les lignées cellulaires
existantes de moustiques. Pour ce qui est de I’étude de SmVKR, il faudra nécessairement
trouver un systéme cellulaire hétérologue. La seule lignée cellulaire phylogénétiquement

apparentée au schistosome est celle du mollusque B. glabrata, qui fait partie des

90



lophotrochozoaires au méme titre que le schistosome. Cette lignée cellulaire est disponible au
laboratoire mais sa transfection est tres difficile et nécessite des mises au point importantes
(Lardans et al. 1996). En cellules de mammifere, il n'est jamais certain de parvenir a exprimer
la protéine parasitaire en raison de la grande différence de codon usage, conséquence du fort
taux en A/T (33%CG/66%AT) des genes de schistosome.

L’analyse de la fonction de SmVKR par ARN interférence pourrait étre développée chez le
schistosome. La difficulté a réaliser I’ARN interférence chez le parasite vient du fait qu’il est
trés difficile d’y faire pénétrer I’ARN double-brin. Le trempage « ou soaking » nécessite
’utilisation de quantités énormes d’ARNdb (350pug/ml) ce qui augmente considérablement le
colt des manipulations, imposant de travailler sur de petites quantités de parasites, ce qui pose
des problémes pour quantifier les extinctions d’ARN. Nous avons rencontré ce type de
probléme lors des manipulations d’interférence menées sur SmIR-1 et SmIR-2, ou nous avons
pu observer un phénotype mais pas d’extinction de transcrits. Des nouveaux protocoles
d’¢électroporation d’ARNdb nouvellement mis au point au laboratoire pourraient sensiblement
améliorer les résultats.

L’interférence ARN peut aussi étre envisagée chez 1’ensemble des autres insectes qui de
manicre générale ne sont pas réfractaires a I’interférence ARN. De nombreux protocoles
existent par exemple chez le tribolium (Tomoyasu et al. 2008), la gueépe parasitoide nasonia
(Abdel-Latief et al. 2008), et potentiellement chez les drosophiles si les protocoles de D.
melanogaster sont transposables aux autres especes (Dzitoyeva et al. 2005).L’interférence
ARN sur le modéle d’anophele a été entreprise récemment au laboratoire en collaboration
avec le CEPIA, le Centre de Production et d’Infection des Anopheles de I’Institut Pasteur de
Paris, par injection systémique d’ARNdb chez I’insecte a I’aide de microinjecteurs.

Définir la fonction biologique des VKR est une étape essentielle pour envisager de les utiliser

dans le contrdle des organismes.
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III- Peut-on réellement envisager de cibler les RTK de schistosome ?

D’un point de vue purement conceptuel, tous les €léments sont rassemblés pour faire des RTK
des cibles privilégiées contre le schistosome. Premiérement, en raison de la grande
conservation des systémes biologiques au sein du régne animal, il peut étre admis que
I’orthologie de séquence reflete ’homologie de fonction (Doerig and Meijer 2007) et que
donc les RTK jouent nécessairement un rdle crucial chez le parasite. Ensuite, les différents
travaux menés sur les RTK tendent a confirmer qu’ils sont effectivement impliqués dans des
processus cellulaires cruciaux tout en présentant des particularités structurales pouvant
permettre la mise au point d’inhibiteurs spécifiques.

A ce sujet, les IR de schistosome, SmIR-1 et SmIR-2, viennent s’ajouter a la liste de RTK a
cibler. Méme si la fonction de ces IR nécessiterait d’étre explorée plus en profondeur, nos
travaux apportent les évidences d’une prise de glucose dépendante d’une voie insuline chez le
schistosome. L’utilisation d’inhibiteurs d’IR (les tyrphostines AG538 et AG1024) parvient a
moduler cette prise de glucose. Ces drogues peuvent, dans une moindre mesure, avoir des
effets sur d’autres cibles que les IR. Par exemple ’AG538 est connue pour inhiber la
phosphorylation de substrats d’IR et la PKB, qui sont de toute fagon des partenaires de voie
insuline PI3K/PKB impliquée dans la régulation de la prise de glucose dépendante de Glut4.
Pour limiter ces effets transversaux, nous avons utilis¢ des doses généralement utilisées en
culture cellulaire (AG358 a 50uM et AG1024 a 0,2uM), sachant que dans notre cas, la drogue
doit traverser la membrane heptalaminée du tégument d’un parasite métazoaire.

Les poches a ATP de SmIR-1 et SmIR-2 sont trés conservées par rapport aux IR retrouvées
chez I’homme, ce qui est en accord avec les effets relevés des tyrphostines utilisées, avec
quelques résidus variants et des insert-kinases laissant penser que des inhibiteurs spécifiques

sont réalisables.

En terme d’application les considérations sont autres. Comment pourrait-on intéresser les
industries pharmaceutiques a synthétiser des inhibiteurs spécifiques de RTK de schistosomes
sachant que les perspectives commerciales pour un médicament destiné aux pays émergents
sont trés faibles ? Sur les 1.393 nouveaux médicaments lancés dans le monde entre 1975 et
1999, seuls 13, soit 1 %, ont concerné des maladies dites « tropicales », qui se répandent dans
les pays en voie de développement. Globalement, ces maladies sont négligées par l'industrie
pharmaceutique car elles sont jugées peu rentables, frappant une population, qui représente

certes 80 % de la population mondiale, mais dont le pouvoir d'achat est faible. (Smith D. et al,
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2001). Sachant que le colit du traitement au PZQ a été ramené a moins de 25 centimes de
dollar US pour I’adulte, et qu’ il est encore moindre pour I’enfant, il est peu probable qu’un
nouveau médicament issu d’'une démarche non empirique, puisse étre compétitive en terme de

prix.

A - Maladies C - Maladies les plus négligées

universelles

B - Maladies négligées
Marché pharmaceutique mondial
» 4oo mrds de dollars US en zooz

Légende
A - Les maladies universelles telles que le cancer et les affections cardiovasculaires, métaboliques, osseuses et

articulaires touchent toute la population mondiale et mobilisent la majeurs partie des efforts de R&D de lindustrie
pharmaceutique.

B - Les maladies négligées telles que le paludisme ou la tuberculose affectent prindpalement les populations des
pays pauvres, méme si un marché restreint existe dans les pays rches ; de ce fait, les efforts de R&D entreprs
pour traiter ces maladies sont faibles.

C - Les maladies les plus négligées touchent presque exclusivement les populations des pays en développement,
qUi sont trop palvres pour avoir accés & UN glelcongue traitement. Comme elles ne repiésentent pas un marché
viable, elles ne sont pas prises en considération dans les efforts de R&D de lindustrie phamaceutique. Exemples
de maladies les plus négligées : la trypanosomiase humaine afrcaine (communément appelée maladie du
sommeil), la trypanosomiase américaine (aussi appelée maladie de Chagas), lulcére du Buruli, la dengue, la
leishmaniose, la l&pre, la filariose lymphatique et la schistosomiase.

Z (la zone grise) — Elle représente la part du marché phammaceutique consacrée a des produits destinés 3 traiter
des affections non strictement médicales (notamment la calvitie masculine, les achats compulsifs, le stress et la
fatigue due au décalage horaire), mais qui constituent néanmoins un segment trés lucratif du marché dans les

pays riches.
(Smith D. et al. 2001)

Bien qu’étant une maladie négligée, la schistosomiase continue de concerner environ 280
millions de personnes dans les régions les plus pauvres du globe. La mise au point de
nouveaux moyens de lutte contre le parasite reste encore lointaine mais de nombreuses
équipes de la communauté « schistosome » continue a innover dans ce sens, tout en sachant
que les études qui sont menées sur le parasite ne peuvent que contribuer a la prise de
conscience de la gravité du fléau. Sur le plan fondamental, le schistosome reste un mode¢le
d’étude original et de nombreux processus biologiques restent a découvrir chez cet organisme,
doué de capacités de défense, de développement et de reproduction trés surprenantes. L’étude
approfondie de ce modéle devra nécessairement s’accompagner de la mise au point de
nouveaux outils moléculaires et cellulaires qui pour le moment font cruellement défaut
(lignées cellulaires, ARN interférence efficace ...), méme si les avancées en génomique et

transcriptomique du schistosome se développent actuellement.
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BILAN GLOBAL

Dans un contexte ou la schistosomiase reste la seconde endémie parasitaire mondiale apres le
paludisme, avec prés de 300 millions de personnes concernées principalement dans les
régions pauvres du globe, et une seule drogue efficace le PZQ, il apparait évident de

rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques anti-schistosome.

Les travaux réalisés au cours de cette Thése ont permis de poser les bases conceptuelles d’une
utilisation des RTK de schistosome en tant que cible thérapeutique pour lutter contre le
parasite. Les bases de cette affirmation sont les suivantes : Les RTK sont impliqués dans des
phénoménes cruciaux pour le développement parasitaire et [’analyse de leur domaine

catalytique démontre des spécificités de structure rendant le ciblage spécifique.

Nous avons entrepris de démontrer le role important de SmIR-1 et SmIR-2 pour la biologie du
parasite. Les tendances obtenues en ARN interférence impliquent SmIR-1 dans la prise de
glucose, mais ces résultats mériteraient d’étre approfondis. L’étude a néanmoins permis de
démontrer qu’il existait une prise de glucose dépendante d’une voie insuline chez le parasite.
De plus I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques d’IR a montré que SmIR-1 et SmIR-2 pouvaient
étre affectés par des inhibiteurs de poche a ATP.

La partie la plus importante du travail a concerné 1’étude des VKR, une nouvelle famille de
RTK mise a jour chez les invertébrés (en particulier les insectes) a partir de 1’orthologue
découvert chez le schistosome. L’activité kinase des VKR a pu étre démontrée, ce qui indique
qu’ils ont probablement été conservés au cours de I’évolution pour avoir un rdle biologique.
Nous avons aussi prouvé que le VKR était capable de se dimériser et d’étre activable par
I’arginine.

Le role biologique des VKR n’a pas encore ¢été démontré, méme si on sait que les transcrits de
VKR sont exprimés au niveau des organes sexuels et des stades larvaires des organismes
¢tudiés. Néanmoins la structure totalement atypique du VKR pourrait en faire une cible de

choix pour le contréle des invertébrés considérés comme nuisibles.
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ANNEXES

o Récapitulatif des séquences protéiques et numéros d’accession
Genbank des différents VKR découverts

Les VKR séquencés ont été déposés dans Genbank avec les numéros d’accession suivants :

DpseuVKR EU598264
TcVKR EU878395
AmVKR EU878396
AGVKR EU878397

Les séquences découvertes in silico sur les différents génomes d’invertébrés ont été déposées
dans la section « Annotations », aussi appelée « Third Party Annotation » de Genbank avec

les numéros d’accession suivants :

Nvvkr BK006718
Spvkr BK0O06716
Phcvkr BK006717
Dvvkr BK006719
Dmvkr BK006720
Dgvkr BK0O06721
Dwvkr BK006722
Dpvkr BK006723
Davkr BK006724
Aavkr BK006725
Cpvkr BK006726
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