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Résumé

ére

La malaria est la 1°" parasitose mondiale du fait de son taux de morbidité et de mortalité.
Elle est responsable de 198 millions de cas dont 584 000 déces en 2013 (OMS). La forme la plus
sévere est due a I'apicomplexe Plasmodium falciparum. Etant donné I’absence d’un vaccin efficace et
I'augmentation des résistances aux traitements, il est crucial d’approfondir nos connaissances sur la
biologie de P. falciparum afin de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Le cycle de vie
complexe, avec deux hoétes, nécessite une régulation précise et dynamique de I'expression des genes
et des modifications post-traductionnelles. Dans ce contexte, il a été montré que les kinases et les
phosphatases, impliquées dans les processus de phosphorylation et de déphosphorylation
respectivement, jouent un réle crucial pour la survie du parasite.

Chez les eucaryotes, les phosphatases sont impliquées dans la croissance cellulaire, la
différentiation et la division. Parmi elles, PP1, une des principales sérine/thréonine phosphatases, est
composée d’une sous-unité catalytique (PP1c) et d’une sous-unité régulatrice. Ces régulateurs sont
essentiels et conferent a PP1 une localisation, une spécificité et une régulation de son activité. La
majorité des régulateurs interagissent avec PP1c via différents motifs tel que le motif RVxF.

Chez P. falciparum, PP1c (PfPP1c) est exprimée et semble étre essentielle au niveau du cycle

érythrocytaire, en particulier dans la libération des mérozoites infectieux. Pour mieux comprendre la
fonction de PfPP1c, nous étudions les régulateurs de PP1 chez le parasite. Nos études précédentes
nous ont permis de caractériser 3 régulateurs aux niveaux moléculaire et fonctionnel. Dans ce
contexte, nous avons montré que PfLRR1 et Pfl2 inhibent I'activité de PP1 alors que Pfl3 I'active. Des
études de génétique inverse suggerent que ces régulateurs sont aussi essentiels que la PP1c elle-
méme. Récemment, nous avons identifié dans le génome de P. falciparum le facteur d’initiation de la
traduction de type 2, sous-unité B (elF2B) qui pourrait étre un partenaire/régulateur potentiel de
PfPP1.
Dans la 1% partie de cette étude, I'objectif principal a été d’étudier la présence de motifs
additionnels de fixation a PfPP1c dans Pfl2 et leur impact sur sa fonction. En utilisant la RMN
(Résonnance Magnétique Nucléaire), un troisieme motif d’interaction FxxR/KxR/K a été identifié. Ce
motif a été montré comme agissant de concert avec le motif canonique RVxF. En effet, la mutation
des deux motifs abolit completement l'interaction avec PfPP1. De plus, en utilisant le modele
d’ovocytes de Xénope, nous avons mis en évidence que ces motifs sont nécessaires a Pfl2 pour
réguler I'activité de PP1. Finalement, I'utilisation d’un peptide dérivé du motif d’interaction
FxxR/KxR/K de Pfl2 a montré une accumulation dans les érythrocytes infectés et un effet anti-
plasmodial a été observé.

Dans la 2°™ partie de cette étude, nous avons étudié elF2p, un autre régulateur potentiel de
PfPP1. Par des expériences de GST pull-down, nous avons montré I'interaction entre PfelF2B/PfPP1
et deux motifs d’interaction ont été identifiés : RVxF et FxxR/KxR/K. De plus, en utilisant le modéle
d’ovocytes de Xénope, nous avons démontré que PfelF2B est impliquée dans la transition G2/M,
suggérant un roéle inhibiteur sur I'activité de PP1. La mutation d’un des deux motifs n’empéche pas la
formation du complexe alors que la mutation des deux abolit I'interaction avec PP1. Afin de
déterminer la fonction de PfelF2B in vivo chez Plasmodium, des expériences de génétique inverse ont
été réalisées. Nous avons montré |'accessibilité au locus de PfelF2p par Knock-In et des expériences
d’interruption du géne elF2B chez P. falciparum et berghei (espéce spécifique aux rongeurs) sont
actuellement en cours afin de déterminer I'essentialité de cette protéine dans le développement du
parasite.



Abstract

Malaria is still the most severe infectious disease in the world because of its high rate of
morbidity and mortality. Malaria is responsible for 198 million cases among which 584 000 deaths in
2013 (WHO). The most deadly parasite is the Apicomplexa Plasmodium falciparum. Given the lack of
efficient vaccine with long-lasting protection and the increase of resistance against current
treatments it is crucial to further deepen our understanding the biology of P. falciparum to find new
means of control. The complex life cycle within two hosts necessitates a highly accurate and dynamic
regulation of gene expression and of post translational modifications. In this context, it has been
shown that kinases and phosphatases, involved in phosphorylation/dephosphorylation processes
respectively, play a key role in parasite survival.

In eukaryotes, phosphatases have been shown to be involved in cell growth, differentiation
and division. Among them, Protein phosphatase type 1 (PP1) has been reported as one of the major
serine/threonine phosphatase proteins involved in diverse cellular functions. PP1 is composed of a
single catalytic subunit (PP1c) with a capacity to interact with a high number of regulatory subunits.
These regulators are essential as they are key players in different roles of PPlc, including its
trafficking, activity and specificity. Most of regulators interact with PP1c via several binding motifs
including the RVXF motif.

In P. falciparum, PP1c (PfPP1c) is expressed and seems to be essential for blood stage
parasite, in particular merozoite liberation. To better understand the function of PfPPlc, we
investigated the regulators of protein phosphatase type | in this parasite. Our earlier studies have
characterized three regulators at the molecular and functional levels. In this context, we have shown
that PfLRR1 and Pfl2 inhibit PP1 activity while Pfl3 activates it. Reverse genetic studies suggested that
these regulators are as essential as the PP1c itself. Recently, we found in P. falciparum genome the
eukaryotic translation initiation factor 2 subunit B (elF2B) which could be a potential
partner/regulator of PfPP1.

In the first part of this study, the main objective was to further explore in Pfl2 the presence
of additional motifs of binding to PfPP1c and their impacts on its function. Using NMR spectroscopy,
a third motif was identified: FxxR/KxR/K. This motif has been found to act together with the
canonical motif RVxF. Indeed, mutations in both motifs abolished completely the interaction with
PfPP1. In addition, using Xenopus oocytes model, we showed that both motifs were necessary for
PfI2 to regulate the activity of PP1. Finally the use of a peptide spanning the FxxR/KxR/K motif of Pfl2
regulator showed an accumulation in infected erythrocytes and an antiplasmodial effect was
observed.

In the second part, we investigated elF2B as a potential regulator of PfPP1. By GST pull-down
assays, we have shown the interaction between PfelF2B/PfPP1 and two binding motifs were
identified : RVxF and FxxR/KxR/K motifs. Moreover, using Xenopus oocytes model, we demonstrated
that PfelF2B is involved in G2/M transition, suggesting an inhibitor function of PP1 activity. Mutation
of one of two motifs did not prevent the interaction while mutation of both abolished this binding.
To gain more insights on the function of PfelF2B in Plasmodium, reverse genetic experiments were
carried out. We have shown the accessibility of PfelF2 locus by Knock-in and we are performing
Knock-out experiments on P. falciparum and berghei (specific species of the rodents) to determine
the essentiality of this protein for parasite development.
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Introduction

Partie A : Le paludisme d’hier a aujourd’hui, d’aujourd’hui a
demain

I. Un historique du paludisme

A. Les premieres apparitions de la malaria

Le terme « malaria » vient de l'italien mal’aria et signifie mauvais air. Le terme
« paludisme » est, quant a lui, d’origine latine paludis signifiant marais et est apparu en
1857. Le mot paludisme sera associé a la maladie en 1867 par le professeur A. Verneuil et
sera ensuite repris par Charles Louis Alphonse Laveran (1845-1922) (Vaucel et Féron 1968).

Le paludisme ou malaria est une maladie qui remonte au « temps des momies »
(Miller et al. 1994). En effet, dans le papyrus d’Ebers (1570 av. JC), des symptOmes tels que
la fievre, la splénomégalie, ainsi que des traitements contre la fievre ont été décrits (Ebers
GM and Stern L, 1875). De plus, une étude récente, réalisée par Hawass et son équipe, a
montré que Toutankhamon était atteint de cette maladie (Hawass et al. 2010). Au fil des
siecles, la malaria a tué de nombreuses personnalités telles qu’Alexandre le Grand en 323 av.
JC, Dante en 1321. Elle a également touché le Roi Soleil qui fut guéri par I'absorption
d’infusions a base de plantes et de quinquina. Par la suite, Laveran a démontré que la prise
de quinine, extrait de I'écorce de quinquina, permettait I’élimination du parasite (Laveran
1982).

B. Les dates importantes sur la malaria

Longtemps, le paludisme fut identifié comme la fievre des marais. Grace aux
avancées scientifiques, de nombreuses découvertes ont été faites (Figure 1).

21



Introduction

Véme siécle av JC : Identification des
différentes figvres (Hippocrate)

1700
1730
1743 : Quinquina utilisé contre les
fievres (F. Torti)
1760
1790

1820 : Isolation quinine & partir de
1820 < I'écorce d’arbre Quinquina (J.
Pelletier et J. Bien-Aime Caventout)

1850

1885-86 ; Découverte du cycle 1880 1889-90: Découverte de Plasmodium
érytht:ocytaire (C. Golgi) —_ . falciparum (Sakharov, Marchiafava et
' Celli)*
1899 : Découverte du vecteur dela —> ) ) ) :
malaria Anophéle (GB. Grassi) < 1902 : Prix Nobel de Physiologie ou
1910 de Médecine pour les travaux sur la

malaria pour le Dr. Ross

2&me gyerre mondiale : Découverte

du 1°" antipaludique de synthése, la

chloroquine 1940 1948 : Identification du cycle intra-
hépatocytaire chez le singe

1976 : Premiére culture in vitro de

. . 1970
Plasmodium falciparum (Jensenet —>
Trager)
2000 €«—  2002:Génomes de Plasmodium
2008 : Apparition des « résistances » 5 falciparum et Anopheles gambiae
aux bithérapies séquencés

2020

Figure 1 : Les dates importantes dans la compréhension du paludisme. (* Articles correspondants (Ascenzi
1999; Marchiafava, 1885)
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C. La malaria de nos jours

Le paludisme est la premiére parasitose au monde. Cependant, le dernier rapport de
I'OMS annonce une diminution des cas palustres a travers le monde ces dix derniéres
années. En effet, en 2004, il y avait 450 millions de cas dont 1,5 millions de morts contre 198
millions de cas dont 584 000 déces en 2013 (World Health Organization 2013) (Figure 2).
Selon ces données, la malaria est endémique dans environ 100 pays, avec 3.2 milliards de
personnes pouvant étre touchées. Elle est présente en Asie, Amérique équatoriale et
principalement en Afrique sub-saharienne avec 90% des cas mortels, dont 78% sont des
enfants de moins de 5 ans (World Health Organization 2013, 2014,
http://www.who.int/malaria/publications/world _malaria_report 2014/wmr-2014-points-
essentiels.pdf et
http://www.who.int/malaria/publications/world malaria_report 2013/wmrl3 resume poi
nts_essentiels.pdf?ua=1).

£

Confirmed malaria cases per 1000 population

Il >0 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
I 50-100 1-10 0-0.1 Not applicable Source: National malaria control programme reports

Figure 2 : Représentation géographique des zones touchées par la malaria en 2014 (image extraite (World
Health Organization 2014).

Il. L’agent responsable du paludisme

A. Phylogénie de Plasmodium

L'agent responsable du paludisme est le protozoaire Plasmodium. C’est un organisme
eucaryote unicellulaire appartenant a la famille des Plasmodiidae, a I'embranchement des
Apicomplexa, a la division des Alveolata (Adl et al. 2005; AdlI et al. 2007; Adl et al. 2012;
Dacks et al. 2008). Environ 200 especes différentes de Plasmodium sont répertoriées et
divisées en deux taxons principaux : celui des mammiféres et celui des oiseaux et lézards
(Martinsen, Perkins, and Schall 2008). La transmission du paludisme se fait par la piglre d’un
moustique appartenant a la famille des Culicidés, I'anophéle. L’'émergence des Plasmodium
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chez les mammiféres est liée au fait que 'anopheéle soit devenue I'agent vecteur (Martinsen,
Perkins, and Schall 2008).

B. Les espéeces infectant I’lhomme

Parmi toutes les espéces de Plasmodium, seulement cing sont inféodées a 'Homme :
P. ovale, P. malariae, P. vivax, P. falciparum et P. knowlesi. P. falciparum est la forme la plus
répandue et la plus mortelle, notamment en Afrique (Gething et al. 2011; Snow, Korenromp,
and Gouws 2004). Cependant, P. vivax est aussi largement répandu et est responsable de
formes sévéres (Gething et al. 2012) (Figure 3).

P. falciparum P. malariae

P. vivax P.ovale

Figure 3 : Répartition géographique des différentes espéces de Plasmodium inféodées a 'Homme en 2011.
(Site ANOFEL: http://campus.cerimes.fr/parasitologie/enseignement/paludisme/site/html/4.html)

Depuis quelques années, il a été montré, que P. knowlesi, espece inféodée aux
singes, était associée a certains cas de paludisme chez I’'Homme notamment en Asie (Singh
et al. 2004; Cox-Singh et al. 2008; Kantele et Jokiranta 2011).
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C. Le parasite Plasmodium falciparum

1. Généralités

Le phylum des Apicomplexa regroupe de nombreux parasites tels que Plasmodium,
Toxoplasma ou encore Babesia. Ces parasites se caractérisent par la présence d’un organite
unique et essentiel : I'apicoplaste, dont I'apparition est due a la symbiose ancestrale entre
un organisme phagotrophique et une algue apparentée aux algues rouges (Keeling 2009;
Sato 2011). L'apicoplaste posséde son propre ADN, codant pour la synthése d’acides gras
(Waller et al. 1998), de I’'heme (Nagaraj, Arumugam, et al. 2009a; Nagaraj, Prasad, et al.
2009b) ou encore les isoprénoides (Jomaa et al. 1999).

Les apicomplexes ont différents organites sécréteurs : les rophtries, les micronemes
et les granules denses, appelés complexe apical (Figure 4). Le role de ce complexe est de
permettre I'adhésion et I'invasion de la cellule-h6te en sécrétant diverses protéines (Baum
et al. 2008). Les autres organites présents sont une unique mitochondrie, un réticulum
endoplasmique granuleux, un appareil de Golgi, un anneau polaire apical et un glideosome
(Daher and Soldati-Favre 2009).

Mitochondrion Microtubule

Plastid Surface Coat

Polar
Ring

Nucleus

Microneme

Ribosomes Rhoptry

Dense Granules
Figure 4 : Schéma d’un mérozoite de Plasmodium, mettant en évidence les organites majeurs et les

structures cellulaires (image extraite de (Cowman et Crabb 2006)).

Le génome complet, 23 mégabases, de P. falciparum a été publié en 2002. Il est
composé de 14 chromosomes codant environ 5 300 génes, riches en adénine et en thymine
(environ 80%) (Gardner et al. 2002; Hall et al. 2002; Hyman et al. 2002). 54% des génes
possederaient un ou plusieurs introns dans leur séquence. Une majorité des protéines
(environ 47%) n’a pas de fonction connue et n’a pas d’homologue chez les autres organismes
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a I'’heure actuelle. 2/3 des protéines seraient spécifiques a P. falciparum, permettant ainsi
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques au parasite (Florens et al. 2002).
31% des protéines auraient un ou plusieurs domaine(s) transmembranaire(s), 17%
posséderaient un peptide signal et 5% auraient une similitude avec des protéines
hypothétiques d’autres organismes (Gardner 2001; Gardner et al. 2013). Les génomes
mitochondrial et plastidial ont été identifiés chez P. falciparum (Bozdech et al. 2003).

2. Cycle de vie de Plasmodium falciparum

Le cycle de vie de P. falciparum est complexe et nécessite 2 hotes: un hote
intermédiaire, 'Homme, ou il effectue son cycle asexué et un hote définitif, I'lanopheéle ou il
effectue son cycle sexué.

a. Chezl'anophele : le cycle sexué

Le cycle sexué a lieu chez I'lanophéle femelle hématophage. Lors d’un « repas
sanguin », le moustique ingére les parasites, sous forme de gamétocytes. Les gamétocytes se
différencient alors en gametes males et femelles au niveau de I'estomac. Un zygote diploide
est formé par la fusion d’'un gamete male et d’un gaméte femelle. Ainsi, la recombinaison
génétique et la méiose commencent, le zygote évolue alors en oocinéte. Celui-ci traverse la
paroi stomacale, entrainant la perte de sa mobilité, adhére au poéle basal et se transforme en
oocyste. Puis plusieurs mitoses successives ont lieu, formant ainsi une cellule syncytiale
appelée sporoblaste. Aprés plusieurs divisions, lI'oocyste contient des centaines de
sporozoites, qui migreront a la surface de la cellule-mére. L'oocyste se rompt et libére les
sporozoites dans I’hémolymphe. Ceux-ci entament alors leur migration vers les glandes
salivaires du moustique (Figure 5). Les sporozoites seront ensuite transmis a 'Homme (h6te
intermédiaire) lorsque I'anophéle prendra un autre « repas sanguin » (Aly, Vaughan, and
Kappe 2009).
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Elongation and development of motility
by zygote-ookinete (travelling vermicule)

Feriilization of fernale (zygote formed)
Macrogamete

Microgamete
Penetration of stomach

wall by ookinete Exflagellation of microgametocyte

Maturation of macregametocyte

by reduction division

Development of oocysts
and sporozoites

Rupture of oocyst liberatin,
sporozcites into body czvitg

Localization of many
sporozoites in salivary glands

now infective
%ﬂg@"’ L . e .
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pre-erythrocytic
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Erythrocytic of schizont
cycle

!

-~

Hypnozoite @
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[ to produce a
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Figure 5 : Cycle de développement de Plasmodium (image extraite du site http://www.medical-
labs.net/plasmodium-2393/)
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b. Chez ’'Homme : le cycle asexué

Le cycle asexué est divisé en deux phases: la phase hépatique et la phase
érythrocytaire.

i. Phase hépatique

Lors de sa piqlre, I'anophéle transmet des sporozoites dans la circulation sanguine
de I'Homme. Les parasites mobiles se déplacent dans la peau, la moitié s'immobilise et
meurt. Parmi I'autre moitié, 30% des parasites rejoignent la circulation lymphatique et sont
phagocytés par les cellules dendritiques et les quelques formes exo-érythrocytaires
présentes seront éliminées par le systéme immunitaire. Les 70% restants (soit 1/3 des
parasites transmis lors du repas sanguin) passent dans la circulation sanguine et se dirigent
vers le foie (Amino et al. 2006, 2007; Yamauchi Lucy M. et al. 2007). lls traversent
I’endothélium via les cellules de Kupffer et arrivent dans I'espace de Disse (Baer et al. 2007;
Yuda and Ishino 2004). Apres avoir traversé plusieurs hépatocytes, le sporozoite s’arréte
dans I'un d’eux et réalise son cycle de développement, protégé par la vacuole parasitophore
(Frevert 2004). Le parasite se transforme en un trophozoite uninuclée et subit des divisions
cellulaires, aboutissant a un schizonte hépatique contenant des milliers de mérozoites
(forme infectieuse des globules rouges). Le schizonte éclate et les mérozoites sont libérés
dans la circulation sanguine ou sous forme de mérosomes (Figure 5). Ces derniers, aprés
avoir circulé dans le sang, liberent les mérozoites dans les capillaires pulmonaires (Baer et al.
2007). La phase hépatocytaire peut durer jusqu’a 15 jours sans signe clinique apparent.

Chez P. vivax et P. ovale, certains trophozoites restent au niveau du foie dans une
forme dormante appelée hypnozoite, et sont responsables des accés palustres revenant
plusieurs semaines a années apres la premiéere infection (Figure 5).

ii. Phase érythrocytaire

Les mérozoites, libérés dans la circulation sanguine, envahissent les érythrocytes. Le
complexe apical (contenant les micronémes, les rophtries et les granules denses et anneaux
polaires) sécrete alors diverses protéines (adhésines, protéines de surface...), permettant
I'interaction avec I'érythrocyte et entraine alors une nouvelle orientation du parasite puis
son internalisation dans celui-ci (Figure 6). Une vacuole parasitophore protége le parasite
pendant son entrée dans I'hématie (Cowman, Berry, and Baum 2012) . A ce stade, le
mérozoite se différencie en anneau (1 a 13h), puis en trophozoite (13 a 30h) et enfin en
schizonte (30 a 44h).
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Figure 6 : Schématisation du mérozoite pénétrant dans un érythrocyte (Srinivasan et al. 2011) ;

Apres son internalisation, le parasite digére I’'hémoglobine, formant I’'hémozoine (ou
pigment malarique), qui est toxique pour lui et sera alors stockée dans une vacuole
pigmentaire. Au stade trophozoite, I'exportation des protéines a la surface de I'hématie
augmente et des protubérances (ou knobs) sont alors formées. Le parasite subit plusieurs
mitoses/divisions nucléaires sans rupture de I'enveloppe nucléaire et donne naissance au
schizonte (forme de rosace), qui peut contenir jusqu’a 32 noyaux. Chaque noyau est ensuite
entouré d’'une membrane et possede ses propres organites: les mérozoites sont ainsi
formés. L'éclatement de I'érythrocyte entraine la libération des mérozoites infectieux dans
la circulation sanguine. Ces derniers sont capables d’envahir a nouveau une hématie
(Bannister et al. 2000). Cette phase érythrocytaire dure entre 24 et 72h selon |'espece
plasmodiale.

iii. La gamétocytogénése

En paralléle du cycle érythrocytaire, une partie des mérozoites se différencie en
gamétocytes femelles ou males. L'avenir des mérozoites est déja préétabli, les mérozoites
issus du méme schizonte deviendront des gamétocytes, ayant le méme sexe ou infesteront
de nouvelles hématies (Talman et al. 2004). Ce processus est encore mal connu a I'heure
actuelle (William Trager 2005). Les gamétocytes sont séquestrés dans la rate et la moelle
osseuse pendant environ 15 jours, puis libérés dans la circulation sanguine. L’anopheéle
femelle, lors d’un repas sanguin, pourra ingérer les parasites et un nouveau cycle sexué
s’effectuera.

l1l. La lutte contre le paludisme

A. La « pathologie » du paludisme

Les premieres phases du cycle de développement du parasite sont asymptomatiques.
Les signes cliniques apparaissent au niveau de la phase érythrocytaire. Certains d’entre eux
sont semblables a toutes les espéces plasmodiales. La différence réside dans la sévérité de la
pathologie qui dépend de plusieurs facteurs : I'espéce infectante, le nombre de parasites
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dans le sang et le plus important le statut immunitaire de I’hote. En effet, les enfants et les
voyageurs sont plus sensibles a la maladie et développeront des formes plus séveres
contrairement aux personnes vivant dans les zones endémiques, ayant acquis un certain
degré d'immunité, di aux infestations répétées par les moustiques parasités.

1. Acceés palustre simple

La primo-invasion est cliniqguement muette et I'incubation peut durer de quelques
jours a plusieurs mois en fonction de |'espéce infestante. Lors de I’éclatement des
érythrocytes, les premiers symptomes apparaissent tels que de la fievre modérée, des
céphalées, des nausées, des vomissements et dans certains cas des diarrhées. Apres
I'apparition de ces symptémes non spécifiques, I'acces palustre survient et peut étre divisé
en trois stades bien distincts. Le premier est 'apparition de frissons intenses causés par une
hypothermie (durée environ 1h), puis une sensation de chaleur avec une température
pouvant atteindre 41°C (durée 3 a 4h) et pour terminer un stade de sueurs et de bien-étre
(durée 2 a 4h), marquant la fin de la crise. Dans certains cas, une splénomégalie et une
anémie peuvent étre détectées.

Depuis la découverte de la maladie, deux types de fievres ont été identifiées. La
fievre tierce, causée par P. falciparum, vivax et ovale, survient tous les deux jours. Alors que
la fievre quarte apparait tous les trois jours et est causée par P. malariae. Pour P. knowlesi, la
fievre est quotidienne mais il n’y a pas de récurrence.

En absence de traitement, notamment lors d’une infection a P. falciparum et parfois
a P. vivax, la forme simple évolue vers une forme plus grave. Les symptomes alors identifiés
sont des insuffisances rénale et respiratoire, une anémie grave, une hypoglycémie et une
acidose peuvent y étre associées (Mishra et al. 2007).

2. Acces palustre grave ou neuropaludisme

Le neuropaludisme ou accés pernicieux est principalement causé par P. falciparum.
Les signes cliniques de cette forme grave sont une acidose importante, une hypoglycémie,
des problemes respiratoires, de tres fortes convulsions, une perte de conscience de 30
minutes minimum, entrainant dans le pire des cas un coma (Mishra et al. 2007; White et al.
2013). Cette forme touche principalement les enfants en Afrique et les adultes en Inde. Le
neuropaludisme est mortel dans 15% des cas et 20% des personnes touchées présentent des
séquelles neurologiques (John et al. 2008; Murphy and Breman 2001).

Les causes de cette complication sont encore mal définies. En effet, plusieurs
hypothéses sont émises a ce sujet (Van der Heyde et al. 2006). La premiéere et la plus
ancienne est la séquestration : 'adhésion des hématies parasitées aux capillaires cérébraux
entrafne 'obstruction des vaisseaux, une anoxie et une accumulation de métabolites dans le
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cerveau provoquant un coma (Dondorp et al. 2000). La deuxiéme théorie est la libération de
toxines dans la circulation sanguine lors de la lyse des érythrocytes parasités, provoquant
une réponse inflammatoire systémique et entrainant différents problémes (cedémes, perte
de l'intégrité de la barriére hémato-encéphalique....) (Dorovini-Zis et al. 2011). La proposition
la plus récente suggere que les dommages au foie seraient responsables des symptomes du
neuropaludisme. Le foie permet la détoxification et son dysfonctionnement provoquerait
I'accumulation de métabolites toxiques dans le cerveau. Cela a pour conséquence une
élévation de la glutamine dans les astrocytes et conduirait a un cedéme cérébral, une
augmentation de la pression intracranienne voire un coma (Martins and Daniel-Ribeiro
2013).

3. Le paludisme de la femme enceinte

Le paludisme de la femme enceinte est causé par P. falciparum. Les hématies
parasitées se trouvent piégées au niveau de I'endothélium placentaire et modifient ainsi les
échanges entre la mére et le foetus. Cela peut entrainer la mort de la mére et/ou de I’enfant,
ainsi qu’un accouchement prématuré et/ou un petit poids de naissance pour le nourrisson,
augmentant considérablement le taux de mortalité périnatale et le risque de retard de
développement physique et intellectuel pour I'enfant (Rogerson et al. 2007; Desai et al.
2007). L'interaction entre les protéines parasitaires, situées a la surface de I'érythrocyte, et
les protéines de I’h6te, exprimées a la surface des cellules endothéliales, du placenta ou des
globules rouges sains, sont les raisons de I'accumulation et de la séquestration des hématies
parasitées (Baruch 1999). La cytoadhérence des érythrocytes parasités s’explique par la
présence de la chondroitine sulphate A (CSA) a la surface du tissu placentaire (Maubert et al.
2000).

4. Le paludisme chronique

Cette maladie touche principalement les enfants avec un systeme immunitaire peu
développé, les expatriés et les immunodéprimés. Elle se caractérise par une légere fiévre
(38°C), une anémie, une paleur, une dyspnée, une asthénie et une splénomégalie. Le signe
clinique le plus dramatique est I'anémie car elle peut causer une surmortalité, une
aggravation de la dénutrition et une cachexie (Onwuamaegbu, Henein, and Coats 2004). Un
retard staturo-pondéral est observé chez les enfants atteints. De plus, le taux de mortalité lié
au paludisme est multiplié par 2 chez les enfants souffrant de sous-alimentation partielle et
par 9 chez les enfants souffrant de sous-alimentation sévere (Caulfield, Richard, and Black
2004).
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B. La « guerre » contre le paludisme

1. Impact socio-économique

La malaria est la premiére maladie parasitaire au monde avec presque 600 000 décées
en 2013. La majorité des cas est répertoriée dans les pays situés en zones tropicales et
subtropicales. Pour ces pays endémiques, la malaria a un impact sur le développement
socio-économique. En effet, elle peut faire diminuer le Produit Intérieur Brut (PIB) de I'ordre
de 1%. Dans ces pays, lutter et éradiquer la malaria sont étroitement liés au développement
des infrastructures et a la diminution du taux de pauvreté dans le pays. De plus, la malaria
représente presque 50% des hospitalisations et 40% des dépenses de santé publique. Malgré
les chiffres rassurants sur la diminution du nombre de cas palustres ces dix derniéres années,
les moyens de lutte aux échelles individuelle et collective ont un co(t tres important pour
ces pays sous-développés ou en voie de développement. Il est donc crucial pour I'OMS de
continuer la lutte contre le paludisme. En 2005, avec la World Health Assembly et ses
partenaires, 'OMS a donc mis en place un projet pour faire baisser de 75% le nombre de cas
et de déces d’ici 2015 (World Health Organization 2014). Cela passe par la mise en place de
diagnostics rapides et une augmentation de la prévention dans les pays a risque.

2. Le diagnostic et la prévention

a. Le diagnostic

Le diagnostic du paludisme se fait en 2 étapes. Il y a en premier lieu I'observation
clinique du patient et son historique. Les premiers indicateurs sont souvent I'intermittence
des fiévres, la sensation de frisson-chaleur-sueur, un récent voyage en zone endémique pour
les voyageurs.

Dans un deuxieme temps, des examens biologiques plus poussés sont effectués. Le
moins cher, le plus s(r et le plus sensible est le frottis sanguin. En effet, cette technique
permet la détection rapide de I'espece plasmodiale mise en cause et la numération des
parasites dans le sang, appelé également parasitémie. Cette technique nécessite des
compétences en microscopie optique (Bell and Peeling 2006).

Dans les zones endémiques, un kit a dépistage rapide mais plus onéreux a été mis en
place. Le principe consiste a utiliser des bandelettes détectant des antigénes de P.
falciparum ou P. vivax dans une goutte de sang. Ces résultats sont complétés par un frottis
sanguin.

Une derniére technique, coliteuse et demandant beaucoup de précaution, peut étre
utilisée pour détecter I'espece responsable de la maladie : la réaction de polymérisation en
chaine (PCR). L'utilisation de couples d’amorces spécifiques de I’ARNr 18S permet de définir
I’espéce (Johnston et al. 2006; Snounou, Viriyakosol, Jarra, et al. 1993; Snounou, Viriyakosol,
Zhu, et al. 1993).
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b. La prévention
i. A titre collectif

Le moustique Anophele est responsable de la transmission du paludisme entre les
Hommes. Il est donc primordial de lutter contre ce vecteur afin de diminuer le nombre de
cas palustres et le taux de mortalité. Plusieurs moyens existent pour limiter ce fléau.

Un des moyens les plus simples, accessible par la population endémique, est de
supprimer les points d’eau stagnante afin de limiter les gites aquatiques contenant les larves
des moustiques. Cette méthode est difficile a mettre en place dans les zones endémiques,
notamment lors de la saison des pluies. Une recrudescence des moustiques a été observée
pendant et aprés cette période (Cohen et al. 2013). L'assechement des marais, le drainage
ainsi que le remblaiement ont été mis en place dans les pays de I’hémisphére Nord (Europe,
Amérique) pour participer a |'éradication du paludisme. La limitation des niches remonte au
temps du roi de Babylone Nabuchodonosor, qui aurait recommandé de mettre du naphta ou
de I'asphalte liquide pour tuer les larves.

A partir du XXéme siécle, pour supprimer les moustiques les 1°* insecticides sont
apparus. On peut citer comme premiers larvicides le trioxyméthylene ou encore
I'acetoarséniate de cuivre (appelé aussi Vert de Paris). L'insecticide, le plus connu, est le
DichloroDiphenylTrichloroethane (DDT), qui a été synthétisé en 1874 mais sera réellement
utilisé a partir de 1939. Les premieres pulvérisations intradomiciliaires apparaissent avec ce
produit a effet rémanent.

Des moustiques résistants sont alors apparus, entrainant le lancement successif de
différents insecticides tels que les organochlorés, organophosphorés, carbamates et
pyréthrinoides. Chaque produit employé a entrainé des résistances, quelques temps apres
leur mise en place sur le marché (Cui, Raymond, and Qiao 2006; Dabiré et al. 2008). D’aprés
le rapport de ’'OMS 2014, 39 pays ont noté une résistance des moustiques a au moins deux
insecticides, expliquant ainsi I'élaboration permanente de nouveaux insecticides (Godfray
2013; World Health Organization 2013, 2014).

ii. A titre individuel

En paralléle de la prévention collective, la prévention de chaque individu est mise en
place et consiste a limiter les piqlres de moustiques. Pour ce faire, un ensemble de divers
répulsifs peut étre utilisé tels que des aérosols, des lotions ou encore des cremes. |l est aussi
conseillé de porter des vétements longs imprégnés d’insecticides, d’avoir des moustiquaires
a chaque porte et fenétre de la maison. Des moustiquaires imprégnées d’insecticides a base
de pyréthrinoides sont donc distribuées aux populations des zones endémiques pour
diminuer les piqlres durant leur sommeil. D’apres I'OMS, 88 pays distribuent ces
moustiquaires et 44% de la population Africaine en serait pourvue. Néanmoins, il semblerait
qgue seulement 7% de la population a risque soit protégée grace a l'utilisation des
insecticides et des moustiquaires (Godfray 2013; World Health Organization 2014).
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3. Les traitements et les résistances

Le paludisme est une maladie qui peut étre guérie si elle est prise en charge
rapidement et efficacement. Le médicament le plus ancien et efficace est la quinine, qui
provient de I'écorce d’'un arbre appelé Chinchona. C’'est un alcaloide naturel avec des
propriétés antipaludique, antipyrétique et analgésique. La quinine est utilisée depuis des
centaines d’années par les indigenes du Pérou et de I'Equateur pour soigner les fiévres. En
1620 en Amérique latine, les pouvoirs curatifs de cette poudre sont reconnus et les fieévres
réagissant a ce traitement sont identifiées. Elle sera importée en Europe a partir du XVlleme
siecle. De nombreux effets secondaires sont répertoriés, par exemple : des acoupheénes,
symptome le plus fréquent, des céphalées, des troubles visuels.....Cependant, la quinine est
encore utilisée de nos jours en cas de grossesse ou pour traiter les formes séveres du
paludisme (Parija and Praharaj 2011).

Les premiers produits de synthese sont apparus aux alentours de la premiére guerre
mondiale. Il y a plusieurs grandes familles : les amino-8-quinoléines, qui ciblent les formes
hépatocytaires, les sporozoites et les gamétocytes ; les amino-4-quinoléines, les arylamino
alcools, les antifolates et les dérivés d’artémisinine, qui attaquent les formes intra-
érythrocytaires. De plus, les antifolates touchent les sporozoites et les dérivés d’artémisinine
ciblent les gamétocytes. L'artémisinine et ses dérivés (artésunate, artéméther) sont des
traitements rapides, efficaces et ont des colts plus faibles (White et al. 2009). Malgré des
molécules avec des cibles et des fonctionnements différents, des parasites résistants
apparaissent plus ou moins rapidement (Tableau 1) (Sinha, Medhi, and Sehgal 2014).

Tableau 1 : Résumé des différents antipaludiques utilisés et date d’apparition des 1% résistances (d’apres
(Sinha, Medhi, and Sehgal 2014; Wongsrichanalai et al. 2002).

. , , Date de mise en Date d’apparition de la
Famille du composé Nom de la molécule . . . .
circulation premiére résistance
Amino-8-quinoléines Primaquine 1928
Amino-d-auinoléines Chloroquine 1945 1957
q Amodiaquine 1947
Quinine 1630 1910
Aryl-Amino-Alcool Mefloquine 1977 1982
Halofantrine 1988 1993
Proguanil 1948 1949
Antifolates
Pyriméthamine 1962 1967
Artémisini . Artémisinine 1971 1980
rremisining et ses Artésunate 1975 2008
dérivés —
Artéméther
Atovaquone 1996 1996
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Le role des quinolines n’est pas encore clairement défini mais il semblerait qu’elles
bloguent le processus de dégradation de I’héme. Le parasite utilise I'hémoglobine pour sa
croissance et la dégrade en globine et en heme. Ce dernier, étant toxique pour le parasite,
va étre stocké dans la vacuole digestive sous forme d’hémozoine (ou pigment malarique)
pour que le cycle de développement puisse continuer. En empéchant cette étape, I’héme
sous forme libre va s’accumuler et causera la mort du parasite (Slater 1993).

La chloroquine, un composé de la famille des quinolines, est tres utilisée dans la lutte
contre le paludisme. La résistance de P. falciparum a cette molécule s’expliquerait par des
phénomeénes de mutations sur certains genes. En effet, le parasite élimine plus facilement la
chloroquine lorsque le géne PfCRT est muté, gene codant pour un transporteur vacuolaire
(White 2004; Foley and Tilley 1997). Une étude de 2013 montre que des mutations sur le
géne PfMDR1 permettraient au parasite P. falciparum d’acquérir une résistance a la
chloroquine (Elbadry et al. 2013). Cependant, il a été récemment démontré que la résistance
a la chloroquine serait corrélée a un défaut du catabolisme de I’'hémoglobine. Une
diminution des parasites résistants a cette drogue a été observée en Afrique et en Asie
(Lewis et al. 2014).

Les antifolates bloquent la voie métabolique des folates, qui sont des facteurs clés
dans la synthése de I’ADN. La pyriméthamine bloque la dihydrofolate reductase (DHFR) et la
sulfadoxine (famille des sulphonamides) inhibe la dihydropteroate synthetase (DHPS). Une
étude, réalisée sur différentes souches de P. vivax, a démontré que des mutations sur le
géne dhfr expliqueraient la résistance (Imwong et al. 2003).

Le mécanisme d’action de I'artémisinine et de ses dérivés est encore sujet a débat.
Deux hypothéses sont émises : la premiére suggérerait la génération de radicaux libres par
ces produits, engendrant I'alkylation des protéines ; et la deuxiéme serait le blocage de
I’ATPase du réticulum sarco-endoplasmique par I'artémisinine (Krishna et al. 2006).

Les parasites évoluant rapidement, la résistance aux drogues apparait trés vite apres
les premiéres utilisations. De plus, dans de nombreuses régions, des résistances a plusieurs
médicaments ont été identifiées tels que la chloroquine, les antifolates et la méfloquine
(Wongsrichanalai et al. 2002). Depuis 2001, 'OMS a donc mis en place une Combinaison
Thérapeutique a base d’Artémisinine (CTA) pour les cas de malaria sans complication. Les
CTA sont utilisés généralement dans les zones ou la résistance a la chloroquine a été établie.
L’artémisinine a une demi-vie courte, en lui associant un composé avec une demi-vie plus
longue, les cas de résistance sont diminués (Eastman and Fidock 2009; Woodrow and
Krishna 2006). Plusieurs CTA existent : artésunate/amodiaquine, artésunate/sulfadoxine-
pyriméthamine, artésunate/méfloquine, artéméther/luméfantrine et
dihydroarthémisinine/pipéraquine. La CTA est choisie en fonction des résistances aux
drogues partenaires identifiées sur le terrain. De plus, 'OMS recommande d’administrer une
dose unique de primaquine en plus de la CTA car elle serait plus efficace pour éliminer les
gamétocytes. Cependant, dans les zones ou des multi-résistances existent, les CTA sont peu
efficaces (Rogers et al. 2009).
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En outre, il a été montré ces derniéres années que des résistances aux CTA
apparaissent. L'étude de Julianna Martha Sa montre que différents degrés de résistance a
I'amodiaquine et a la chloroquine sont présents en Afrique et Amérique du Sud. En effet,
plusieurs mutations sont possibles sur les génes, Pfmdrl et Pfcrt, en fonction de I'historique
des pressions médicamenteuses utilisées dans les différentes zones (Sa et al. 2009). De plus,
ces deux composés appartiennent a la méme famille, ce qui augmenterait la résistance
croisée, comme cela a été observé pour la méfloquine et I'halofantrine (Rojas-Rivero et al.
1992). Effectivement, si deux composés appartiennent a la méme famille ou ont le méme
mode d’action, la résistance croisée est possible. L’utilisation des CTA est efficace mais des
cas de résistance a I'artémisinine commencent a émerger dans I’Asie du Sud, notamment au
Cambodge et en Thailande (Amaratunga et al. 2012; A. M. Dondorp et al. 2009, 2012; Kyaw
et al. 2013; Noedl et al. 2008; Phyo et al. 2012 ; Rogers et al. 2009).

En 2014, différentes équipes ont découvert que la résistance a I'artémisinine est
corrélée avec le « kelch propeller domain » situé sur le chromosome 13 (K13) de P.
falciparum. La résistance serait liée a une mutation du géne PF3D7_1343700 sur le domaine
K13. Selon les populations étudiées, entre 2001 et 2012, 17 mutations différentes ont été
répertoriées sur le gene. Il s’agit d’'un polymorphisme d’un seul nucléotide (appelé SNP)
c’est-a-dire qu’une seule paire de base est différente pour le méme géne dans chacun des
cas. Certaines SNP sont prédominantes telles que C580Y. La conséquence d’une mutation
sur le « kelch propeller domain » est la diminution de la clairance parasitaire c’est-a-dire
I'augmentation du temps d’élimination des parasites par I’h6te (Ariey et al. 2014; Ashley et
al. 2014; F. Huang et al. 2015; Isozumi et al. 2015; Ouattara et al. 2015; Takala-Harrison et al.
2014).

Selon un rapport de 'OMS, la diminution de l'efficacité des CTA serait due a une
résistance a I'un des deux composés. Plusieurs facteurs sont a prendre en compte comme
I’environnement, les résistances déja existantes, la dose et la durée des médicaments utilisés
(Global report on Antimalarial Drug efficacy and Drug Resistance: World Health
Organization. 2000—2010). Il est donc essentiel et primordial de poursuivre les recherches
sur de nouveaux traitements possibles.

4, Lavaccination

Actuellement, il n’existe pas encore de vaccin pour lutter contre le paludisme. Les
premieres études datent de 1987. Manuel Patarroyo a mis au point un vaccin synthétique
contre P. falciparum, nommé le Spf66. Ce vaccin ne semble pas avoir d’effet sur le paludisme
(Graves and Gelband 2006). Le fait qu’il n’existe pas de vaccin est d( a la complexité du cycle
de vie et a I'important polymorphisme génétique du parasite. Pour 'Homme, il est donc
difficile d’acquérir une immunité efficace, totale et stable dans le temps. Pour avoir une
immunité plus efficace, cela impliquerait des expositions fréquentes au pathogene.
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Trois stratégies différentes, basées sur les antigénes, sont en cours d’élaboration : la
premiere consiste a bloquer la pénétration et le développement du sporozoite dans les
hépatocytes ; puis celle empéchant les mérozoites d’entrer et de se développer dans les
érythrocytes ; et enfin celle bloquant la transmission du parasite a ’'Homme, en induisant la
production d’anticorps bloquant la maturation des stades sexués chez le moustique. La
premiere stratégie a été choisie par la compagnie GSK (GlaxoSmithKline). En effet, depuis
1992, elle élabore un vaccin anti-sporozoite contre P. falciparum, qui semble prometteur,
appelé le RTS,S. C’est une protéine de fusion comprenant 207 a 395 acides aminés de la
protéine circumsporozoite et un antigene de surface du virus de I'hépatite B (la partie RTS),
co-exprimée dans Saccharomyces cerevisiae avec un antigéne de surface du virus de
I’'hépatite B (la partie S). A ce complexe, est ajouté un adjuvant ASO1 ou ASO2.

a. RTS,S/AS02

Le vaccin RTS,S/AS02 est un vaccin pré-érythrocytaire contre P. falciparum,
développé par GSK. Son role serait de neutraliser les sporozoites et limiter le nombre
d’hépatocytes infectés. A partir de 2001, il a été testé en Afrique sur des enfants. Des études
ont montré que ce vaccin est sain, toléré et immunogénique. Il est administré en 3 fois et
une protection partielle sur des adultes, ayant acquis une immunité naturellement, a été
observée. Des études, dans différents pays tels que le Mozambique et la Gambie, ont prouvé
une action positive du vaccin pour les enfants agés de moins de 2 ans. Il permet une
protection contre le paludisme et une prévention des cas graves (Alonso et al. 2004; Aponte
et al. 2007; Bojang et al. 2001).

Des études montrent que ce candidat-vaccin a une efficacité de 30 a 50% pour
protéger contre le paludisme et que 2 administrations seraient suffisantes pour acquérir une
protection. Il semblerait que la protection contre la malaria diminue avec le temps mais
reste efficace au moins 3 ans. De plus, la durée de protection serait liée a I’environnement.
Une étude de phase lll permettrait d’identifier les facteurs influant sur la durée de
protection (Campo et al. 2014; Kester et al. 2008; Sacarlal et al. 2009)

En parallele de ce candidat-vaccin, une comparaison a été effectuée entre les
adjuvants ASO1 et AS02. L’adjuvant ASO1 serait plus performant et aurait une réponse
humorale plus forte. En effet, RTS,S/ASO1 entraine une protection de 50% contre le
paludisme alors que celle de RTS,S/AS02 est de 30% environ (Kester et al. 2009; Leroux-Roels
et al. 2014).

b. RTS,S/AS01

Le candidat-vaccin RTS,S/AS01 est actuellement en phase Il d’essais cliniques dans 7
pays de I'Afrique sub-saharienne. Les derniers résultats obtenus montrent une efficacité
d’environ 40% pour les enfants sur une période de 18 mois apres la A injection et qu’elle
diminue avec le temps. Il semblerait que le vaccin ne soit plus efficace chez les jeunes

37



Introduction

enfants, 12 a 18 mois apreés la derniére injection (Partnership 2015). De plus, le pourcentage
de mortalité, quelle que soit la cause, entre les différents groupes (vaccinés ou non) ne
montrent pas de différences : 1.2% pour les enfants et 1.9% pour les jeunes enfants contre
1.1% et 1.6% pour les groupes controles respectifs (Partnership 2015). Il semblerait que ce
vaccin soit efficace en diminuant le nombre de cas palustres et les cas séveres de malaria.
Ces résultats sont en accord avec des études réalisées auparavant, qui démontraient une
diminution de 50% des formes graves du paludisme chez les enfants agés de 5 a 17 mois et
une diminution de la protection au cours du temps apres la derniére injection (Agnandji et
al. 2011, 2012, 2014; Riedmann 2014).

Malgré des résultats prometteurs contre le paludisme, certaines données sont
contradictoires. En effet, une étude réalisée sur des enfants en 2014 par Miura et son
équipe, démontre qu’il n’y a pas de différence significative sur la formation de I'oocyste ou
les sporozoites entre des patients traités ou non (Miura et al. 2014). Alors que d’autres
études ont montré que l'injection du vaccin avait un impact sur l'invasion des glandes
salivaires et le nombre de sporozoites chez le moustique (Myung, Marshall, and Sinnis 2004).
De plus, aprés la vaccination, des effets secondaires tels que des légers comas, des anémies,
ont été répertoriés. Il semblerait également que le boost effectué entraine des convulsions
et des méningites (Partnership 2015).

Les premiéres analyses du candidat-vaccin RTS,S/AS01, montrant une diminution du
nombre de cas palustres, sont encourageantes. Néanmoins des améliorations sont a
entreprendre pour prolonger son efficacité au cours du temps et augmenter son efficacité
sur les jeunes enfants. |l serait également intéressant d’avoir une meilleure compréhension
de son action afin de limiter les effets secondaires identifiés.

5. Les recommandations aux vovyageurs dans les zones
endémiques

L'OMS recommande aux voyageurs d’utiliser des répulsifs, porter des vétements
longs et dormir sous une moustiquaire lors du séjour dans une zone endémique. Elle
conseille également de prendre un traitement préventif avant, pendant et aprés le séjour
dans une zone a risque. Cette chimioprophylaxie est adaptée en fonction du pays car ils sont
classés en 3 groupes selon le niveau de résistance a la chloroquine. Le groupe 1 ou il n'y a
pas de résistance a la chloroquine, le groupe 2 ol une résistance a la chloroquine a été
observée et enfin le groupe 3 ou il y a une multirésistance et une importante résistance a la
chloroquine. Un ou plusieurs traitements sont possibles en fonction du groupe (Tableau 2).
Les doses de ces traitements sont a adapter pour I'enfant en fonction de son poids et de son
age.
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Tableau 2 : Chimioprophylaxie antipaludique chez I’adulte selon les groupes de chimiorésistance en 2014
(tableau extrait du rapport de I'institut de veille sanitaire :
http://www.invs.sante.fr/beh/2014/reco/pdf/2014 reco.pdf) cp = comprimé

— Chloroquine 100 mg/j
A prendre pendant le séjour et durant les 4 semaines qui suivent

Chloroquine 100 mg/j + Proguanil 200 mg/j
A prendre pendant le séjour et durant les 4 semaines qui suivent le retour

mmmpﬂlm"m mm?c;im1m:¢

A prendre pendant le séjour et durant la semaine Peut étre envisagée si nécessaire.
qui suit le retour

Groupe 2

Méfloquine 250 mg
1 Cp/semaine
A commencer 10 4 21 jours avant le départ, pendant le séjour et durant les 3 semaines qui suivent le retour
Doxycycline 100 mg/j
A prendre pendant le séjour et durant les 4 semaines
qui suivent le retour

Groupe 3

6. Les nouvelles approches pour lutter contre le paludisme

Pour lutter contre le paludisme, 'amélioration des traitements est primordiale afin
d’éviter au maximum les résistances. Une meilleure compréhension pharmacocinétique des
produits utilisés est nécessaire afin de les rendre plus efficaces et spécifiques, et notamment
de mieux déterminer le temps d’élimination du produit dans le sang et la dose a prescrire.
De plus, il faut prendre en compte le facteur environnemental et enfin faire des études
épidémiologiques plus approfondies sur les personnes exposées fréquemment aux piqlres
de moustiques et ayant acquis une immunité (Sinha, Medhi, and Sehgal 2014).

Pour continuer la lutte et limiter les résistances aux traitements, il faudrait découvrir
de nouvelles cibles thérapeutiques. Par exemple, identifier soit des protéines spécifiques au
parasite P. falciparum, en réalisant des criblages a haut débit; soit des protéines
indispensables au développement, en utilisant la génétique inverse.
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Partie B : La Phosphorylation et la Déphosphorylation chez
Plasmodium falciparum

Durant son cycle de développement, le parasite P. falciparum subit de multiples
modifications structurales pour s’adapter a ses différents hotes (Tuteja 2007) Son cycle de
vie est donc trés complexe nécessitant une régulation fine et rigoureuse, faisant intervenir
de nombreuses protéines, qui sont encore mal connues actuellement (Chakrabarti et al.
2002; Doerig, Endicott, and Chakrabarti 2002). Des études récentes, sur le kinome et le
phosphatome de Plasmodium, ont permis d’identifier des protéines impliquées dans le cycle
cellulaire et de montrer l'importance des kinases et des phosphatases dans le
développement du parasite (Doerig et al. 2015; Guttery et al. 2014; Tewari et al. 2010).

Les modifications post-traductionnelles sont importantes car elles ont un impact sur
la régulation des protéines. En effet, elles sont responsables d’une modification des acides
aminés de la protéine entrainant un changement fonctionnel de celle-ci au niveau de son
action, de sa demi-vie ou encore de sa localisation dans la cellule. Les modifications post-
traductionnelles sont nombreuses et variées. Parmi celles-ci, on peut citer la méthylation, la
glycosylation, l'ubiquitination, la biotinylation ou encore la phosphorylation.... La
phosphorylation/déphosphorylation des protéines est l'un des mécanismes post-
traductionnels les plus courants dans la cellule. La phosphorylation correspond au transfert
d’un groupement phosphate d’'un ATP donneur sur un résidu sérine, thréonine, tyrosine ou
lysine d’une protéine au niveau de la chaine latérale (Figure 7). Ce phénoméne, réalisé par
les kinases (ajout d’un groupement) et les phosphatases (retrait d’un groupement),
intervient dans de nombreux processus biologiques tels que le métabolisme, la transmission
des signaux, le cycle cellulaire....

Il est important de souligner que I'activité des kinases et des phosphatases est
régulée par différentes protéines: d’autres kinases/phosphatases, des sous-unités
régulatrices, des substrats ou pseudo-substrats.

ATP ADP

Protéines Kinases

Protéine X

@

Figure 7 : Schématisation des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation. Une protéine kinase
transfere un groupement phosphate (P) d’'une molécule d’ATP au niveau d’un résidu sérine, thréonine, tyrosine
ou lysine (correspondant au X) d’une protéine au niveau de sa chaine latérale alors que la protéine
phosphatases le retire sous la forme d’un phosphate inorganique (Pi).

Protéine X

Pi Protéines
Phosphatases
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Chez P. falciparum, le parasite emploie de nombreux mécanismes de transduction de
signal a chaque étape de son développement. Des modifications post-traductionnelles ont
été identifiées : phosphorylation, glycosylation, ubiquitination... (Doerig et al. 2015; Doug
Chung et al. 2009).

Dans la suite de I'introduction, nous allons nous focaliser sur les enzymes kinases et
phosphatases de Plasmodium impliquées respectivement dans les phénomeénes de
phosphorylation/déphosphorylation des protéines. D’aprés une étude réalisée par Treeck et
son équipe, la phosphorylation des protéines est de l'ordre de 26%, soulignant ainsi
I'importance de ce phénomeéne chez le parasite (Treeck et al. 2011). En effet, ce sont des
phénomeénes de régulation ubiquitaire conservés dans de nombreux processus cellulaires,
tels que la réplication de I’ADN, la transcription, la traduction, chez les eucaryotes et les
procaryotes (Figure 8) (Solyakov et al. 2011).
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Figure 8 : Histogramme représentant la répartition des protéines phosphorylées dans les principaux
processus cellulaires chez P. falciparum (extrait de I'article (Solyakov et al. 2011).

. Les kinases chez Plasmodium falciparum

A. Les différentes familles des kinases

Deux études sur le génome de P. falciparum ont montré qu’il codait entre 89 et 99
protéines kinases (Anamika, Srinivasan, and Krupa 2005; Ward et al. 2004), correspondant a
1,1-1,6% du génome total. Parmi celles-ci, 72 appartiennent au groupe des kinases
spécifiques des eucaryotes (les ePKs), 4 aux protéines kinases atypiques identifiées (aPKs) et
21 au groupe des kinases spécifiques des apicomplexes (les FIKKs) (Schneider and
Mercereau-Puijalon 2005; Talevich, Mirza, and Kannan 2011; Ward et al. 2004) (Tableau 3).

Les ePKs peuvent étre divisées en 7 familles distinctes :

La famille des caséines kinases : chez P. falciparum, un seul membre fait partie de ce
groupe, la CK1. Chez les autres organismes plusieurs protéines constituent ce groupe, 4 chez
la levure et 10 chez la drosophile par exemple. In vitro, il a été montré que CK1 pouvait
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phosphoryler des protéines présentes dans des extraits parasitaires (Barik, Taylor, and
Chakrabarti 1997).

La famille des CMGC : 18 kinases divisées en 4 groupes et sont impliquées dans le
contréle de la prolifération et de la différenciation cellulaire. 9 protéines appartiennent au
groupe des kinases dépendantes des cyclines (CDKs), 2 au « mitogen-activated protein
kinases » (MAPKs), 3 au Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) et 4 aux protéines kinases
homologues des CDKs (CLKs).

La famille des kinases dépendantes du calcium ou de la calmoduline (CamKs) : 15
kinases constituent ce groupe et ont divers réle tels que la motilité de l'oocinete, la
formation du microgameéte, l'invasion des hépatocytes par les sporozoites (Billker et al.
2004; Ishino et al. 2006; Siden-Kiamos et al. 2006). Chez Plasmodium, 13 kinases putatives
ont été identifiées dont 7 caractérisées (Ward et al. 2004). Elles ont été nommées PfCDPK
(Protéine Kinase Calcium Dépendante), et possédent 4 domaines EF, permettant la fixation
du calcium.

La famille des kinases AGC : elles interviennent dans différentes voies de signalisation
importantes chez le parasite. Chez P. falciparum, le génome code pour trois
protéines dépendant respectivement de ’AMP cyclique (PKA), de la GMP cyclique (PKG) ou
de la calmoduline (PKB) (Doerig et al. 2008).

Les Tyrosines Kinases Like (TKLs) : 5 protéines étaient répertoriées en 2004 (Ward et
al. 2004) mais I’étude du génome de P. falciparum n’en a dénombré que 4 (Abdi et al. 2010;
Solyakov et al. 2011).

Les protéines kinases orphelines : regroupant 18 membres.

Les autres protéines kinases : regroupant 4 NIMA-related kinases (NIMA pour Never
in Mitosis Gene A), 3 kinases Aurora (Reininger et al. 2011) et 4 kinases du groupe elF2a.

Les groupes des tyrosines kinases et des kinases STE (kinases stériles) ne sont pas
présents dans le kinome de Plasmodium.

Les kinases FIKKs sont spécifiques des apicomplexes et 21 protéines constituent ce
groupe (Anamika, Srinivasan, and Krupa 2005; Ward et al. 2004). Dans la plupart des espéces
de Plasmodium, une a six protéines ont été identifiées alors que 21 membres ont été
répertoriés chez P. falciparum. Cette dénomination est due a la présence du motif
phénylalanine-isoleucine-lysine-lysine (FIKK) au niveau de la région N-terminale du domaine
kinase de I'’enzyme. De plus, toutes les protéines FIKKs possédent le motif d’export PEXEL
(Schneider and Mercereau-Puijalon 2005) et sont localisées au niveau de I'érythrocyte
(Nunes et al. 2007). Elles auraient un role dans le remodelage de la membrane de
I’érythrocyte et seraient exprimées principalement aux stades anneau et schizonte (Nunes et
al. 2010).
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Tableau 3 : Les protéines kinases putatives de P. falciparum. Tableau effectué a partir des données du kinome
de P. falciparum (Solyakov et al. 2011; Talevich, Mirza, and Kannan 2011; Ward et al. 2004). Les protéines en
gras ont été caractérisées.

Nom du groupe Nom ou numéro d'accession des kinases Fonction des kinases
CK1(1) PfCK1
PfPK5,PfMRK,PfCRK1, PfCK2, PfCRK3, PfCRK4, . .
CDK (9) Progression du cycle cellulaire
PfCRKS5, PfPK6 et PF3D7_1338900
CMGC MAPK PFMAP1 et PFMAP2 Régulation prol|ferlat|on etc.llfferentlatlor? cellulaires
(18) (2) / transduction des signaux cellulaires
G(53|;3 PfGSK3, PfPK1, PF3D7_1316000 Régulation de la prolifération cellulaire
CLK (4) PfCLK1, PfCLK2, PfCLK3 et PfCLK4 Epissage de I'ARN messager
PfPK2, PfCDPK1, PfCDPK2, PfCDPK3, PfCDPK4,
PfCDPKS5,PfCDPK6, PFCDPK7, PF3D7_0214600, . L . .
CamK (15) Signalisation intracellulaire du calcium
PF3D7_0311400, PF3D7_0704500, PF3D7_0926000,
PF3D7_1104900, PF3D7_1423600, PF3D7_1441300
AGC (5) PEPKA, PfPKB, PIPKG et 2 kinases ajoutées a ce Implication dans différentes voies de signalisation
groupe PF11_ 0464, PF11_0227
ePKs
(72) TKL (4) PfTKL1, PfTKL2, PfTKL3 et PfTKL4 Implication dans la phase érythrocytaire
PfPK7, PfPK9, PfKIN, PfEST, PF3D7_0107600,
PF3D7_0203100, PF3D7_0321400, PF3D7_0724600,
Orphelines PF3D7_0926100, PF3D7_0926300, PF3D7_0928800,
(19) PF3D7_1106800, PF3D7_1148000, PF3D7_1247500m,
PF3D7_1331300, PF3D7_1441300, PF3D7_1433900,
PF3D7_1474700, PF3D7_1450000
NIMA PENEKL, PNEK2, PINEK3, PINEKA Implication dans la schizogor_ﬂe et larégulation cycle
(4) cellulaire
Autres
Aurora . .
(10) 3) PfARK1, PfARK2, PfARK3 Progression dans le cycle cellulaire
IF2
e(s)a PfelK1, PfelK2, PfPK4
PfFIKK, PfFIKK1, PfFIKK3, PfFIKK4.1, PfFIKK4.2,
PfFIKKS, PFFIKK7.1, PfFIKK7.2, PfFIKKS8, PfFIKK9.1, Remodelage de la membrane de I'érvthrocvte
FIKK (21) PfFIKK9.2, PfFIKK9.3, PfFIKK9.4, PfFIKK9.5, 8 (fonction putative) 4 ¥
PfFIKK9.6, PfFIKK9.7, PfFIKK10.1, PfFIKK10.2, P
PfFIKK11, PfFIKK12 et PfFIKK14
aPKs RIO (2) PfRIO1, PfRIO2 Processing des ARNr
(4) ABC1(2) PfABCK1, PFABCK2

B. Les kinases « essentielles » pour le parasite

Les kinases essentielles sont les protéines entrainant la mort du parasite a un
moment du cycle de développement lorsque celles-ci sont absentes.

Un nombre important de protéines kinases de Plasmodium n’a pas d’orthologue chez
I'Homme. De plus, peu de kinases ont été caractérisées (environ 40). Des études récentes
sur le kinome de Plasmodium, utilisant la génétique inverse, ont montré I'existence de 36
kinases essentielles et 24 non essentielles pour le développement du parasite (Tableau 4).
Cela s’explique par une redondance fonctionnelle d’environ 50% des protéines kinases.
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Grace aux expériences d’interruption des génes, il a été montré que 24 kinases ont
une fonction spécifique dans le développement sexué (Solyakov et al. 2011; Tewari et al.
2010).

Tableau 4 : Les protéines kinases essentielles et non essentielles pour le développement du parasite. Les
protéines kinases caractérisées sont représentées en gras.

Kinases non essentielles Kinases essentielles

PfTKL2, PfTKL4, PfelK1, PfelK2, | PfCK1, PfTKL1, PfTKL3, PfPK4,
PfNEK2, PfNEK3, PfNEK4, PfNEK1, PfCRK4, PfPK6, PfTCRKS3,
PfCRK5, PFMAP1, PfPK1, PfPK5, PFMRK, PfCRK1, PfMAP2,

PfCDPK4, PfCDPK7, PfPKRP PfCK2, PF3D7_1315500, PfGSK3,
(PF3D7_0311400), PfPK8 PfCLK1, PfCLK2, PfCLK3,PfCLK4,
(PF3D7_0203100), PfPK7, PfPK2, PfFCDPK1, PfCDPKS,
PF3D7_1338900, PfCDPK®, PfCDPK2, PfCDPK3, PfARK1,

PF3D7_0214600, PF3D7_0704500, |PfARK2, PfARK3, PF3D7_1145200
PF3D7_1104900, PF3D7_0926000,| (PF11_0464), PF3D7_1121900
PF3D7_1441300, PF3D7_0715300,| (PF11_0227), PfPKG, PfPKA,
PF3D7_1450000, PF3D7_1247500,| PfPKB, PfEST, PF3D7_1148000,
PF3D7_1423600 PfKIN, PfPK9

Le Dr. Tewari et son équipe ont analysé le kinome de P. berghei, composé de 73
protéines kinases putatives. Les kinomes de P. berghei et P. falciparum sont hautement
conservés, une analogie sur I'importance et les fonctions des protéines kinases peut donc
étre envisagée. Néanmoins quelques différences existent: P. berghei possede une TKL
supplémentaire (TKL6) et une unique protéine kinase FIKK, alors que P. falciparum posséde
21 FIKKs (Tewari et al. 2010). Chez P. berghei, il a été montré que plus d’un tiers des genes
ePKs sont redondants dans le cycle érythrocytaire. La réalisation de mutants sur les ePKs a
montré qu’ils avaient une importance dans le développement du zygote et dans la
transmission (Figure 9).

Une autre étude réalisée par le Dr. Doerig, utilisant I'interruption de génes, a montré
que les protéines PbCRK1, PfMAP2, PfCK2, PfCDPK1l et PfPKG sont essentielles pour la
schizogonie érythrocytaire (Doerig et al. 2010). En effet, une étude a montré que PfMAP2 est
essentielle pour le développement du parasite contrairement a PFMAP1. De plus, en absence
de cette derniere, PfMAP2 est surexprimée (Dorin-Semblat et al. 2007). Les protéines
PfCDPK1, PfCDPK5 sont essentielles au niveau du cycle érythrocytaire notamment dans la
libération des mérozoites et dans la réinvasion (Figure 9A) (Azevedo et al. 2013; Bansal et al.
2013; Dvorin et al. 2010; Green et al. 2008; Kato et al. 2008).

Parmi toutes les kinases, il y a également des protéines importantes pour le
développement du parasite. En effet, 'absence de ces kinases cause des problemes au
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niveau du développement parasitaire. Une étude réalisée sur Pfarkl montre son importance
au niveau de la schizogonie érythrocytaire. Elle aurait un réle dans la formation du fuseau
mitotique et son absence pourrait étre responsable de modifications sur la croissance du
parasite (Reininger et al. 2011). Une étude effectuée par le Dr. Dorin-Semblat en 2011, a
montré par génétique inverse que PfNek1 est nécessaire pour 'achevement du cycle asexué
dans les érythrocytes. De plus, il semblerait que cette protéine soit exprimée dans les
gamétocytes males uniquement, ce qui peut en faire une cible thérapeutique potentielle
dans la lutte contre le paludisme (Dorin-Semblat et al. 2011).

A Protéines indispensables au cycle érythrocytaire

Kinases Phosphatases

PPP1, PPP2, PPP3, PPP4,
CDPK1, CDPK5, TKL3, | PPPS, PPP6, PPP7, PPPS,

MAP2, PKG PPMS9, YVH1, NIF2, NIF3,
NIF4, TIM50
B srpk, cdpk4, map2
Female sex Male gametocyte| nek2, nek4, gak, pk7
allocation exflagellation Zygote/Ookinete
ppm2 ppm1 differentiation

PPkl
ppm2

cdpk3

Ookinete motility

ppkl

cdpk3

Ookinete invasion

ship1
ptpla, ppm5
Sporogony egress to Riis ppm5
salivary gland |Oocyst development
kin, cdpk6, PBANKA_040940 cdlk gak, pk7

Figure 9 : Implication des protéines kinases et phosphatases au cours du cycle de développement de
Plasmodium. Les protéines kinases et phosphatases essentielles pour le parasite au cours de la phase
érythrocytaire (A) et du développement chez le moustique (B). Les kinases sont écrites en rouge et les
phosphatases en bleu. Les données sont issues des articles (Doerig et al. 2005; Guttery et al. 2014; Tewari et al.
2010). L'image est extraite de I'article de (Guttery et al. 2014) et complétée a |'aide des articles de (Doerig et al.
2015; Tewari et al. 2010).

Les kinases sont donc impliquées dans de nombreuses voies de signalisation et sont
importantes/essentielles pour le développement du parasite.
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Il. Les phosphatases chez Plasmodium falciparum

Pour réguler la balance phosphorylation/déphosphorylation des protéines, il y a les
phosphatases, enzymes qui ont pour fonction d’enlever un groupement phosphate. Le
nombre de phosphatases est réduit par rapport a celui des kinases. Cependant, cela est
contrebalancé par un nombre important de régulateurs responsables notamment de la
spécificité du substrat.

Chez les eucaryotes deux grandes familles de phosphatases ont été identifiées : les
Protéines Tyrosine Phosphatases (PTPs) et les Protéines Sérine/thréonine Phosphatases
(PSP). Les PTPs sont divisées en 3 groupes : le premier regroupant les PTPs classiques et les
phosphatases a double spécificité (c’est-a-dire capable de déphosphoryler les résidus
tyrosine et sérine/thréonine), le deuxieme avec les PTPs de faibles poids moléculaires et le
dernier avec les CDC25. Les PSPs sont également divisées en trois groupes: les
phosphoprotéines phosphatases (PPP), les protéines phosphatases dépendantes d’ion
métallique (PPM) et les protéines phosphatases dépendantes d’un aspartate (FCP/SCP).

A. Les différentes familles de phosphatases

Les premiéres études du génome de Plasmodium ont permis de mettre en évidence
27 phosphatases putatives, réparties en 4 grandes familles décrites chez ’'Homme (Wilkes
and Doerig 2008). Une analyse de 2014, a démontré I'existence de 67 phosphatases chez P.
falciparum alors que 250 sont identifiées chez 'Homme. 33 protéines phosphatases n’ont
pas d’orthologue humain et 6 sont spécifiques a ce phylum (Pandey et al. 2014). Dans ces
études, les phosphatases ont été répertoriées en différentes familles distinctes (Pandey et
al. 2014; Wilkes and Doerig 2008).

Chez P. falciparum, les protéines phosphatases ont été classées en 7 familles
(Tableau 5):

Les métallophosphatases (PPM) peuvent étre divisées en 2 familles: les
phosphoprotéines phosphatases (PPP) ,constituées de 18 protéines ayant un site actif avec
deux ions métalliques (fer, manganése ou encore zinc...) est divisée en plusieurs groupes ; et
la famille des PP2C regroupant 11 sérine/thréonine phosphatases, dépendantes d’un ion
manganeése et d’'un ion magnésium. 8 de ces protéines n’ont pas d’orthologue chez ’'Homme
et seulement PfPP2C est caractérisée chez P. falciparum (Mamoun et al. 1998).

La famille des HaloAcid Dehalogenase-like Hydrolases (HAD-like): 10 protéines,
utilisant une asparagine phosophorylée comme intermédiaire lors de I’hydrolyse de la liaison
du phosphate. Ces protéines possédent un « alpha/beta core domain » et un « small cap
domain », 50% n’ont pas d’orthologue chez 'Homme.

Les protéines tyrosines phosphatases (PTPs) a double spécificité : 4 protéines
constituent ce groupe dont 2 ont été caractérisées : PfYVH1 et PfPRL. Chez P. falciparum, les
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PTPs classiques, de faible poids moléculaire ou appartenant au groupe CDC25 n’ont pas été
identifiées.

La famille des exonucléases-endonucléases phosphatases (EEPs): 8 protéines avec
divers domaines catalytiques. La particularité de ce groupe est que ces enzymes ont le

méme mécanisme de clivage des ponts phosphodiester sur les substrats (Marchler-Bauer et
al. 2011).

Les protéines histidines phosphatases (HPs) : 5 protéines ayant un cceur catalytique
conservé avec un résidu histidine, qui est phosphorylé transitoirement au cours du cycle
catalytique. Elles jouent un réle fonctionnel dans le métabolisme, la signalisation et la
régulation.

Les autres phosphatases : 4 protéines tyrosines phosphatases-like (PTP-like) et 10
phosphatases orphelines, divisées en quatre groupes (PAP2-like, Syja_N, PTH2_ family et
nucléosides phosphatases).
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Tableau 5 : Les protéines phosphatases putatives de P. falciparum. Données venant des analyses du
phosphatome de Wilkes (Wilkes and Doerig 2008) et de Pandey (Pandey et al. 2014). Les protéines en gras ont
été caractérisées.

Nom du groupe Nom ou numéro d'accession des phosphatases

PfPP1, PfPP2A, PfPP5, PfPP7, PfPP2B,PfPPKL, PfSHLP1, PfSHLP2,

PPM/PPP (18) PfDRB1,PfGAP50, PF3D7_0925400, PF3D7_0927700,
PF3D7_1018200, PF3D7_1403900, PF3D7_1406700,

PF3D7_1464600, PF3D7_0107800, PF3D7_0912400

. PfPGM1, PfPGM?2, PF3D7_1430300, PF3D7_0208400,
Histidine phosphatases (HP) (5)
PF3D7_0310300

PF3D7_0515900, PF3D7_0726900, PF3D7_1012700,
PF3D7 1226100, PF3D7 1355700, PF3D7_1363200,
Haloacid Dehalogenase (HAD_like) (10) - - -

PF3D7_0715000, PF3D7_0817400, PF3D7_1118400,
PF3D7_0303200

2-phosphoatidic acid phosphatases
) PF3D7_0625000.1, PF3D7_0625000.2, PF3D7_0805600
(PAP2_like) (3)

PP2C, PF3D7_0410300, PF3D7_0520100, PF3D7_0810300,
PPM/PP2C (PP2CC) (11) PF3D7_0810500, PF3D7_1009600, PF3D7_1135100,

PF3D7_1249300, PF3D7_1309200, PF3D7_1455000,
PF3D7_1208900

PF3D7_0319200, PF3D7_0705500, PF3D7_1111600,

Exonuclease-endonuclease
PF3D7_0107200, PF3D7_0305600, PF3D7_1238600,
phosphatases (EEP)(8)
PF3D7_1363500, PF3D7_1430600
SacL homology domain (Syja_N) (3) PF3D7_0705500, PF3D7_0802500, PF3D7_1354200
P i i hosph lik
rotein tyros!ne phosphatase like PE3D7 1331600
protein (PTPLA) (1) -
Rhodanese homolgy domain (RHOD) (2) PfMAPKP1 (PF3D7_1305500), PF3D7_1206400
Triphosphate tunnel metaloenzyme
PfPrtl1 (PF3D7_0322100
phosphatases (CYTH-like_Pase) (1) ( - )
Peptidyl-tRNA hydrolase, type 2
PF3D7_0610500
(PTH2_family) (1) -
Protein tyrosine phosphatase (PTPc) (4) PfYVH1, PfPRL, PF3D7_1127000, PF3D7_1455100
Nucleoside phosphatase superfamily (2) PF3D7_1431800, PF3D7_1322000

B. Les phosphatases « essentielles » pour le parasite

Une étude réalisée en 2014 par le Dr. Guttery, a permis d’identifier le role des
protéines phosphatases dans le développement du parasite Plasmodium. Des expériences
de génétique inverse et de délétions chez P. berghei ont permis d’étudier la fonction/le rdle

des protéines phosphatases.

Une conservation tres importante entre le phosphatome de P. berghei et P.
falciparum, a été observée. Ce qui est démontré chez P. berghei peut donc étre déduit chez
P. falciparum (Guttery et al. 2014). Néanmoins quelques différences sont a noter : deux
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phosphatases sont spécifiques de P. berghei: PTP2 et NIF1l, qui se rapprocheraient
respectivement d'YVH1 et de NIF2 de P. falciparum, d’apres une analyse phylogénétique des
phosphatases. De plus, PPM10 serait spécifique a P. falciparum (Guttery et al. 2014).

Les analyses de génétique inverse suggerent une redondance de la moitié des
protéines phosphatases durant la phase érythrocytaire chez P. berghei. De plus, il semblerait
que la majorité des PPM soit essentielle pour le stade érythrocytaire asexué (Figure 9A).
Chez P. falciparum, PP5 semble interagir avec de nombreux partenaires et donc semble
essentielle dans la croissance parasitaire (Pandey et al. 2014). PfPPKL a une grande similarité
de séquence avec PP1 au niveau de sa partie C-terminale. La protéine, exprimée aux
différents stades du développement parasitaire, semble jouer un réle important dans la
morphologie des oocinétes, la motilité et I'invasion (Guttery et al. 2014; Philip et al. 2012).
De plus, elle aurait un réle primordial dans la dégradation de ’hémoglobine (Pandey et al.
2014).

Il semblerait que 6 phosphatases soient essentielles pour le développement de
I'oocyste et dans la transmission du parasite (Figure 9B). La mutation de 8 génes : shlp2,
ppm3, ppm4, ppm7, ppms, ptpl, ptp2 et nifl n’a pas d’'impact/d’influence sur le cycle de vie
du parasite, ces protéines seraient donc non essentielles pour le développement de P.
berghei (Tableau 6).

Tableau 6 : Récapitulatif des protéines phosphatases essentielles ou non pour le développement du parasite
P. berghei. Les protéines en gras ont été caractérisées chez P. falciparum.

Phosphatases Phosphatases non
essentielles essentielles

PPP1, PPP2, PPP3, PPP4,
PPP5, PPP6, PPP7, PPPS,
PPMO9, YVH1, PRL, NIF2,
NIF3, NIF4, TIM50, PPML,
PPM2, PPKL, SHLP1,
PPMS, PTPLA

SHLP2, PPM3, PPM4,
PPM7, PPM8, PTP1,
PTP2,NIF1

Chez les eucaryotes, les protéines phosphatases de type 1 et 2A sont les plus
importantes. En effet, elles réguleraient 90% de I'activité sérine/thréonine phosphatases
dans la cellule. Chez P. falciparum, ces phosphatases ont été identifiées et caractérisées. Il a
été démontré que PfPP2A joue un role essentiel dans le développement du parasite
(Vandomme et al. 2014). PfPP1, étant le sujet de ma thése, le chapitre suivant de
I'introduction lui est consacré.
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Partie C : la Protéine Phosphatase de type 1 (PP1)

Le projet de ma thése se focalise sur les régulateurs de la protéine phosphatase de type
1. La suite de cette introduction sera donc consacrée a la phosphatase PP1 et ses régulateurs
chez les eucaryotes et chez P. falciparum.

. La protéine phosphatase de type 1

A. Chez les eucaryotes

Chez 'Homme, 420 génes codent pour les sérine/thréonine kinases alors que
seulement 40 codent pour les sérine/thréonine phosphatases (Peti, Nairn, and Page 2012).
Le faible nombre de phosphatases ne peut pas expliquer I'ensemble des phénomeénes de
déphosphorylation. Or une balance existe entre la phosphorylation-déphosphorylation des
protéines dans la cellule. Il semblerait donc que des événements de régulation paralléle
soient mise en place au sein de la cellule afin que les phosphatases exercent leurs
différentes fonctions. Les principales phosphatases sont les protéines phosphatases de type
1 et 2A (appelées couramment PP1 et PP2A), et représentent 90% des phénomeénes de
déphosphorylation chez les eucaryotes (Moorhead, Trinkle-Mulcahy, and Ulke-Lemée 2007).
Ces phosphatases sont les plus étudiées, et il a été montré que 650 complexes peuvent étre
formés avec PP1 contre 70 avec PP2A (Janssens and Goris 2001; Janssens, Longin, and Goris
2008). De plus, PP1 est la principale phosphatase impliquée dans les processus de
déphosphorylation.

1. Généralités sur PP1

a. Présentation de PP1

La protéine phosphatase de type 1 (PP1) a été découverte dans les années 1940 et
était connue sous le nom d’enzyme PR (Phosphorylation Reversible) ou phosphorylase
phosphatase. PP1 est la premiére protéine phosphatase identifiée. Les premiers travaux ont
montré son implication dans le métabolisme du glycogéne. En effet, elle est capable de
transformer la phosphorylase a active en phosphorylase b inactive (Cori 1945). Les
phosphatases ont été divisées en deux groupes distincts : les phosphatases de type 1, qui
déphosphorylent la sous-unité B de la phosphorylase kinase et sont sensibles aux inhibiteurs
1 et 2; et les phosphatases de type 2, qui déphosphorylent la sous-unité a de la
phosphorylase kinase et sont insensibles aux inhibiteurs 1 et 2 (P. Cohen 1981; Ingebritsen,
Foulkes, and Cohen 1980). L'implication des protéines phosphatases dans la régulation du
cycle cellulaire a été étudiée tardivement par rapport aux protéines kinases. Les premiéres
recherches concernant PP1 se sont focalisées sur sa structure et son role. PP1 est toujours
étudiée car beaucoup d’inconnues existent sur ses fonctions au sein de la cellule (Fardilha et
al. 2010). PP1 posséde la séquence LRGNHE, spécifique des protéines sérine/thréonine
phosphatases.
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La PP1 est une holoenzyme, c’est-a-dire une protéine composée de 2 sous-unités : la
sous-unité catalytiqgue, nommée PP1c, et une sous-unité régulatrice variable. La sous-unité
catalytique est treés conservée entre les espéces. Chez les eucaryotes, un a huit génes codent
pour les isoformes de PP1c (Farkas et al. 2007). Chez les mammiféres, trois génes codent
pour les 4 isoformes de PP1: PPla, PP1B/6, PP1ly;, et PP1ly, (Figure 10A) (Ceulemans,
Stalmans, and Bollen 2002; Cohen 1988; Moorhead, Trinkle-Mulcahy, and Ulke-Lemée

2007).

A PPla
PP1B/3d
PPly;
PPly,

PPla
PP1B/3d
PPly;
PPly,

PPla
PP1B/d
PPly,
PPly,

PPla
PP1B/5
PPly;
PPly,

PPla
PP1B/d
PPly,
PPly,

PPla
PP1B/3
PPly;
PPly,

Figure 10 : Les isoformes de PP1. A : Alignement des séquences de PP1a, B/S, y; et y,. L'encadrement bleu
représente la séquence spécifique des protéines sérine/thréonine phosphatases LRGNHE. Les structures
secondaires de PP1 sont indiquées sur la séquence avec les hélices a représentées par un trait rouge et les
feuillets B par un trait vert. Les résidus impliqués dans la liaison avec les ions métalliques sont surlignés en
jaune, les résidus impliqués dans la liaison avec les toxines sont surlignés en vert. Les résidus formant la poche
de fixation au motif RVxF et ceux jouant un réle important dans la fixation des protéines cibles/substrats se
liant au niveau du sillon C-terminal de PP1 sont respectivement surlignés en rose et bleu (alignement des
séquences est basé sur 'article de (Peti, Nairn, and Page 2013). B : Pourcentage d’identité entre les différents
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b. La structure de PP1
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MADLDKLNIDSIIQRLLEVRGSKPGEKNVQLOENEIRGLCLKSREIFLSQPTILLELEAPLK
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ol e o

isoformes de PP1 de 'Homme.
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La PP1lc est extrémement conservée entre les especes, avec 70% des résidus
invariants et des divergences uniquement sur les parties N-terminale et C-terminale (Figure
10B) (Ceulemans and Bollen 2004). Les isoformes PP1a, PP1B/& et PP1y; ont une répartition
ubiquitaire alors que I'isoforme PP1y, est seulement présent dans les testicules (Andreassen
et al. 1998; Chun et al. 1994; Shima et al. 1993). Grace a cette forte homologie, la
complémentation de PP1 d’un organisme a l'autre a été prouvée, indiquant ainsi une
homologie de fonction de la phosphatase (Doonan et al. 1991; Sangrador et al. 1998).

i. La sous-unité catalytique de PP1 : PP1c

La particularité de la sous-unité catalytique de PP1 est sa régulation via son
interaction avec différentes sous-unités, au nombre de 200 (Annexe 1), lui conférant une
localisation cellulaire, une spécificité de substrat et une régulation de son activité (Hubbard
and Cohen 1993). La PP1 est composée de 3 sillons principaux : hydrophobe, hydrophile (ou
acide) et le dernier au niveau de la partie C-terminale, permettant la fixation des sous-unités
régulatrices. Ces sillons forment un Y (représenté en jaune, Figure 11) et se croisent au
niveau du site catalytique (ou site actif) de PPlc. Le site catalytique est un sillon peu
profond, qui permet la fixation de deux ions métalliques, le premier étant un ion manganése
et le deuxiéme un ion ferreux (Figure 11) (Ceulemans and Bollen 2004).

C-terminal

Hydrophobic
groove

Figure 11 : Représentation des différents sillons principaux de PP1c. Les traits représentés en jaune
correspondent aux sillons de PP1. Les ions métalliques se fixent a I'intersection des 3 sillons (Terrak et al. 2004).

ii. La conformation invariante de PP1

Plusieurs cristaux d’holoenzyme de PPl ont été réalisés et montrent que la
conformation de la PP1 ne change pas ou trés peu lorsque la PP1c se fixe a ses régulateurs
(Egloff et al. 1995; Goldberg et al. 1995). De plus, la PP1c contient de nombreuses
« régions » de liaison aux partenaires, représentant environ 90% de la surface de la PP1c
(Figure 12) (Peti and Page 2015). Les résidus de PP1 impliqués dans la fixation aux différents
motifs ne changent pas. Des études ont montré la présence d'une boucle f12-f13, qui
permet la fixation de toxines inhibitrices (J H Connor et al. 2000).
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RVxF 162
(1) 43
Arg 6
SILK 7
MyPhone
Spino-

helix -
NIPP1- 1
helix

Figure 12 : Les sillons de liaison a la protéine régulatrice PP1. A : Représentation des surfaces de PP1 avec les
différentes régions de fixation des régulateurs (RVxF en rose, d¢ en orange, Arg en violet, SILK en vert,
MyPhoNE en jaune, NIPP1-helix en bleu foncé et Spino-helix en rose péle). Le site actif est représenté en cyan.
B : La présence des différents motifs dans les régulateurs confirmés de PP1 (189) (Image extraite de I’article de
(Peti and Page 2015)

iii. Inhibition par des toxines naturelles de la PP1

L’étude de la PP1 au cours des derniéres décennies a montré qu’elle pouvait étre
inhibée par des toxines naturelles mais non spécifiques. L’utilisation de ces molécules a
permis l'identification de nombreux régulateurs de la phosphatase. Les diverses toxines
identifiées se fixent préférentiellement au site actif pour la microcystine ou au niveau du
sillon hydrophobe pour I'acide okadaique. Parmi les différentes toxines utilisées, nous
pouvons citer également la calyculine A ou encore la tautomycine. L’acide okadaique, a des
concentrations plus faibles, inhibe également la protéine phosphatase de type 2A
(Ceulemans and Bollen 2004).

c. Les différentes fonctions de PP1

La protéine phosphatase de type 1c (PP1c), avec une taille variant de 35 a 38kDa, est
associée a d’autres sous-unités. Elle est impliquée dans la régulation de nombreux processus
cellulaires vitaux tels que la méiose, I'apoptose, le métabolisme du glycogéne, la synthese
des protéines, la contraction musculaire et la transcription (Bollen and Stalmans 1992; Bollen
2001; Ceulemans and Bollen 2004; Cohen 2002). PP1 joue également un réle dans la
progression du cycle cellulaire. Quelques exemples de I’action de PP1 durant le cycle
cellulaire et dans la synthése protéique vont étre décrits dans ce paragraphe.

i. Le cycle cellulaire

Les protéines PP1 et Aurora B interagissent physiguement et ce complexe jouerait un
role a plusieurs étapes du cycle. Lors de la mitose I’histone H3 permet la (dé)condensation
des chromosomes si elle est (dé)phosphorylée par la protéine PP1 ou par Aurora B. De plus,
le complexe Aurora B/PP1 pourrait intervenir aussi dans la cytokinése ou encore dans la
méiose (Ceulemans and Bollen 2004).

Au niveau de la transition G2/M, PP1 interagirait avec la protéine kinase Aurora A,
qui est nécessaire dans la séparation des centrosomes.
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Au niveau de la transition G1/M, PP1 serait impliquée dans le ré-assemblement de
I’enveloppe nucléaire a la fin de la mitose. En effet, PP1 est recrutée au niveau de
I’enveloppe nucléaire par AKAP149 (A-kinase anchoring protein 149) et déphosphoryle alors
la Laminine B. L’absence de PP1 entraine le déclenchement de |'apoptose (Steen et al. 2003).

Dans le cycle cellulaire, PP1 a de nombreux réles, elle intervient/interagit avec de
nombreux partenaires. Si PP1 n’est pas fonctionnelle a une de ses étapes, plusieurs
conséquences sont possibles: un cycle cellulaire avec des anomalies, I'arrét du cycle
cellulaire voire I'apoptose. En effet, chez Saccharomyces cerevisiae, il a pu étre montré que
PP1 est essentielle pour I'intégrité cellulaire et la progression du cycle cellulaire (Andrews
and Stark 2000). De plus, une déplétion ou une mutation sur Glc7, la PP1 de la levure,
entraine respectivement un arrét de I'assemblage du réseau mitotique et des anomalies
mitotiques (Bloecher and Tatchell 1999; Hisamoto, Sugimoto, and Matsumoto 1994). La PP1
semble donc essentielle pour le cycle cellulaire.

ii. La synthése protéique

Des études ont montré que PP1 intervenait au niveau de la transcription, au niveau
de ’ARNm et au niveau de la traduction.

Lors de la traduction, elF2a joue un role important. Lors d’un stress, ce facteur est
phosphorylé et I'initiation de la traduction est ralentie car le facteur elF2B est séquestré. De
plus, la phosphorylation d’elF2a entraine une augmentation de la traduction de I’activating-
transcription-factor 4, qui est impliqué dans l'induction des genes en réponse au stress.
Quatre protéines kinases peuvent phosphoryler elF2a. Parmi celles-ci, la protéine kinase R
qui peut se fixer a PP1. Il semblerait que la phosphorylation d’elF2a soit corrélée avec
I'activité de PP1. En effet, une hyperphosphorylation de ce facteur provoque une diminution
de I'activité phosphatase de PP1 sur elF2a (Brush, Weiser, and Shenolikar 2003). L’action de
PP1 sur ce dernier se fait grace a l'intervention de GADD34 (Growth Arrest DNA Damage-
inducible protein). Il semblerait que le complexe GADD34/PP1/inhibiteur 1 et le niveau de
phosphorylation d’elF2a soient étroitement liés durant I'étape de traduction (John H Connor
et al. 2001).

B. Chez Plasmodium falciparum

1. Séquence

Chez P. falciparum, une seule protéine phosphatase de type 1 (PF3D7_1414400),
appelée PfPPl1c, a été identifiée et caractérisée. PfPP1c a une similarité de 80% avec ses
homologues chez 'Homme et la levure S. cerevisiae (Bhattacharyya et al. 2002). PfPP1c est
située au niveau du chromosome 14 et sa séquence est constituée de 304 acides aminés
dont le motif LRGNHE, qui est spécifique des sérine/thréonine phosphatases. La
caractérisation de PfPP1c a permis d’identifier 2 sites putatifs de phosphorylation de la PKC
et 5 sites de la kinase caseine Il.
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En comparant la séquence de PfPP1c avec ses homologues, des similitudes au niveau
du site catalytique (AA 10 a 300) et de la boucle B12-B13 (AA 270 a 280) ont été observées
(Bhattacharyya et al. 2002). De plus, la séquence de PfPP1c est la plus petite des PP1
identifiées, et ne posseéde pas de domaine riche en proline au niveau C-terminal. Tout
comme ses homologues, PfPP1c est sensible aux inhibiteurs 1 et 2 humains (Kumar et al.
2002a).

2. Fonction

PfPP1c, comme ses différents homologues (levure, homme...), est responsable en
grande partie de I'activité phosphatase chez P. falciparum (Bhattacharyya et al. 2002; Cayla,
Garcia, and Baumgartner 2000; Yokoyama et al. 1998). En utilisant I'acide okadaique, qui est
un inhibiteur de la PP1 et PP2A, il a pu étre montré que PfPP1c a une action prédominante
dans le cycle érythrocytaire par rapport a PfPP2A (Dobson et al. 1999).

Des expériences d’interruption du géne de PfPP1c, en utilisant les siRNA, ont montré
que la protéine est impliquée dans la progression du cycle cellulaire. En effet, une
diminution de la croissance des parasites a pu étre observée chez les parasites interférés
(Kumar et al. 2002a). Des études sur le phosphatome de Plasmodium, en utilisant la
génétique inverse, ont montré que la protéine PP1 semble essentielle au parasite au niveau
du cycle érythrocytaire (Guttery et al. 2014). De plus, PfPP1c est impliquée dans la libération
des mérozoites infectieux. En effet, la déphosphorylation de PfSBP1 (Skeletal Binding Protein
1), protéine impliquée dans la stabilisation membranaire des érythrocytes, par PfPPlc
entraine une perte d’interaction avec LANCL1, provoquant ainsi la rupture des érythrocytes
(Blisnick et al. 2006).

Il. Les régulateurs de PP1c

A. Chez les eucaryotes

1. Généralités sur les régulateurs

Les premiers régulateurs de la phosphatase de type 1 ont été identifiés dans les
années 1970 (Brandt, Killilea, and Lee 1974). Ces découvertes ont permis de mieux
comprendre la difficulté a isoler PP1c. En effet, la PP1c n’est jamais seule dans la cellule, elle
est toujours liée a une sous-unité régulatrice. Les régulateurs de PP1c peuvent étre divisés
en 2 groupes : les régulateurs primaires, qui ont toujours eu un site de fixation a PP1c, et
sont présents dans tous les eucaryotes tels que l'inhibiteur 2 ou Sds22 ; et les régulateurs
secondaires, qui ont acquis un ou plusieurs sites de fixation a PP1c au cours de I'évolution,
par exemple Nek2 (Ceulemans and Bollen 2004; Ceulemans, Stalmans, and Bollen 2002). La
fonction de ces différentes sous-unités régulatrices est tout aussi importante que la PP1c
elle-méme. En effet, ils interviennent dans la viabilité et la survie cellulaire (Hendrickx et al.
2009).
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Chez les vertébrés, environ 200 protéines, interagissant avec PPlc, ont été
répertoriées (Annexe 1). Ces protéines peuvent étre soit des substrats de PPlc, soit des
régulateurs de I'activité de la phosphatase de type 1 ou encore avoir une implication dans la
localisation cellulaire de la PP1c (Bollen et al. 2010; Hendrickx et al. 2009).

2. Les propriétés du « code de fixation » a PP1

Les sous-unités régulatrices se fixent a PP1c respectant une sorte de « code de
fixation », divisé en cing fondements (Heroes et al. 2013) :

» Spécificité de fixation : les motifs de fixation a la PP1 sont spécifiques et
n’interagissent avec aucun autre membre de la famille des phosphoprotéines
phosphatases.

» Code universel : pas de changement durant I’évolution des eucaryotes.

» Dégénérescence : le motif de fixation RVxF possede une séquence consensus
[K/R]-X-[V/1]-X-[F/W]. Les différentes séquences du motif identifiées
s’expliquent par une différence d’affinité avec la PP1.

» Non exclusivité : I'interaction avec PP1 peut étre di ou tri-mérique.

» Dynamique : les différents régulateurs peuvent entrer en compétition car ils
peuvent se fixer au méme site de liaison a la PP1. La fixation de PP1 avec son
partenaire dépendra de sa concentration et de son affinité pour la
phosphatase.

3. Les différents motifs d’interaction a PP1

Les sous-unités régulatrices se fixent a PP1 via différents motifs de fixation (Tableau
7). 1l existe environ 30 motifs prédits pour la fixation a la phosphatase, supposant une
spécificité d’interaction entre PP1 et son partenaire (Heroes et al. 2013). En général, ces
motifs sont composés de 4 a 8 résidus et sont présents dans une partie non structurée de la
protéine.

a. Le motif RVxF

Le motif RVxF est le premier motif identifié comme pouvant se fixer a PP1 (Egloff et
al. 1997). C'est le motif le plus répandu, 90% des sous-unités régulatrices le possédent
(Bollen et al. 2010). Au cours de I'évolution, la dégénérescence du motif a pu étre observée,
sa séquence consensus est [R/K]-X1-[V/I]-X,-[F/W] ou X; correspond a n’importe quel acide
aminé et X, correspond a tous les acides aminés sauf la proline (Hendrickx et al. 2009;
Wakula et al. 2003).
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Ce motif a une forte affinité pour la PP1, les résidus de PP1 se fixant au motif RVxF
sont invariants et conservés. Il y a une interaction protéine-protéine au niveau du sillon
hydrophobe de PP1c, a environ 20A du site actif. Linteraction entre la phosphatase et son
partenaire n’entrainerait pas de changement conformationnel. Pour vérifier cela, il faudrait
réaliser un cristal pour tous les complexes PP1/sous-unités régulatrices.

Le motif RVxF est essentiel et permet a la protéine de se lier a PP1. Cependant, des
motifs secondaires de liaison a PP1c ont été identifiés. Ils ont une affinité plus faible pour la
phosphatase de type 1 mais un de leur role principal serait de stabiliser le complexe et de
permettre la fonction régulatrice de la sous-unité liée a PP1.

b. Le motif FxxR/KxR/K

Ce motif de fixation F-x-x-[R/K]-x-[R/K] est retrouvé chez de nombreux régulateurs de
PP1. Il est peu étudié par rapport au motif principal RVxF. Ce motif a été caractérisé lors de
I’étude des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xl et Bcl-w (Aylléon et al. 2001; Ayllén et al.
2002). L'analyse des sites de fixation a PP1 de Bcl-2 a permis d’identifier deux séquences :
FSRRYR et FTARGR. Des séquences similaires ont été retrouvées dans les séquences de Bcl-x|
et Bcl-w : FELRYR et FETRFR respectivement. Le motif consensus d’interaction FxxR/KxR/K a
ainsi été défini (Ayllon et al. 2002). De plus, la mutation du résidu R en G de ce motif bloque
la fixation a PP1a.

Le Dr Garcia et son équipe avait créé en 2004, un site web afin d’identifier de
nouvelles protéines interagissant avec la phosphatase PP1c. Grace aux séquences protéiques
présentes dans la banque Swissprot, cet outil informatique permettait d’identifier de
nouvelles protéines (A. Garcia et al. 2004). L’analyse informatique avait montré que 16% des
séquences possédaient le motif R/KxVxF, 16% le motif FxxR/KxR/K et que seulement 3.9%
avaient les 2 motifs (A. Garcia et al. 2004).

c. Les autres motifs

» Motif SILK : sa séquence est [G/S]-I-L-[R/K], il se situe toujours du c6té N-terminal du
motif RVxF. La fixation se fait au niveau du sillon hydrophobe, c’est-a-dire sur la face
opposée du site actif. Ce motif est conservé pour une partie des régulateurs et
n’entraine pas de changement de conformation de PP1 (Hendrickx et al. 2009). Le
motif SILK de la protéine NIPP1 remplacerait le motif RVxF (Wakula et al. 2003).

» Motif MyPhoNE (myosin-phosphatase targeting subunit Myptl): sa séquence
consensus est R-x-x-Q-[V/I/L]-[K/R]-x-[W/Y], ou x peut étre n’importe quel acide
aminé, et se trouve du coté N-terminal du motif RVxF. Six régulateurs ont été
identifiés avec ce motif. Il semblerait que ce motif permette la reconnaissance de
substrat (Hendrickx et al. 2009; Terrak et al. 2004).
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» Motif IDoHA : la fixation se fait au niveau des sillons hydrophobe et hydrophile, et
bloque I'activité phosphatase en recouvrant le site actif.

» Motif ¢-¢ : ce motif est composé de deux résidus hydrophobes, tels qu’YF/VF/II, se
fixant au niveau d’une poche hydrophobe de PP1. Cette poche est composée des
acides aminés Arg74, Leu75, Tyr78, Met282, 11e295, Leu296 et Lys297. Ce motif se
situerait 5 a 8 acides aminés en aval du motif RVxF. Le motif ¢-¢ a été retrouvé chez
certains régulateurs de PP1 comme les protéines PNUTS, Spinophiline et NIPP1, un
des plus anciens régulateurs de la phosphatase (Choy et al. 2014; O’Connell et al.
2012).

Tableau 7 : Tableau illustrant quelques motifs de fixation a PP1. Pour chaque motif, des partenaires de PP1 et
leur fonction sont données (d’apres Heroes et al. 2013).

Motif Sous-unité Fonction
RVXE Sous-unité G,
Inhibiteurs 1-3] Fixation a PP1
SILK Inhibiteur 2
MyPhoNE Myptl Sélection du
SpiDoC Spinophiline substrat
IDoHA Inhibiteur 2 Inhibition
RNYF iASPP
Inconnue
BiSTriP SDS22
Pseudosubstrat | Inhibiteur 1 Inhibition
Sélection du
AnkCap Myptl
substrat

4. Les différentes sous-unités régulatrices

La majorité des sous-unités régulatrices a un domaine de fixation a PP1c. La sous-
unité n’est pas ordonnée et lorsqu’elle interagit avec PPlc, elle le devient partiellement
(Mathieu Bollen et al. 2010; Heroes et al. 2013; Peti, Nairn, and Page 2013). Certaines
protéines régulatrices peuvent avoir un changement de conformation lorsqu’elles se fixent a
PP1. Pour vérifier cela, il faudrait réaliser un cristal pour tous les complexes PP1/sous-unités
régulatrices (Heroes et al. 2013; Peti, Nairn, and Page 2013).
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Tableau 8 : Récapitulatif des différents régulateurs/effecteurs de PP1.
Régulateurs de PP1 Type de régulateurs

Inhibiteur 1, Inhibiteur 2,
Inhibiteur 3, DARP-32,
NIPP1, CPI-17,
Spinophiline

Inhibiteurs de PP1

Cdc25, Aurora A, Caspase | Sous-unités substrats de
2, Ikaros, Aurora B, Nek2 PP1

Intégrine allB, GADD34,
UR1, GI, PTG, Gm, Repo-
man, MYPT1, PNUTS,
AKAPs

Sous-unités impliquées
dans la localisation de
PP1

Des analyses bioinformatiques, utilisant le logiciel DAVID (database for annotation,
visualization and integrated discovery), ont permis d’identifier 189 régulateurs chez les
vertébrés. Certains d’entre eux possedent un motif ou un domaine spécifique:

6 régulateurs ont un carbohydrate binding module ou CBM21.
13 régulateurs possedent un motif répété d’ankyrine.

11 régulateurs disposent de régions riches en poly-lysine.

20 régulateurs ayant un domaine de fixation aux nucléotides.
29 régulateurs avec un domaine riche en poly-proline.

13 régulateurs avec une région riche en glutamine.

6 régulateurs ont un domaine SH3.

VVVVVYYY

Les domaines SH3 (Llanos et al. 2011) et les motifs répétés d’ankyrine (Terrak et al. 2004)
semblent impliqués dans la fixation a la PP1. Les domaines riches en proline et poly-lysine
peuvent se fixer aux niveaux des sillons acides et hydrophobes de la PP1 (Goldberg et al.
1995).

a. Les différentes sous-unités substrats

Environ une douzaine de sous-unités ont été répertoriées comme des substrats de
PP1 chez les vertébrés. 50% d’entre elles sont des enzymes activées par déphosphorylation
sur un seul site. On peut citer en exemple CDC25, la ligase E3, BRCA1 ou la caspase 2
(Margolis et al. 2006; Nutt et al. 2009; Sankaran et al. 2007b). La déphosphorylation induite
par PP1 permet la fixation de nombreux ligands sur des régulateurs (Traweger et al. 2008;
Vietri et al. 2006). Les sous-unités substrats de PP1 peuvent également étre des régulateurs
de cette phosphatase comme linhibiteur 2 (Hurley et al. 2007) ou CPI-17 (Eto 2009)
(Tableau 8).
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b. Les sous-unités impliquées dans la localisation

L'une des particularités des sous-unités se liant a PP1 est de modifier la localisation
cellulaire de la phosphatase ainsi que sa spécificité de substrat. Ces sous-unités vont guider
la PP1 vers différentes structures telles que le réticulum endoplasmique (grace a GADD34),
la mitochondrie, la chromatine (grace a Repo-man) ou encore la membrane plasmique.
Certaines protéines ont plusieurs sites de liaison a PP1 et sont impliquées dans différents
processus métaboliques. Les plus connues sont GADD34, MYPT1, PNUTS et la spinophiline
(Tableau 8).

Grace a GADD34, PP1 déphosphoryle le facteur d’initiation de la traduction elF2a, qui
bloque la traduction. GADD34 agit aussi sur le récepteur 1 du TGFB, la kinase I-kB, les
protéines TSC1 et 2 (Harding, Zhang, and Ron 1999; Shi et al. 2004; Watanabe et al. 2007; Li
et al. 2008)

MYPT1 peut se fixer a plusieurs endroits sur PP1. Elle augmente l'activité de la
phosphatase au niveau des chaines légéres de la myosine et inhibe son activité au niveau de
la glycogene phosphorylase (Alessi et al. 1992).

La protéine PNUTS cible préférentiellement la PP1 au niveau du facteur de
transcription LCP1, de la protéine télomérique TRF2 (Lee et al. 2009; Rose et al. 2008).

NIPP1 a un seul site de fixation a PP1c mais possede plusieurs fonctions. |l peut se
fixer a ’'ARN. En interagissant avec des facteurs de transcription, NIPP1 permet I'adressage
de la phosphatase au complexe d’épissage (Jagiello et al. 1997, 2000; Tanuma et al. 2008;
Trinkle-Mulcahy et al. 1999).

c. Les sous-unités appartenant a la famille des inhibiteurs
i. Présentation générale

Généralement les sous-unités appartenant a la famille des inhibiteurs sont de petites
protéines entre 15 et 30kDa, spécifiques a la PP1 (Tableau 8). Ces protéines ont été
identifiées tres tot, en paralléle des recherches sur la phosphatase phosphorylase (Huang
and Glinsmann 1976). Ces sous-unités ont des ressemblances avec les protéines non
structurées, elles sont hydrophobes et thermostables (lakoucheva et al. 2002). Ces
propriétés leurs permettent de s’adapter a la structure de la protéine avec laquelle elle
interagit. En général, les protéines inhibant la PP1 ont plusieurs sites de phosphorylation,
permettant leur activation (Eto and Brautigan 2012; Eto et al. 2003). De plus, il faut noter
gue certaines de ces protéines se fixent a PP1 alors que celle-ci est déja liée a une autre
protéine (Eto, Kitazawa, and Brautigan 2004).
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ii. Les différents inhibiteurs
> L'inhibiteur 1 (11)

Un des plus anciens régulateurs de PP1 est I'inhibiteur 1. C'est une protéine de 165
acides aminés avec un poids moléculaire de 23kDa. 11 possede un motif de fixation RVxF au
niveau de sa partie N-terminale (Egloff et al. 1997; Huang et al. 1999). Pour qu’l1 soit active,
elle doit étre préalablement phosphorylée sur un résidu thréonine grace a la PKA (P. Cohen
1989). L'inhibiteur 1 agit comme un pseudosubstrat en se fixant au niveau du site actif de
PP1 (Desdouits et al. 1995). Ce régulateur est impliqué dans de nombreux processus
cellulaires tels que le métabolisme du glycogene, la plasticité neuronale, la régulation de la
phosphorylation de CREB (Brown et al. 2000; Connor et al. 2001; Genoux et al. 2002;
Nakielny, Campbell, and Cohen 1991) ou la modulation des capacités cardiaques grace a sa
fonction régulatrice sur PP1 (Carr et al. 2002; Nicolaou, Hajjar, and Kranias 2009). La
formation d’un complexe a plusieurs partenaires avec PP1 a été observée récemment.
L'inhibiteur 1 se fixe a GADD34 et PP1, il y a formation d’un complexe a trois partenaires, la
régulation de la phosphatase est alors phospho-dépendante (Connor et al. 2001).

DARP32, isoforme neuronal d’l1, joue un roéle primordial dans les voies de
signalisation de la dopamine (Greengard, Allen, and Nairn 1999). Celui-ci a la particularité
d’inhiber PP1 ainsi que la PKA. La phosphorylation de la thréonine 34 de DARP32 par PKA et
PKC entraine l'inhibition de la PP1 (Hemmings et al. 1984). La phosphorylation de la
thréonine 75 de DARP32 par la CDK5 permet l'inhibition de la PKA (Bibb et al. 1999).

Ces observations prouvent une nouvelle fois que la régulation de PP1 est trés
complexe et qu’il est essentiel de continuer a comprendre son fonctionnement.

> L'inhibiteur 3 (13) et Sds 22

L'inhibiteur 3 est une petite protéine hydrophile, thermostable, composée de 126
acides aminés. 13 est une protéine inhibitrice de PP1 extrémement conservée au cours de
I’évolution (J. Zhang et al. 1998). L'inhibiteur 3 de 'Homme possede 2 motifs de fixation a
PP1 : la séquence KKVEW, correspondant au motif RVxF, se fixe au niveau du sillon
hydrophobe de PP1; et le deuxiéeme au niveau des acides aminés 65 a 77 (L. Zhang et al.
2008). lls sont tous les deux impliqués dans la fonction inhibitrice d’I3. L’inhibiteur 3 est une
protéine nucléaire, pouvant se fixer a certains isoformes de PP1 tels que PPla et PPly;
(Huang et al. 2005). Il est intéressant de souligner que les parties N-terminale et C-terminale
permettent la localisation de la protéine préférentiellement au niveau du noyau et au niveau
du nucléole respectivement (Huang et al. 2005). Chez Arabidopsis thaliana, des mutations
sur 13, ont montré son implication dans I'embryogenése avec un retard ou un arrét du
processus, pouvant parfois causer la mort (Takemiya, Ariyoshi, and Shimazaki 2009).

Sds22, protéine nucléaire de 40kDa, possede 11 domaines LRR (Leucine Rich Repeat).
Elle interagit et inhibe I'activité de PP1. Les domaines LRR permettent la fixation au niveau
de la région a4/a5/a6 de la PP1 (Ceulemans, Stalmans, and Bollen 2002). Chez la levure S.
pombe, la protéine Sds22 est également essentielle pour la fission (Ohkura and Yanagida
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1991). En effet, elle permet le maintien de Glc7, PP1 de la levure, a un taux normal au niveau
nucléaire (Pedelini et al. 2007; Peggie et al. 2002). De plus, la délétion du géne provoque un
arrét du cycle au niveau de la mitose. Sds22 joue un role crucial dans la transition
métaphase-anaphase, en régulant I'activité de PP1 (Ohkura and Yanagida 1991; Peggie et al.
2002; Pinsky et al. 2006; Stone et al. 1993). Sds22 est nécessaire dans la ségrégation des
chromosomes et modulerait 'activité de la kinase Aurora B au niveau des centromeres et
des kinétochores (Posch et al. 2010).

Le complexe 13-PP1-Sds22 peut étre formé car les deux protéines inhibitrices peuvent
interagir simultanément avec PP1 (Lesage et al. 2007). Il a été montré chez la levure, que
I'inhibiteur 3 et la protéine Sds22 permettraient la régulation de la fonction de PP1 au
niveau nucléaire. En effet, 'absence de I'une d’elles est responsable d’une modification de la
localisation nucléaire de la PP1, s’expliquant par un arrét de la croissance cellulaire au niveau
de la mitose et la formation d’un réseau mitotique aberrant (Eiteneuer et al. 2014; Pedelini
et al. 2007; Peggie et al. 2002).

Il semblerait que Sds22 et I3 aient un réle commun dans la régulation de PP1 chez la
levure. Toutes les fonctions de l'inhibiteur 3 sont encore mal connues. Grace a son
interaction avec PP1, il semblerait qu’l3 puisse jouer un role dans de nombreux processus
tels que la régulation et la division du cycle cellulaire.

> L'inhibiteur 2 (12)

L'inhibiteur 2 est le plus ancien des régulateurs de PP1l. C'est une protéine
thermostable, non structurée (Huang and Glinsmann 1976; Huang et al. 2000). I12 est présent
chez tous les mammiféres, la levure, le Xénope, la drosophile... (Li, Satinover, and Brautigan
2007).

Trois sites de fixation a PP1 ont été identifiés sur I'inhibiteur 2, KGILKN, KSQKW et
une hélice a, et sont conservés au cours de I’évolution (Hurley et al. 2007) : le 1% site KGILKN
(motif SILK) est situé au niveau des résidus 12 a 17 en N-terminal. Grace a des délétions et
des mutations de ce motif, I'importance de celui-ci a été montrée pour la régulation de la
phosphatase. Le deuxieme motif : KSQKW (motif RVXF) interagit avec PP1 au niveau du sillon
hydrophobe. Le dernier motif est une longue hélice a (AA 130 a 169), qui se fixe le long du
sillon hydrophobe (AA 130 a 146) et au niveau du site actif de PP1 (AA 147-151), bloquant
I’acceés de PP1 a un autre partenaire (Hurley et al. 2007).

Pendant de nombreuses années, 12 était considéré comme un inhibiteur ou un
activateur de la PP1 en fonction du statut de phosphorylation de la thréonine 73 au niveau
du motif PXTP (Hilioti and Cunningham 2003). En réalité, 12 intervient dans de nombreux
complexes d’interaction ou des kinases sont aussi régulées au cours du processus. La
phosphorylation du motif PXTP par GSK3, Cdc2, et la phosphorylation possible des sérines
86, 120, 121 expliquent toutes cette complexité. Ces modifications post-traductionnelles
permettent une régulation du complexe.
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Des études génétiques et biochimiques ont permis de montrer qu’l2 est impliqué
dans la régulation du cycle cellulaire, notamment dans la mitose, ou son expression est
maximale (Brautigan et al. 1990). La protéine 12 est phosphorylée par le complexe CDK2-B1
et se concentre au niveau des centrosomes (Li et al. 2006a). L'inhibiteur 2 se fixe au niveau
du complexe Nek2-PP1, augmente I'activité de la kinase et initie la séparation
chromosomique (Eto et al. 2002).

12 est aussi impliquée dans I'entrée en mitose. En effet, il interagirait avec la kinase
Aurora A et permettrait la régulation de la cycline B (Satinover, Brautigan, and Stukenberg
2006; Satinover et al. 2004). De plus, il a été démontré chez la levure qu’une surexpression
de Glc8, homologue d’12, permettait de complémenter certaines mutations touchant le gene
pour la kinase Aurora B. Il semblerait que l'action de linhibiteur 2 sur PP1 et par
conséquence sur le complexe PP1/Aurora B permettrait de garder un équilibre et d’avoir une
cytokinése et une ségrégation des chromosomes correctes (Tung, Wang, and Chan 1995).

I2 a également un réle dans 'embryogeneése. Des études réalisées, chez I’'Homme et
la levure S. cerevisiae, ont montré son implication dans la séparation des chromosomes et la
synchronisation des mitoses via le complexe PP1-Aurora B (Tung, Wang, and Chan 1995;
Wang, Stukenberg, and Brautigan 2008).

D’apres ces quelques exemples, nous pouvons dire que l'inhibiteur 2 est impliqué
dans de nombreux processus biologiques, grace a son interaction avec PP1 et diverses
kinases.

> elF2p

Le facteur d’initiation de la traduction 2, de type sous-unité B (elF2B) est une des
sous-unités du facteur elF2. Avec les sous-unités a et y, il permet l'initiation de la traduction.
En effet, le facteur elF2 lié a une GTP, se fixe a ’ARNt initiateur méthionine, le complexe
ternaire est alors formé et la traduction peut alors se faire. Une étude de 2006, réalisée par
Wakula et son équipe, a permis de montrer que la séquence d’elF23 de 'Homme possede
des motifs de fixation potentiels a PP1. Il a montré qu’elF2p fonctionne comme un inhibiteur
de la déphosphorylation de la glycogéne phosphorylase et de la sérine 51 d’elF2a par PP1.
De plus, elF2B pourrait agir comme un activateur de sa propre déphosphorylation quand il
est lié a PP1 (Wakula et al. 2006).

B. Chez Plasmodium falciparum
1. PfLRR1

Grace a une analyse du génome de P. falciparum, 14 protéines contenant des motifs
« Leucin Rich Repeat » ont pu étre répertoriées (PfLRR1-14). Les protéines LRR peuvent se
fixer a différents ligands, leurs conférant plusieurs fonctions dans la régulation du cycle
cellulaire et dans la transduction du signal. Chez P. falciparum, les protéines PfLRR ont été
identifiées au niveau du cycle érythrocytaire et ont un réle dans l'invasion. Les protéines
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possedent de 4 a 10 motifs LRR, qui permettent l'interaction avec PP1 et sont surtout
exprimées au niveau des stades trophozoites agés et schizontes (Daher, Pierce, and Khalife
2007).

Une étude plus approfondie a été réalisée sur PfLRR1. Cette protéine est un
homologue de la protéine Sds22, identifiée chez la levure Saccharomyces pombe avec une
identité de 42% et une similarité de séquence de 62%. Un seul géne codant pour PfLRR1 a
été identifié. C'est une protéine de 247 acides aminés, de 29,3kDa, contenant 9 motifs
putatifs LRR. La séquence consensus est LXXLXLXXNXL ou X représente n’importe quel acide
aminé. De plus, PfLRR1 possede du c6té C-terminal, une structure conservée de 19 acides
aminés, appelée « cap LRR » (Daher et al. 2006).

PfLRR1 est exprimée tout au long du cycle asexué, avec un niveau maximal au stade
schizonte. Son expression est aussi détectée au niveau des gamétocytes. Des études de
localisation ont permis de montrer que la protéine PfLRR1 est nucléocytoplasmique, tout
comme PfPP1. PfLRR1 aurait donc un rdle important tout au long du cycle de
développement en modulant I’activité de PP1 (Daher et al. 2006).

I a été démontré, grace a différentes techniques (GST pull-down, Co-
Immunoprécipitation), que PfLRR1 interagit directement avec PfPP1. De plus, il semblerait
gue PfLRR1 soit un partenaire spécifique a PfPP1 puisque la protéine ne semble pas interagir
avec la protéine PfPP2A (Daher et al. 2006). Comme ses orthologues chez les mammiféres, il
semblerait que LRR1 inhibe in vitro I'activité phosphatase de PP1 chez P. falciparum. La
fonction inhibitrice de PfLRR1 a été confirmée dans le modéle d’ovocytes de Xénope. La
micro-injection de I'acide okadaique (est connu pour inhiber les phosphatases PP1 et PP2A, il
sert de témoin positif) ou de I’ARNc de PfLRR1 entraine la maturation des ovocytes de
Xénope, suggérant ainsi I'inhibition de la PP1 endogene (Daher et al. 2006)

2. PfI3

Le deuxieme régulateur de P. falciparum identifié est I'inhibiteur 3 (PF3D7_1031700),
une protéine non structurée de 116 acides aminés, avec un poids moléculaire de 13,1kDa.
PfI3 a une homologie de 31% avec l'inhibiteur 3 de 'Homme et 28% avec Ypil de la levure.
La séquence protéique possede un motif RVxF dégénéré, la séquence KVVRW (Fréville et al.
2012).

Grace a la spectroscopie RMN, il a été montré que PfI3 interagit avec PfPP1 au niveau
de différentes régions. La mutation du tryptophane du motif KVVRW entraine une
diminution de l'interaction avec la phosphatase, supposant ainsi un role primordial du motif
RVxF dans la liaison a PP1. Cependant il est intéressant de noter que d’autres régions
seraient également impliquées dans l'interaction. Des expériences in vitro (tests ELISA et GST
pull-down) ont été réalisées, montrant une diminution importante de l'interaction entre
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PfPP1 et PfI3, lorsque celui-ci est muté au niveau du motif RVxF. Des expériences de RMN,
utilisant PfI3 a de faibles et fortes concentrations, mettent en évidence au moins deux sites
de fixation a PfPP1 avec des affinités différentes (Fréville et al. 2012).

Afin de définir la fonction de Pfl3, plusieurs approches ont été employées. Il a été
démontré que PfI3 interagit avec PfPP1 et Glc7 (PP1 de la levure), par la technique du
double hybride en levure. Des tests de complémentation ont été réalisés sur des levures
déficientes en 13. Malgré I'expression de Pfl3, les levures ne se sont pas développées,
suggérant ainsi une spécificité d’action de I'inhibiteur 3 de P. falciparum. La réalisation de
tests in vitro a ainsi mis en évidence que Pfl3 était un activateur de I'activité phosphatase,
contrairement a ses homologues de mammiféeres et de levures (Fréville et al. 2012).

Chez P. falciparum, la protéine I3 est exprimée uniquement au niveau nucléaire. Pfl3,
comme son orthologue chez la levure, est essentiel dans le développement du parasite. En
effet, aucun parasite viable n’a pu étre obtenu aprés des expériences de génétique inverse
(Knock-out) (Fréville et al. 2012).

3. Pfi2

Le dernier régulateur identifié et caractérisé est I'inhibiteur 2 (PF3D7_0320000), une
protéine thermostable de 144 acides aminés, avec un poids moléculaire de 16,7kDa. C'est le
plus petit inhibiteur 2 identifié a ce jour. En effet, les séquences protéiques d’l2 varient entre
164 et 205 acides aminés. Chez le parasite, un seul géne code pour ce régulateur, qui a une
homologie d’environ 28% avec les autres inhibiteurs 2. Contrairement a son homologue
humain, qui possede 3 motifs d’interaction : KGILK, RVXF et HYNE, Pfl2 n’en posséde que 2,
le motif RVxF, dans une partie non structurée en N-terminal, et le motif HYNE, au niveau
d’une hélice a en C-terminal (Fréville et al. 2013).

Des études de génétique inverse (réalisation d’'un Knock-Out) ont montré que Pfl2
est essentiel au niveau du cycle érythrocytaire pour la survie du parasite. De plus, sa
localisation est nucléocytoplasmique, comme la protéine PfPP1, ce qui suppose une
régulation de lI'enzyme a différents niveaux par 'inhibiteur 2 (Fréville et al. 2013).

Différentes approches (test de type ELISA, double hybride en levure) ont montré une
interaction entre 12 et PP1 de P. falciparum. Des délétions ou des mutations des motifs
d’interaction ont été effectuées. L'analyse des résultats montre une interaction entre les
protéines PfPP1 et Pfl2 (sauvage, mutée ou délétée). De plus, Pfl2 interagit avec la PP1 de
Xénope (Fréville et al. 2013).

Différentes approches ont montré que Pfl2 pouvait inhiber jusqu’a 80% |’activité de
PP1. La mutation ou I'absence du motif HYNE entraine une diminution de la fonction
régulatrice de Pfl2 alors que pour le motif RVxF, une perte totale de la fonction est observée.
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Ces résultats ont été confirmés en modeéle d’ovocytes de Xénope. En effet, I'injection des
protéines mutées sur le motif HYNE ou RVxF entraine une faible maturation des ovocytes,
suggérant une perte partielle ou totale de la fonction de Pfl2, alors que l'interaction est
conservée (Fréville et al. 2013).

Des peptides dérivés du motif RVxF ou du motif HYNE de Pfl2 ont été utilisés en
modele d’ovocytes de Xénope ou sur une culture de P. falciparum. Il a été montré que les
peptides bloquent la fonction régulatrice de Pfl2 en ovocytes. De plus, le peptide dérivé du
motif RVxF inhibe la croissance parasitaire alors que celui du motif HYNE n’a pas d’effet
(Fréville et al. 2013).

Toutes ces informations suggérent donc que le motif RVxF est le motif d’interaction
principal entre Pfl2 et PP1, contrairement au motif HYNE, qui jouerait plus un rdle de
stabilisateur dans la formation du complexe PfI2/PP1 (Fréville et al. 2013).
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La protéine phosphatase de type 1 (PP1) est I'enzyme responsable de 90% des
déphosphorylations ayant lieu dans la cellule. La PP1 joue un réle dans divers processus
cellulaires tels que le métabolisme du glycogéne, la transcription et le cycle cellulaire. Cette
protéine est toujours associée a un régulateur (plus de 200 répertoriés), ce qui lui confere
une localisation, une spécificité de substrat et une régulation de son activité.

Chez P. falciparum, |a caractérisation de PfPP1 a permis de démontrer son réle crucial
dans la biologie du parasite. Les études récentes du phosphatome de Plasmodium, utilisant
la génétique inverse, ont également confirmé son essentialité a la survie du parasite. En
effet, I'interruption du géne codant pour PP1 (par des expériences de Knock-Out) a mis en
évidence qu’aucune autre protéine phosphatase ne pouvait remplacer les fonctions de cette
derniere. Malgré I'importance de PP1, son mode de fonctionnement et sa régulation sont
encore mal définis aujourd’hui. Etant donné que cette phosphatase est toujours associée a
un partenaire, les recherches du laboratoire se focalisent sur I'étude des régulateurs de PP1
chez P. falciparum.

Dans ce contexte, des analyses comparatives sur le génome de P. falciparum ont
permis d’identifier 4 régulateurs potentiels de PfPP1 : PfLRR1, Pfl3, PfI2 et PfelF2p.

Les analyses in silico ont montré que ces protéines ont des séquences plus courtes et
possedent une homologie inférieure a 50% avec leurs homologues chez I'Homme et Ila
levure. Différentes approches expérimentales, nous ont permis de montrer que LRR1, I3 et 12
sont exprimés par Plasmodium et interagissent avec la PfPP1. Tandis que PfLRR1 et Pfl2 sont
des inhibiteurs de PfPP1, PfI3, contrairement a ses homologues, en serait un activateur. Les
expériences de génétique inverse suggérent que ces régulateurs sont indispensables pour la
survie du parasite. En effet, des expériences d’interruption de gene par Knock-Out n’ont pas
permis d’obtenir des parasites viables. Enfin, il a été montré in vitro que l'utilisation de
peptides pénétrant dérivés des motifs d’interaction RVxF de Pfl3, pouvait inhiber la
croissance du parasite P. falciparum.

Suite aux résultats obtenus sur l'inhibiteur 2 de P. falciparum et dans le but
d’approfondir et de poursuivre |'étude sur les régulateurs de PfPP1, les deux
objectifs majeurs de ma these sont :

Dans un premier temps, les études se sont portées sur le réle et I'impact d’'un motif
additionnel de liaison de Pfl2 sur l'interaction et la fonction de la phosphatase PfPP1. Notre
premiere étude a montré que Pfl2 interagit avec PfPP1 et inhibe 80% de son activité. De
plus, sa localisation nucléocytoplasmique, comme celle de PfPP1, suppose une régulation de
la phosphatase a plusieurs niveaux. Des études de génétique inverse ont permis de suggérer
qgue Pfl2 est essentiel au cycle de développement intra-érythrocytaire du parasite. Pfl2
possede deux motifs d’interaction : KTISW, correspondant au motif dégénéré RVxF, et HYNE.
Une mutation du motif KTISW ou HYNE n’affecte pas I'interaction avec la PfPP1 alors qu’elle
a un impact sur la régulation de I'activité phosphatase. En effet, la mutation du motif KTISW
entraine une perte totale de la fonction régulatrice de I'inhibiteur 2, tandis qu’une mutation
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sur le motif HYNE diminue de 50% seulement sa fonction. D’aprés les résultats obtenus, le
motif KTISW semble donc essentiel pour la fonction régulatrice de Pfl2 alors que le motif
HYNE aurait plus un réle de stabilisateur pour le complexe Pfl2/PfPP1. L’analyse plus fine de
la séquence de Pfl2 a montré I'existence d’un motif FxxR/KxR/K, dont la coprésence avec le
motif RVxF a été rapportée. Son réle dans Pfl2 n’a pas encore été défini. Par conséquence,
nous avons entrepris différentes approches expérimentales afin d’évaluer la contribution du
motif d’interaction FKEKRK (FxxR/KxR/K) de Pfl2, dans la relation structure/fonction du
complexe Pfl2/PfPP1. Dans ce but, plusieurs axes ont été développés:

» L'importance du motif FxxR/KxR/K dans I'interaction avec PfPP1.

» L'impact de ce motif sur la fonction de Pfl2 vis-a-vis de la régulation de
I'activité de PP1.

» L’étude in vivo du rdole du motif FKEKRK de 12 chez P. falciparum.

La seconde partie de ma these a consisté en la caractérisation moléculaire et
fonctionnelle du facteur de traduction PfelF2B. Celui-ci est décrit comme étant I'un des
nombreux facteurs intervenant durant la traduction. elF2B, avec les sous-unités elF2a et
elF2y, forment le complexe elF2, impliqué dans l'initiation de la traduction et essentiel a la
synthése protéique. En effet, elF2 se fixe au GTP et a I’ARNt initiateur méthionine,
permettant a ce dernier de se fixer a la petite sous-unité du ribosome, entrainant ainsi le
processus de traduction. Le deuxiéme role d’elF2[3, décrit récemment, serait d’interagir avec
PP1 et d’inhiber son activité. Chez P. falciparum, elF2B a été identifié et montre des
différences significatives avec son homologue humain, ce qui nous a amenés a I'étudier d’un
point de vue biochimique et biologique, ainsi que la relation structure-fonction avec PfPP1.
Pour répondre a ce sujet, plusieurs stratégies ont été mises en place :

» L’analyse bioinformatique de la séquence de PfelF2p.

» La caractérisation de linteraction potentielle entre PfelF2B-PfPP1 et les
motifs impliqués dans celle-ci.

» L’étude de la fonction de PfelF2PB sur I'activité de PP1 et de I'importance des
motifs sur cette régulation.

» L’étude de la localisation et des fonctions d’elF2pB in vivo chez Plasmodium.
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Résultats

I. Etude du motif d’interaction FKEKRK de Pfl2 chez Plasmodium
falciparum

Des analyses par bioinformatiques ont permis d’identifier I'inhibiteur 2 chez P.
falciparum (Pfl2). C'est une protéine non structurée de 144 acides aminés, le plus petit des
2 en comparaison a ses homologues, possédant deux motifs d’interaction a PP1. Le
premier, KTISW, correspondant au motif dégénéré RVxF, et le deuxieme, HYNE, sont tres
conservés dans la famille des inhibiteurs 2.

Une premiere étude sur Pfl2 a montré qu’il a une localisation nucléocytoplasmique,
comme PfPP1, et qu’il est exprimé tout au long du cycle érythrocytaire (Annexe 2). Ces
résultats supposent qu’l2 pourrait réguler PP1 a plusieurs niveaux chez le parasite. De plus,
des expériences de génétique inverse ont mis en évidence son essentialité pour la survie du
parasite. Différents tests, réalisés in vitro et dans un contexte cellulaire, ont permis de
montrer que Pfl2 interagit avec PP1 (P. falciparum et Xénope) et qu’il inhibe son activité
phosphatase. Grace a des délétions de la séquence de Pfl2 ou des mutations sur les motifs
d’interaction, I'importance de ces motifs a pu étre démontrée. En effet, les mutations des
motifs n’affectent pas l'interaction avec la phosphatase PP1. Cependant, la mutation du
motif KTISW bloque la fonction inhibitrice de Pfl2, alors que celle du motif HYNE ne fait que
la diminuer (Fréville et al. 2013). Tous les résultats obtenus indiquent I'implication d’autres
motifs de liaison dans la formation du complexe 12/PP1 chez P. falciparum (Annexe 2).

Grace a l'utilisation de la spectrométrie par RMN, un autre site d’interaction a été
identifié entre les acides aminés 94-117 : le motif FKEKRK. Ce dernier, connu sous la forme
motif d’interaction a PP1 (Ayllon et al. 2002). Ce motif se trouve juste en amont du motif
HYNE et semble présent dans plusieurs homologues de Pfl2.

Afin de mieux définir I'importance de ce motif dans la structure/fonction du
complexe 12/PP1, des mutations ont été effectuées. Les différentes expériences réalisées ont
mis en évidence que le motif FKEKRK est impliqué dans l'interaction avec PP1 et qu’il a une
action sur la fonction régulatrice de Pfl2. De plus, il semble que seulement un des deux
motifs KTISW ou FKEKRK soit suffisant pour observer une interaction avec la PP1. Par contre,
il semblerait que la présence des deux motifs soit nécessaire pour que l'inhibiteur 2 puisse
garder sa fonction régulatrice sur la phosphatase PP1.

En parallele, un peptide dérivé du motif FxxR/KxR/K (séquence du motif FKEKRK
répété en tandem couplé a une séquence pénétrante) a été utilisé pour déterminer I'impact
de ce motif sur la croissance du parasite. D’apres les résultats, un effet anti-plasmodial a été
observé. Les résultats obtenus sur Pfl2 sont encourageants pour envisager I'utilisation de
peptides inhibiteurs qui empécherait la formation du complexe 12/PP1 chez P. falciparum.
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Plasmodium falciparum PP1/Inhibitor 2 complex

Abstract:

The regulation of PfPP1 phosphatase activity in Plasmodium falciparum remains to be
deciphered. Data from homologous eukaryotic PP1 phosphatases suggest that several protein
regulators should be involved in this essential process. One such regulator, named Pfl2 based on its
primary sequence homology with eukaryotic 12, was recently shown to be able to interact with PfPP1
and to inhibit its phosphatase activity, mainly through the canonical “RVxF” binding motif. The
details of the structural and functional characteristics of this interaction are investigated here. Using
NMR spectroscopy, a second site of interaction is suggested to reside between residues D94-T117 and
contains the “FxxR/KXR/K” binding motif present in other 12 proteins. This site seems to play in
concert/synergy with the “RVxF” motif to bind PP1, as only mutations in both motifs were able to
abolish completely this interaction. However, regarding the structure/function relationship, the
mutation of either “RVxF” or “FxxR/KXR/K” motif is more drastic, as each mutation prevents the
capacity of Pfl2 to trigger GVBD in micro-injected Xenopus oocytes. This indicates that the tight
association of the Pfl2 regulator to the PP1 phosphatase, mediated by a two-site interaction, is
necessary to exert its function. Based on these results, the use of a peptide derived from the
“FxxR/KXR/K” Pfl2 motif was investigated for its potential effect on Plasmodium growth. This
peptide, fused at its N-terminus to a penetrating sequence, was shown to accumulate specifically in

infected erythrocytes and to have an anti-plasmodial effect.

Keywords: Plasmodium falciparum, protein phosphatase type 1, PP1 Inhibitor 2, NMR spectroscopy,

protein-protein interaction.

Introduction:

Growing evidence indicates that phosphorylation signalling pathways, tightly controlled by
the coordinated action of protein kinases and phosphatases, strongly affect essential aspects of
Plasmodium falciparum development, propagation and survival. Early in vitro experiments using
inhibitors of both these enzyme classes evidenced a drastic inhibition of parasite development and
capacity to invade red blood cells [1-3]. More recently, studies focused on post-translational
modifications revealed the central function of phosphatases in these processes [4-7]. Among these, P.
falciparum protein phosphatase type 1 (PfPP1), the activity of which predominates in total parasite
extracts [1, 8], seems to be of primordial importance. Gene knockdown experiments indeed indicated

an essential role in parasite asexual development [9] and confirmed an earlier observation showing



that okadaic acid inhibits parasite growth mainly by interfering with PP1-like activity [1, 8]. In
addition, the PfPP1 present in the nucleocytoplasmic compartment [10] seems to be implicated in the
release of infectious merozoites [11]. However, little is known about Plasmodium PP1 regulation,
although eukaryotic PP1s are known to be controlled by multiple regulators that are as essential as PP1
itself.

Several studies have revealed that most interactors bind to PP1 through diverse degenerate
sequence motifs [12-14]. These motifs function as PP1 ‘anchoring’ sites with variable number and
combination for each regulator. This diversity directs PP1 different functions and enzymatic activity
[12]. The canonical PP1 binding site present in nearly 90% of validated interactors is the “RVxF”
motif [15]. Structural and functional approaches defined this consensus sequence as R/K(X3)o.
1(VI)(X2) o1(F/W) where x, can be any residue except proline [16]. More in depth studies on Inhibitor
2 (12), a conserved partner of PP1, reported the implication of two additional motifs in
binding/function of this regulator. This includes the SILK motif which has been shown to be essential
for 12 binding and HYNE which has been found to occupy the catalytic site of PP1 and to decrease its
activity. The SILK motif can functionally replace the RVXF motif [16]. Additionally, a recent study by
Llanos et al. identified a non-canonical ‘RNYF’ sequence as an additional PP1 interacting domain in
the inhibitory member of the apoptosis-stimulating proteins of the p53 family (iIASPP) [17]. In other
regulators and beside the “RVxF” motif, several other docking motifs have been identified as essential
in the regulation of PP1 activity and substrate specificity. The MyPhoNE motif, located in the N-
terminal region relative to the RVxF motif of the myosin phosphatase targeting subunit Myptl, was
shown to participate in the positive selection of PP1 substrates [15, 18, 19]. More recently, structure
analysis of the PP1 nuclear targeting subunit (PNUTS) bound to PP1 revealed the presence of a novel
PP1 anchor domain : the ®® motif [20], confirming earlier studies reporting the participation of this
motif in the interaction of nuclear inhibitor of PP1 (NIPP1) and spinophilin [21, 22]. Finally, an
additional “FxxR/KxR/K” motif present in anti-apoptotic proteins has been shown to be involved in
PP1 binding but its relevance and functions remains to be explored [23]. It is notable that this latter
motif in 12 regulators is just adjacent at the N-terminus of the HYNE sequence.

So far, in P. falciparum, three gene products have been characterized as potential PfPP1
regulators. The first of them, PfLRR1, corresponds to a P. falciparum ortholog of yeast sds22”
described in Schizosaccharomyces pombe as a cell division regulator [10, 24]. In P. falciparum
extracts, PfLRR1 interacts with PfPP1 and seems to be involved in cell cycle regulation. Accordingly,
Toxoplasma gondii LRR1 overexpression damages parasite growth [25]. The second PfPP1 interactor,
called PfI3, displays sequence similarity to its mammalian counterpart Inhibitor 3 (I13), known as an
essential PP1 regulator [26]. Pfl3, unlike human 13, is a positive regulator of PP1 and lacks the
capacity to complement Inhibitor 3 deficient yeast. In vitro studies revealed the ability of PfI3 to
interact with PfPP1 mostly through its “RVxF” motif. Additionally, reverse genetic studies suggested

its essentiality for blood parasite growth as attempts to obtain Pfl3 knock-out parasites were



unsuccessful [26]. Recently, we reported the identification and characterization of a third essential
inhibitor named PfI2 involved in P. falciparum development and survival [27]. Unlike the first two
regulators, PfLRR1 and Pfl3, the amino acid sequence of Pfl2 is shorter (30%) than its homologs in
other eukaryotic cells. Nevertheless, we have shown that conserved motifs, including “RVxF” and
HYNE, are involved in interaction/function of Pfl2. It is important to emphasize that Pfl2 does not
contain the binding site KGILK (“SILK” motif) present in other 12 homologs [28]. The functional
relevance of the “RVxF”-dependent interaction in P. falciparum, based on the use of synthetic peptide
corresponding to the “RVxF” motif of either Pfl2 or PfI3, has been established by preventing the
function of these regulators in vitro and by the inhibition of parasite growth [27]. These observations
strongly support the reverse genetic approaches indicating the essentiality of the regulators of PfPP1.
Encouraged by the fact that the interaction of PfPP1 with its regulators is critical for P.
falciparum survival, we here refine the initial study of Pfl2 [27] to arrive at a molecular model of the
interaction with PfPP1, using NMR spectrometry, biochemical approaches and functional assays in
Xenopus oocytes. These new results reveal that the “FxxR/KxR/K” motif is, along with the previously
described “RVxF” motif, involved in interaction with PfPP1 and in the inhibitory function of Pfl2.
Based on these data, we have investigated the potential use of a peptide derived from the

“FxXR/KXR/K” motif as an anti-plasmodial agent.

Results:
1. Characterization of Pfl2 conformation in solution and mapping of Pfl2 sites interacting with

PfPP1 using NMR spectroscopy

We previously established the ability of Pfl2 to interact with PfPP1 [27]. Here we further
explored the molecular aspects of the interaction using NMR spectroscopy as a first step to
characterize the interaction site(s). The 2D *H, °N spectrum of PfI2 is typical of a disordered protein,
with a poor dispersion of the 'H signals between 7.8 and 8.55 ppm, resulting in signal overlap.
Assignment of the backbone atom resonances of PfI2 was performed based on 3D spectra of the **N,
B¢ doubly-labeled protein. This assignment does not cover the full-length protein as resonances that
correspond to the region D94-T117 were not detected in the 2D spectra. For example, no *H,N
correlation is observed for G116 (Fig. 1A), although the S and T residues at its N and C-termini
respectively should have offered a characteristic chemical shift signature for this SGT tripeptide.
Additionally, only partial assignment is available in the region 175 to D94, again due to resonance
broadening. The CA and CB chemical shift values of the assigned resonances confirm the global
disordered nature of Pfl2 free in solution, as they are close to those expected for a random coil
polymer (BMRB accession number 25108). However, closer examination of the experimental
chemical shifts of Pfl2 amino acids based on comparison with chemical shift tables of expected values

for a strictly random coil polymer [29] shows several regions with positive deviations correlated with



a propensity to adopt an o-helical conformation, in particular between amino-acids 18-30, 52-57, 71-
75 and 132-140 (Fig. 1G). We used the available data to map the binding sites of N-Pfl2 for PfPP1
based on the principle that the local loss of flexibility of the disordered protein due to binding to the
large PfPP1 would result in decreased signal intensity of the corresponding resonances (Fig. 1A-D).
Accordingly, comparison of the intensities of corresponding signals in the 2D spectra from the free or
PfPP1-bound “°N-Pfl2 protein reported along the protein sequence allowed the definition of bound
regions of °N-PfI2 (Fig. 1C). The N-terminal region, between amino acid residues V5 to F41 loses all
resonance intensity upon PfPP1 addition, clearly indicating immobilization of this region by binding.
This region includes a sequence of Pfl2 that has a propensity to adopt helical conformation, based on
the analysis of the chemical shifts (Fig. 1G). We also indirectly observed the binding of the region
D94-T117, whose resonances are not detected, by the linear intensity decrease of the resonances
corresponding to the residues flanking this region (Fig. 1C, Fig. 2A). In the C-terminal region of Pfl2
bound to PfPP1, the intensity of the resonances indeed increases linearly from T117 to regain their full
intensity in the last 10, flexible, amino acid residues. This gradual increase of intensity is also
observed from residue D94, which loses most of its corresponding resonance intensity upon PfPP1
binding, to residue N68, which shows the intensity of an amino acid in an unbound flexible region.
This second region of binding, localized between D94 and T117 matches a region predicted to adopt

an a-helical secondary structure, based on primary sequence and contains the “FxxR/KxR/K” motif.

In our previous study, we clearly showed the implication of K;,TISWg (“RVXF” motif, motif
1) by biochemical and functional approaches [27], supporting the NMR data presented in this work. In
order to further inspect the contribution of FgsKEKRK9y (“FXXR/KXR/K” motif, motif 2) present in
the region D94-T117 immobilized by PfPP1 interaction, we mapped the interaction site(s) of Pfl2
mutated on motif 2 (F95, K98 and K100 were replaced by A) with PfPP1 using NMR spectroscopy in
the same conditions as for the wild type Pfl2 protein. Only those resonances showing no chemical
shift perturbations that could result from the primary sequence modifications of Pfl2 were used for the
mapping (compare spectra D and F in Fig. 1). Comparison of the intensities of corresponding signals
in the 2D spectra from the free or PfPP1-bound motif 2-mutated *°N-Pfl2 along the protein sequence
showed that the region surrounding motif 1 presents the same profile of resonance intensity losses in
presence of PfPP1 as for the wild-type (Fig. 1C-F). If the profile of intensity perturbation upon PfPP1
binding is similar in the N-terminal part of the motif 2-mutated °N-PfI2 protein, it is not the case in
the C-terminal part containing motif 2. The profile of intensity ratios, downstream of the unassigned
Pfl2 region [D94-T117], shows indeed a stable value close to the maximum observed along the all
sequence (Fig. 1E) contrasting from the N to C increase of intensity ratios observed for the wild type
Pfl2 protein (compare C and E in Fig. 1). PfPP1 thus still binds the “RVxF” motif of motif 2-mutated
Pfl2 while mutations of residues F95, K98 and K100 to Alanines perturbed binding to the motif 2,

confirming that the interaction is indeed mediated by both motifs 1 and 2.



2. Contribution of short motifs to the interaction between Pfl2 and PfPP1

Further experiments were performed in a cellular context using the Xenopus oocyte model.
Oocytes were micro-injected with cRNAs encoding Pfl2 or mutated variants with motif 1 (W16 was
replaced by A), motif 2 or both motifs (Fig. 2A) followed by the micro-injection of recombinant 6His-
PfPP1 protein. Co-immunoprecipitation experiments from the Xenopus extracts show that the wild-
type PflI2 interacts with the PfPP1 phosphatase, and that mutations of both motifs 1 and 2 are
necessary to decrease co-immunoprecipitation below detectable levels (Fig. 2B). However, under
these experimental conditions, mutation of either motif 1 or motif 2 did not allow evidencing a
variation of binding of mutated Pfl2 to PP1. To assess more precisely the involvement of each motif,
in vitro experiments using an ELISA based assay with Pfl2 proteins and biotin-labelled PfPP1 were
performed. Results presented in Fig. 2C confirmed the capacity of wild type Pfl2 (wt Pfl2) to bind
PfPP1, the intensity of the detected signal depending on the amount of PfPP1 added. A loss of binding
was observed for both mutated PflI2 proteins, confirming the involvement of each motif in PfPP1
binding. When PfI2 protein mutated on motif 1 alone or on motifs 1 and 2 was coated, a similar loss of
binding of PfPP1 compared to the wt Pfl2 was observed, pointing out the major implication of the
“RVXF” motif.

Finally, Surface Plasmon Resonance (SPR) measurements were performed to obtain further
quantitative data on the contribution of each motif. Pfl2 or mutated variants were immobilized on
sensor chips and increasing concentrations of PfPP1 were injected until steady state equilibrium was
achieved. The direct binding of PfPP1 to wild type Pfl2 was confirmed by the sensorgrams that show a
rapid association to reach equilibrium, followed by a dissociation phase when the buffer replaces the
PfPP1 solution (Fig. 3A-D). The saturation curve obtained by plotting the maximum response reached
at equilibrium for each concentration of analyte fits a non-linear regression for a two-binding site
interaction (Fig. 3E). The biphasic nature of the interaction is visually clear from the Scatchard plot
that reveals two distinct slopes correlated to two distinct dissociation constants (Fig. 3E). Dissociation
constants derived from the non-linear regression of the saturation curve are a high affinity Kd of 47.9
nM and a low affinity Kd estimated to be 3.3 u M. Experiments repeated using motif 2-mutated Pfl2
show that the interaction with PfPP1 is in this case mediated by a single site, as shown by the single
slope in the Scatchard plot, while the affinity is strongly decrease with a dissociation constant
estimated in the u M range (Fig. 3F). Mutation of motif 1 has a more drastic effect on the interaction as
the amount captured on the motif 1-mutated Pfl2 chip upon PfPP1 injection was too low to calculate a
dissociation constant (Fig. 3G). Mutation of both motif 1 and motif 2 of PfI2 virtually abolished the
interaction as almost no PfPP1 can be captured on the chip of Pfl2 mutated for both motifs. This
shows that the highest Kd of 47.9 nM is to be attributed to interaction of PfPP1 with motif 1 of Pfl2.



These experiments conducted using various techniques concurred to show that although the
“RVxF” motif of PflI2 is a major site of interaction with PfPP1, “FxxR/KxR/K” motif is also important

for an efficient interaction.
3. Contribution of short motifs to the function of Pfl2

The contribution of motif 2 of PfI2 for the interaction with PfPP1 demonstrated as hereabove
detailed, its impact on the function of Pfl2 was the next question to address. Xenopus oocytes are
considered as a model and a major tool to study the phosphorylation/dephosphorylation process in
signaling pathways involved in cell cycle progression from G2 to M phase, known as Germinal
Vesicle Break-Down (GVBD). In our earlier studies, we have used this model where Xenopus PP1
(XePP1) exhibits >85% identity with PfPP1 to examine the function of regulators of P. falciparum.
We observed that the micro-injected Pfl2 was able to interact with XePP1 and to induce GVBD. When
K, TISWys deleted or mutated Pfl2 was injected, no GVBD was observed, demonstrating the
importance of the “RVxF” motif in Pfl2 regulatory activity [27]. In this work, we examined the ability
of the FgsKEKRK 9o motif to affect Pfl2 function. To this end, we compared the ability of wild type
Pfl2 to regulate XePP1 function to that of the PflI2 protein mutated only on motif 1, motif 2 or motifs 1
and 2 together. Micro-injections of the corresponding cRNAs were performed in oocytes and the
presence of each protein was checked by immunoblots using anti-HA mAb (Fig. 4A). Only Pfl2
mutated on both motifs 1 and 2 was unable to interact with XePP1l, as shown by co-
immunoprecipitation experiments (Fig. 4A, lane 6), while mutations in each motif alone did not
prevent the interaction to PP1 (Fig 4A, lanes 4 and 5). Under these experimental conditions, mutation
of either motif 1 or motif 2 did not allow evidencing a variation of binding of mutated Pfl2 to XePP1,
as already seen for the immunoprecipitation in the same conditions of PfPP1 (Fig. 2B). As to the effect
on the induction of GVBD, none of the mutated proteins were, unlike wild type Pfl2, able to trigger
the G2/M transition (Fig. 4B).

Next, we investigated the inhibitory capacity of Pfl2 towards PfPP1, and in particular the contribution
of motif 2 in this function as the involvement of the “RVxF” motif was previously reported [27]. The
capacity of motif 2-mutated Pfl2 to regulate PfPP1 activity was probed in a dephosphorylation assay
of the pNPP (para Nitro Phenyl Phosphate) substrate by the recombinant PfPP1 protein. Using a
concentration of recombinant PfPP1 within a range producing linear release of phosphate from the
PNPP substrate, the effect of wt Pfl2 or motif 2-mutated Pfl2 protein addition was evaluated. As
previously described, wt Pfl2 has the capacity to strongly decrease the phosphatase activity of PfPP1
(Fig. 5). Mutation of the FgsKEKRKjo motif of Pfl2 affected this capacity of inhibition as the
phosphatase activity of PfPP1 towards the pNPP substrate remained unaffected in presence of motif 2-
mutated Pfl2 protein (Fig. 5). These data showed that motif 2 is also essential for the regulatory

function of Pfl2 of PfPP1 phosphatase activity, as was previously demonstrated for motif 1 [27].



4. Effect of a peptide derived from the “FxxR/KxR/K” Pfl2 motif on PP1 phosphatase activity

Since the Fos KEKRK oo motif is clearly involved in PP1 binding and inhibition, we next tested
whether a “FxxR/KxR/K” derived peptide named P3 (Fig. 6A) would be able to bind to PP1 and
inhibit its function. The synthetic P3 peptide consists of two successive motifs 2 coupled at the N-
terminus to a penetrating peptide (VKKKKIKREIKI), corresponding to a non-toxic shuttle that helps
to deliver the peptide into the infected red blood cell [30] (Fig. 6A). P3 is able to bind to PfPP1 as
shown by ELISA based experiments (Fig. 6B) but, despite this binding, it has no PfPP1 inhibitory
activity by itself in an in vitro phosphatase assay using pNPP substrate (data not shown). Additionally,
injection of P3 into oocytes does not trigger GVBD (Fig. 6C). Consequently, the Xenopus model was
further used to investigate the ability of P3 to block Pfl2 function by pre-injecting peptides prior to
injection of the wild type PfI2 protein. This protocol completely abolished the Pfl2-dependent GVBD
(Fig. 6D), in contrast to pre-injection of the control peptide (P6 corresponding to the penetrating
peptide alone) that did not lead to any effect. Moreover, P3 pre-injection interfered with Pfl2-XePP1
interaction as revealed by immunoblot analysis carried out on co-immunoprecipitates with anti-His
mAb (Fig 6E, Lane 3) while pre-injection of the control peptide P6 did not interfere with the binding.
These data thus show that although P3 is able to interact with Pf/XePP1, it does not directly
inhibit/increase the phosphatase activity but it nevertheless prevents the binding of Pfl2 to PP1,

leading to an uncontrolled activity of PP1.

5. Effect of the peptide derived from the “FxxR/KXR/K” Pfl2 motif on the growth of erythrocytic P.

falciparum parasites

Our previous studies suggest that Pfl2 is essential to the completion of the P. falciparum
erythrocytic cell cycle [27]. The demonstration that the P3 peptide was able to interfere with Pfl2
activity (Fig. 6D) led us to investigate the capacity of P3 to inhibit P. falciparum growth in vitro.
FITC-labeled peptides were first used to confirm the uptake of the P3 peptide by blood stage parasites.
FITC-P3 was able to penetrate infected erythrocytes and to accumulate within the nucleus of
intracellular P. falciparum (Fig. 7A) while no peptides were observed in uninfected red blood cells,
likely due to the absence of parasites (Fig. 7A, panel 1). The P3 peptide interferes with P. falciparum
growth in a dose-dependent manner with an inhibition of about 45% at a concentration of 160 uM
(Fig. 7B). The significance of this growth inhibition was observed at 40 and 160u M of P3 (P<0.001)

when compared to P6 peptide control.



Discussion :

Plasmodium falciparum displays a complex life cycle involving several rounds of growth and
multiplication that are essential to increase the parasite population and its rate of transmission. The
pathogen displays many unusual features and the molecular systems underlying Plasmodium growth,
division and differentiation are not clearly understood. Consequently, the identification of the
molecular players involved in parasite development and the design of means to interfere with their
functions could lead to innovative therapeutic strategies [31]. Protein phosphatases, which are major
contributors to parasite growth and multiplication [1-7, 32-36], appear as targets of choice.

In previous work, we isolated a P. falciparum gene encoding a protein homologous to
inhibitor 2 (Pfl2) of protein phosphatase type 1 (PP1). We provided evidence that Pfl2, which is
expressed by the parasite and most likely essential to its development, is able to bind to PP1 and to
inhibit its activity. We further showed that the K, TISW,¢ and H;0, YNE;os motifs are critical for Pfl2
inhibitory activity. As the PfI2/PfPP1 interaction seems to be complex we decided to refine the earlier
analysis in order to propose a detailed model of P. falciparum 12/PP1 binding.

NMR spectroscopy allowed us to obtain a detailed view of the regions involved in Pfl2
interaction to PfPP1. The weak dispersion of the signals on the *H scale in the *H N HSQC, as well
as the values of the CA and CB chemical shifts indicate a globally disordered protein, as observed for
numerous PP1 regulators [37-41]. Assignment of the chemical shift resonances for all the residues in
the 3D experiments was, however, not feasible due to resonance broadening localized in specific
regions of the protein. No signal was indeed detected in the 2D *H *®N HSQC that corresponds to the
region 95 to 116. This region exactly matches a helical prediction by PsiPred [42]. The broadening
could thus be due to an unfavourable dynamical exchange of conformations in a region partially folded
into an o helix. This does not exclude the possibility that the broadening could additionally be due to
dynamic contact between two proteins in this region, forming a loose dimer, or to tertiary contacts that
were shown to involve the homologous C-terminus of human 12 [43, 44]. Despite the lack of signals to
probe this region, the intensities of resonances corresponding to amino acids located in adjacent
regions shows a clear trend indirectly indicating the immobilization of the invisible region by PfPP1
binding. In the C-terminal part, the intensity recovery from the point of attachment to the free C-
terminus of PfI2 is linear as we previously observed for regions flanking the immobilized nucleus of
aggregation of the disordered Tau protein inside fibers, as probed by NMR [45]. This linear trend is
lost upon Pfl2 motif 2 mutation (Fig. 1, compare C and E), indicating that it indeed indirectly probes

an interaction with PfPP1 that is abolished for the motif 2-mutated protein.

The immobilized region contains the motif “FxxR/KxR/K” found in other PP1 regulators [46]
and initially described in certain Bcl proteins [23]. In most 12 characterized so far, the C-terminus side
of the “FxxR/KxR/K” motif is followed by a HYNE sequence [43]. From structure studies of PP1/12
complex, it was suggested that HYNE may be directly responsible for the inhibition either by



preventing the access to the catalytic site and/or the displacement of Mn2+ ion present in this catalytic
site. Clarification of its functional role awaits further studies with 12 from other species
(Chlamydomonas reinhardtii, Leishmania major, Trypanosoma brucei) where HYNE is absent [47].
In P. falciparum, although our mutation studies showed the involvement of HYNE motif in the
function of Pfl2, the synthetic corresponding peptide did not exhibit any effect on the growth of the
parasite, unlike the “RVXF” corresponding peptide [27]. This may be due to the capacity of native Pfl2
to displace the HYNE corresponding peptide.

Further analysis of PfI2/PfPP1 NMR spectra in the Pfl2 region at the N-terminus side close to
the “FxxR/KXR/K” site showed that the trend of linear intensity recovery of resonances is not as clear,
as an additional region of contact with PfPP1 could be located between residues 70 and 80. This
region also matches a prediction of helical tendency by PsiPred, as well as from the experimental CA
chemical shifts, and assignment is only partial due to resonance broadening. The moderate decrease in
intensity, to about half of the maximum resonance intensity, points to a secondary binding site. The N-
terminal region containing K, TISWy (“RVXF”) motif is also included in a region showing a helical
tendency of Pfl2 free in solution. The biochemical and NMR data clearly indicate multiple points of
interaction with PfPP1, matching several regions of Pfl2 adopting a preferential helical conformation
that could fold into fully populated o-helices in a folding-upon-binding mechanism. The PP1 complex
structures suggest a role of these transient preformed structures observed in the unbound state for the
interaction with PP1 [43, 44]. NMR-based analysis of 12 indeed shows several partially formed o-
helices in its free form [38] that correspond to helices in the bound-state crystal and NMR structures of
the 12/PP1 complex, although a large part of the 12 protein still remains disordered even upon binding
to PP1 [43, 44]. The NMR structure of the 12/PP1 complex indeed shows that 75% of the bound 12

remains disordered, including a 71 amino-acid dynamic loop that connects two binding sites [43, 44].

The “RVxF” motif of Pfl2 is known to be a primary site of interaction and corresponds to the
high affinity Kd of 47.9 nM found by SPR, a similar value of 100 nM for PfI3 binding to PfPP1 being
found using the same methods, mediated by the PflI3 “RVXF” homologous motif [26]. Despite the high
affinity of the “RVxF” motif compared to the secondary site of interaction “FxxR/KXR/K”, this
second contact point seems to be important for both Pfl2 interaction and function as its alteration by
mutations strongly decreases the affinity for PfPP1, as characterized by a dissociation constant in the
i M range (estimated Kd of 4.8 pM). Interaction of the single motif 1 or motif 2 mutant of Pfl2 can
still be detected by co-immunoprecipitation from Xenopus oocytes with micro-injected PfPP1 or
endogenous XePP1. In this qualitative experiment, the stoechiometry of Pfl2 to PP1 is not controlled
and fails to detect the difference between the mutant that was picked up by more quantitative assays
such as the ELISA titration or the SPR. These results are in agreement with previous data showing that
the deletion of the “RVxF” motif or mutation of Wy into alanine in Pfl2 did not abolish the interaction

with PfPP1 in a yeast two-hybrid model [27]. This high affinity is, however, necessary to ensure the



inhibitory function of Pfl2 as removal of K;,TISW,s or FisKEKRK 4o alone prevented its function in
the Xenopus oocyte model, or its capacity to inhibit PfPP1 in vitro phosphatase activity.

Because of the importance of the phosphorylation/dephosphorylation processes in the tight
regulation of cellular signaling pathways, the pharmacological manipulation of protein
dephosphorylation is an attractive and innovative therapeutic strategy. To create selective inhibition, it
has been proposed to target the phosphatase regulators instead of the non-selective catalytic subunit.
Interestingly, a recent study described the proteostatic action and protection of stressed cells by the
selective inhibition of the human PP1 regulator GADD34 by guanabenz, a small molecule described
initially as anti-hypertensive agent [48]. By extension, interfering with PfPP1 holoenzymes may create
new means to develop antimalarial compounds. Proof-of-concept was provided that competing
peptides derived from “RVxF” domains could bind to the PfPP1 catalytic subunit and inhibit
downstream signaling pathways and in vitro experiments revealed their potent anti-parasitic activity
[27]. These encouraging results led us to explore the potential to use of a competitive peptide (P3) for
the secondary PP1 binding site of Pfl2, “FxxR/KXR/K”. The attraction of this strategy is that it could
prove more specific for Pfl2 given that “RVxF” motif is a well-known motif for PP1 binding and is
found in numerous interactors. As revealed by microscopy analysis, the FITC-P3 peptide was able to
accumulate within the parasite nucleus. Interestingly, no peptide was detected in non-infected
erythrocytes, suggesting specificity for infected cells that could be due to trapping by the interaction
with PfPP1 and/or alternatively an increased stability of the peptide involved in the interaction. The P3
peptide was shown to bind to PP1, and in Xenopus oocytes, to disrupt XePP1/Pfl2 complexes and to
inhibit Pfl2-dependant GVBD. Finally, P3 was able to inhibit P. falciparum growth although at a high
(160p M) concentration. We postulate that in P. falciparum, P3 is able to interact with PfPP1 and to
disrupt the phosphatase complexes leading to a mis-controlled PP1 activity and, finally, to the death of
the parasite. The affinity of the interfering peptide could be improved in future via the design of

peptido-mimetics, but the P3 peptide nevertheless provides an encouraging starting point.

Experimental procedures:

1- Preparation of parasites
P. falciparum 3D7 clone was grown according to Trager and Jensen [49] with slight modifications [26].
2- Molecular cloning of Pfl2 and PfPP1

Pfl2 cDNA with optimized codons for recombinant expression in Escherichia coli was synthesized as
described [27]. The coding regions of Pfl2 and PfPP1 were amplified by PCR with the primers Prl-
Pr2 and Pr7-Pr8 respectively (Table S1). PCR products were subcloned in a pCR2.1-TOPO vector
(Invitrogen) and checked by sequencing. For expression of the recombinant proteins, the pETDuet-1

expression system was used for PfPP1 and pQE30 (Qiagen) for Pfl2 (Novagen). The restriction sites



for sub-cloning are mentioned in Table S1. To obtain the mutated Pfl2 versions, PCR-based site-
directed mutagenesis was performed using Isis Proofreading DNA polymerase (Qbiogene) as
previously described [27], the pQE30-Pfl2 construction as templates, and the Pr3-Pr4 (“RVxF”-
mutated Pfl2;: Wg>A) or Pr5-Pr6 (“FxXR/KxXR/K”-mutated PflI2: Fos2A, Kgg2A, Ki2A) as

primers. Nucleotide replacements were verified by sequencing.
3- Recombinant protein expression in E. coli

Protein expression was carried out in the E. coli M15 strain for the recombinant pQE30 plasmids and
the BL21 strain for pETDuet-1. The expression and purification of 6His-Pfl2 proteins were carried out
as previously described [27]. Numbering of the protein amino acid residues does not take the His-Tag
into account and starts with the methionine 1 of Pfl2. For isotope labeling, the Pfl2 protein was
produced in a M9 minimal medium containing 4 g/L glucose or 2 g/L [**Cs]-glucose for expression of
B3C-labeled proteins, 1 g/L **N-ammonium chloride, 1 mM MgSO,, MEM vitamin cocktail (Sigma)
and ampicillin (100 mg/L). Proteins were purified in denaturating conditions or not without any effect
on the resulting 2D *H->N HSQC spectra.

4- NMR spectroscopy

For NMR interaction experiments, the >N 6His-Pfl2 was dissolved at 50 uM in a buffer containing
100 mM NaPi pH6.7, 100 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 10 mM DTT and 5% D,0. H spectra were
calibrated with 1 mM sodium 3-trimethylsilyl-3,3',2,2'-d4-propionate (TSP) as a reference. Spectra
were recorded at 298K on a Bruker DMX600 spectrometer equipped with a triple resonance
cryogenic probehead (Bruker, Karlsruhe, Germany). ‘H-">N HSQC spectra were acquired on **N-
labeled PflI2 or AgsKEARA oo mutated Pfl2 proteins with 64 scans per increment, with 2048 and 256
points in the proton and nitrogen dimension, respectively. For the interaction experiments with PfPP1,

104 scans per increment were used to compensate the dilution due to the addition of PfPP1 in the same
buffer at a 1:1 molar ratio. Three-dimensional HNCACB, HNCA, HNCACO and HNCO
experiments were recorded at 0.2-0.3 mM for *° N/*3C-labeled Pf12 proteins. Data processing was
done using Topspin 2.1 program (Bruker). Peak picking and intensity measurements were
performed using Sparky (T. D. Goddard and D. G. Kneller, SPARKY 3, University of California,

San Francisco). Assignment was performed using MARS program for the automatic assignment of
backbone atoms [50].

5- Surface Plasmon Resonance measurement analysis

The SPR binding studies were performed on a BIACORE 2000 instrument. The Pfl2 protein and
mutated variants were captured on a CM5 sensor chip. The first flow channel of the sensor chip did
not contain any immobilized ligand and served as a reference surface. The PfPP1 protein was diluted

in HBS-P buffer (Biacore running course buffer) and injected over Pfl2 at a 10 p L/min flow rate for



15 min in order to achieve steady state responses (R.y). Association was followed by a 5 min
dissociation step. The surfaces were regenerated between binding cycles by one injection of 10 mM
NaOH for 1 min. Saturation curves were obtained over a broad concentration of PfPP1 ranging from
25 nM to 3000 nM. Values were obtained as the average of three replicates on two distinct CM5

sensor chips.
6- Experiments in Xenopus laevis oocytes

cRNA encoding wild-type or mutated Pfl2 were produced using the T7 mMessage mMachine Kit
(Ambion), cRNAs were transcribed from T7 promoter-containing pGADT7 plasmids (1 pg)
previously linearized by BamHI restriction enzyme. cRNAs were precipitated by 2.5 M LiCl, washed
in 70% ethanol, resuspended in 20 p L diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water, and quantified by
UV absorption at 260nm. cRNAs were analyzed in a denaturing agarose gel to control size of the
transcripts. cRNA preparations were micro-injected as previously described. Each Xenopus oocyte
(stage VI) was micro-injected with 60 nl of cRNA (1 mg/mL) in the equatorial region and incubated at
19°C in ND96 medium (96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, 5 mM HEPES pH

7.4 supplemented with 50 pg/mL streptomycin/penicillin, 225 pg/mL sodium pyruvate, 30 ug/mL
trypsin inhibitor) for 15 h. Preparation of Xenopus oocytes and protein/peptide microinjection
experiments were performed as previously described [51]. Regarding the pre-injection experiments,

100 ng of peptides were pre-injected in the oocytes 1 hour before 100 ng of 6His-Pfl2wt in PBS
(Phosphate Buffer Saline). Germinal Vesicle BreakDown (GVBD) was detected by the appearance of

a white spot at the apex of the animal pole.
7- ELISA Assays

Binding of recombinant Pfl2, mutated Pfl2 proteins, or derived peptides (purchased from Genscript,
USA) with a purity > 98%, were assessed by an ELISA based assay. In ELISA-based assays described
previously [27], each well was coated with 100 pL of 50 pug/mL of Pfl2-derived peptide (P3,
VKKKKIKREIKIFKEKRKFKEKRK), control peptide (P6, VKKKKIKREIKI) or 5 pg/mL of wt PfI2
or different mutated Pfl2 proteins in PBS overnight at 4°C. BSA was used as control. Following
washing with PBS-Tween20 0.1%, the plates were blocked with PBS containing 0.5% gelatine for 1
hour at room temperature. Coated-plates were then incubated with various concentrations of PfPP1
biotinylated with biotin-NHS according to the manufacturer’s instructions (Calbiochem). Binding
assays of biotin-PfPP1 with the peptides or proteins were performed as previously described [26]. The
statistical significance was calculated with the Mann-Whitney U test for nonparametric data. P values

< 0.05 are considered significant.



8- Immunoprecipitation and Western blot analyses

Immunoprecipitation of HA-Tagged proteins expressed in oocytes from cRNA were performed
according to the procedure described previously [51]. 18 h after cRNA injection, oocytes were lysed
(in 50 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NaCl, 0.05% SDS, 0.5% Triton X100, 5 mM MgCl,, 1 mg/ml
BSA, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml soybean trypsin inhibitor, 10 pg/ml
benzamidine, 1 mM sodium vanadate) and centrifuged at 4°C for 15 min at 10,000 g. Supernatants
were incubated with anti-HA (1/500, Invitrogen) or anti-His (1/500, Qiagen) antibodies for 4 h at 4°C.
Protein A-Sepharose beads (5 mg, Amersham Biosciences) were added for 1 h at 4°C. Beads were
collected by centrifugation, rinsed three times, resuspended in Laemmli sample buffer, and subjected
to a 10% SDS-PAGE. Immune complexes attached to the beads were analyzed by Western blotting
using anti-XePP1 (Santa Cruz Biotechnology, 1/15000), anti-HA (1/8000) or anti-His (1/10000)

antibodies and the advanced ECL detection system (Amersham Biosciences).

9- Effect of Pfl2 on PfPP1 activity

The activity of PfPP1 with p-nitro-phenylphosphate (pNPP) as substrate was assayed as previously
described [10]. Various amounts of Pfl2 were added to PfPP1 and preincubated for 30 min at 37°C
before testing the PfPP1 phosphatase activity. Results are presented as mean of increase or decrease of
phosphatase activity, for three repetitions, in comparison to PfPP1 incubated in the reaction buffer

alone (100% activity).

10- Growth inhibition assay of P. falciparum

Assays were carried out in 96-well plates with a starting parasitemia of 0.5% at a haematocrit of 1%
using SYBR Green | [52]. The peptides were added to the culture at various concentrations ranging
from 2.5 uM to 160 u M (final concentrations) in a volume of 250 p 1 of RPMI-AlbuMAX (0.5%) and
incubated for further 72 hours to allow completion of at least one cycle of all stages. Cultures SYBR
Green | staining, fixation and parasite growth was assessed as previously described [27]. Results
presented are percentages of inhibition of parasite growth compared to control wells without peptide.

The statistical significance was calculated with the Mann-Whitney U test for nonparametric data.
11- Analysis of peptide uptake by P. falciparum infected red blood cells.

The uptake of FITC-labeled P3 peptide by 3D7 P. falciparum infected erythrocytes (10 %
parasitaemia) was carried out added at a final concentration of 80 p M [27]. The DNA was stained
using DAPI (Sigma-Aldrich). FITC-labeled P3 peptide penetration was analysed by fluorescence
microscopy (Zeiss, LSM710).
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Table S1. List of primers used throughout this study.
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Fig. 1. Mapping of the Pfl2 interaction sites with PfPP1 based on resonance line broadening in
2D NMR spectra. A and B Overlayed annotated *H, *®N HSQC of °*N-Pfl2, free in solution (gray) or
bound to PfPP1 (superimposed in red). The spectrum B corresponds to an enlargement of the
highlighted zone in the full HSQC spectrum A. The resonance of the W16 side chain is enclosed in
spectrum A. C and E. Graphic representation of the relative intensity ratio 1/10 of corresponding
resonances in [*H,">N] HSQC spectra of PfI2 (C) or AisKEARA 4 mutated PfI2 (E) in the presence of
an equimolar amount of PfPP1(l) versus free in solution (10). Resonances between amino acid residues
95 and 115 are not detected (red bar). Helical prediction of secondary structure elements using PsiPred
program are represented below the graph as cylinders. Pfl2 motifs 1 and 2 involved in interaction with
PfPP1 are localized. D and F. Details of overlaid 2D [*H, *N] HSQC spectra of 50 p M *N-Pfl2 (D)
or AgKEARA;oo mutated Pfl2 (F) free in solution (gray) or with 1 molar amount of PfPP1
(superimposed in red). G. Secondary Structure Propensity of Pfl2 in solution. Secondary Structure
Propensity (SSP, [29]) along the Pfl2 sequence calculated based on the available CA and CB chemical
shifts (BMRB accession number 25108). SSP scores correspond to a calculated percentage of
occupancy, the 0.1 threshold, here represented as a red line, being empirically proposed for
significance. Regions with positive values are associated with a preferential a-helical conformation,

here presented as cylinders. The data  were averaged on 5 residues.
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Fig. 2. Interaction studies of Pfl2 with PfPP1. A. Amino acid sequence of P. falciparum inhibitor 2
Pfl2. The residues corresponding to the immobilized regions due to PfPP1 binding are highlighted in
gray. The residues corresponding to the “RVXF” and “FxxR/KxR/K” motifs, respectively called motif
1 and 2, are underlined B. Interaction of HA-PfI2 with 6His-PfPP1 in the oocyte model. Oocytes were
co-injected with 6His-PfPP1 and cRNA sequences encoding the HA epitope fused at its C-terminus
with wild type (wt) Pfl2 (lane 3), K, TISA;s mutated Pfl2 (lane 4), AisKEARA o, mutated PflI2 (lane
5), or Ky TISA16/AgsKEARA oo mutated PfI2 (lane 6). As control oocytes were microinjected with
vehicle (lane 2). Immunodetection using specific anti-His (upper panel) and anti-HA (lower panel)
antibodies were performed after prior immunoprecipitation with anti-His (lanes 2-6) or anti-rabbit
(control, lane 1) antibodies on oocyte extracts. C. Evaluation of the binding capacity of PfPP1 to Pfl2
using an ELISA based assay. Increased quantities of biotinylated PfPP1 were added to wells coated
with recombinant Pfl2 or Pfl2 mutated proteins (0.5u g/well). Results are represented as mean and
Standard Error of the Mean as error bars from three independent experiments. ***p< 0.001 when
compared either to BSA or mutated Pfl2. No statistical differences were found between mutated Pfl2

proteins.
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Fig. 3: Surface plasmon resonance measurements of PfI2/PfPP1 interaction. A-D. Sensorgrams of
a representative PfPP1 titration (from 25 nM to 3000 nM concentration) of wt Pfl2 (A), K, TISAg
mutated Pfl2 (B), AgiKEARA; mutated Pfl2 (C) and Pfl2 mutated on both motifs



(Ko TISA5/AgsKEARA 1y ) (D) immobilized on sensorchip. E and F. Plot of the maximum response
Req in R.U. (Response Units) reached at equilibrium for each concentration of injected PfPP1 on a wt
PfI2 (E) or AgsKEARA o, mutated PfI2 (F) functionalized chips. Results are represented as mean and
standard deviations as error bars (n=3). The insert represents Scatchard plot, Reg/PfPP1 Conc.
(R.U./nM) versus Req (R.U.). G. Histogram showing the fraction of protein from the injected solution
retained on the chip, defined as the ratio of Req compared to the R.U. maximum (Rmax) loaded on the
chip, Rmax being in a similar range of 500-600 R.U. on the Pfl2 (lane 1), K, TISA;s mutated Pfl2
(lane 2) and Ky, TISA16/Ags KEARA 50 mutated PfI2 (lane 3) chips.
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Fig. 4. Interaction and functional evaluation of Pfl2 in Xenopus oocytes. A. Interaction of XePP1
with HA-tagged Pfl2 in the oocyte model. Immunodetection analyses using specific anti-XePP1
antibodies (WB anti-XePP1) and anti-HA antibodies (WB anti-HA) were performed after prior
immunoprecipitation from extracts, using anti-HA antibodies (lanes 2-6) or anti-rabbit antibodies as
control (lane 1), of micro-injected wild type (wt) or mutated Pfl2 proteins. Results show that XePP1 is
co-immunoprecipitated with wild type Pfl2 (lane 3), K, TISA;s mutated Pfl2 (lane 4) or AgsKEARA; o
mutated Pfl2 (lane 5), but not with PfI2 mutated on both motifs (K, TISA16/AgsKEARA o ) (lane 6).
As control oocytes were microinjected with vehicles (lanes 1 and 2). B. Induction of G2/M transition
in Xenopus oocytes by wild type and mutated Pfl2 proteins. Sets of 20 oocytes were microinjected
with cRNA encoding wild type (wt), or mutated Pfl2. Percentages of oocytes exhibiting germinal
vesicle breakdown (GVBD) 18 hours after microinjection of cRNA are indicated. Each experiment
was repeated at least three times. Results show that wt Pfl2 is, unlike mutated Pfl2, able to induce
GVBD.
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Fig. 5. Contribution of FxxR/KXR/K motif to the inhibitory function of PflI2 on PfPP1 activity.
Recombinant PfPP1 was pre-incubated for 30 min at 37°C with various concentrations of wt Pfl2
(black column) or Pfl2 mutated protein (gray column) before the addition of pNPP. Dashed line
corresponds to 100% PfPP1 activity (reaction buffer in the presence of pNPP). Results presented as %
of relative increase or decrease are means of three independent experiments performed in duplicate

with Standard Error of the Mean as error bars.
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Fig. 6. Effect of peptide derived from the “FxxR/KxR/K” Pfl2 motif on PP1 phosphatase

activity. A. Schematic representation of Pfl2, and sequence of peptide corresponding to the



“FxxR/KXR/K” motif (P3) and to penetrating peptide (P6). B. Interaction of P3 and P6 peptides in
vitro with recombinant PfPP1 using an ELISA-based assay. Increased amounts of biotinylated PfPP1
were added into wells coated with peptides or recombinant Pfl2 protein. Results are presented as mean

+ SEM from three distinct experiments performed in duplicate. C. Peptides induction of G2/M
transition in Xenopus oocytes. GVBD appearance was monitored 18 hours after injection of 100 ng of
Pfl2, P3 or P6. Each experiment was carried out using a set of 20 oocytes and was repeated at least
three times. Values are presented as percentages. D. Percentage of GVBD of Pfl2-injected Xenopus
oocytes in the presence or absence of P3 or P6 peptides. Peptides were micro-injected 2 hours before
Pfl2. E. Disruption of Pfl2/XePP1 interaction after P3 and P6 peptide injections. Extracts from
oocytes micro-injected with Pfl2 alone (lane 2) or following preinjection with P3 (lane 3) or P6 (lane

4) were immunoprecipitated with anti-His antibodies. Immunodetection analysis with anti-XePP1
antibodies was performed on the immunoprecipitated fraction with anti-His antibodies. XePP1l is
detected only in the immuno-complex obtained from the extracts corresponding to sole Pfl2 injection

(lane 2) and PfI2 injection with prior P6 injection (lane 4).

% inhibition

Phase DAPI GFP Merge

Fig. 7. Effect of peptide derived from the “FxxR/KXR/K” Pfl2 motif on the growth of
erythrocytic P. falciparum parasites. A. Selective penetration of FITC-labeled P3 peptides in 3D7 P.
falciparum. (1), Note the absence of FITC-P3 in uninfected red blood cells. (2) and (3), higher magnification
view of selective penetration of FITC-P3 into infected red blood cells. Note that FITC- P3 is present in
the nucleocytoplasmic compartment, no accumulation is observed in food vacuole. B. Inhibition of 3D7
P. falciparum growth by a peptide corresponding to the FosKEKRK;o Pfl2 motif (P3). Parasites were
incubated with different concentrations of peptide for 72 hours. P6 (corresponding to the penetrating
peptide alone) was used as a negative control. Results presented as % of parasite growth inhibition are

means + SEM of four independent experiments performed in duplicate. *, p<0.001.






Résultats

Il. Le role du facteur elF23 dans le réseau de régulation de PP1

chez Plasmodium falciparum
A. Analyse in silico de PfelF28

1. Annotation de la séquence de PfelF2f3

Des analyses de bioinformatique comparative ont permis l'identification, dans le
protéome de P. falciparum, de différents partenaires de la protéine phosphatase 1 (PP1). En
réalisant un alignement de la séquence d’elF2B humain dans la banque de données de
PlasmoDB, le facteur d’initiation de type 2 sous-unité B a été identifié, au niveau du

chromosome 10, chez le parasite : PfelF23 (PF3D7_1010600).

La séquence codante de PfelF2B a été amplifiée par PCR a partir de I’ADNc de P.
falciparum dans le but de confirmer les informations présentes dans la banque de données.
Apreés analyse, la séquence est composée de 669 nucléotides soit 222 acides aminés (Figure
13) confirmant ainsi les prédictions de la base de données PlasmoDB. De plus, grace a
plusieurs PCR, la présence d’'un seul cadre de lecture et d’'un unique codon stop a été

vérifiée.

AT GGA R CGA TR A L T TR G AT GO T A TCAGC T T T TG T TCAT T TAGRATAR R A TR CTARATCATGRATTCGRAALCAGTTATT

N F K D | c T | M N R N E E H v F H F ¥ L A E L G T

H Q4 H C W A C G A K R 5 WV T T | K 5 G F H A L G R G

LLCGRRAGRALGGCCRAGCATRACTRRATTAL

E R R K A K H T N
Figure 13: Séquence codante de PfelF2p et la séquence protéique correspondante.
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Résultats

Apreés avoir réalisé I'alignement des séquences protéiques d’elF2B de P. falciparum et
de I'Homme, plusieurs différences ont été observées. La séquence de PfelF2p est composée
de 222 acides aminés, elle est 30% plus courte que son homologue humain avec 335 acides
aminés. Cependant, une identité de séquence de I'ordre de 47% est observée au niveau de
la partie C-terminale. Dans cette partie, le domaine de la superfamille elF2/elF5 est présent
(Figure 14, souligné en vert). Trois blocs lysines, qui jouent un réle dans la liaison a I’ARN,
sont identifiés sur la séquence d’elF2B de I'Homme alors qu’un seul est présent chez P.
falciparum (Figure 14, souligné en orange). Les motifs potentiels d’interaction a PP1, RVxF et
FxxR/KxR/K sont conservés chez le parasite mais une différence existe (Figure 14,
encadrement rouge et vert respectivement). Le motif KVAW, correspondant au motif
dégénéré RVxF, se situe dans la partie C-terminale alors qu’il se trouve dans la partie N-
terminale chez son homologue humain. Le motif C,-C,, situé dans la partie C-terminale,
correspondant au motif doigt de zinc, est conservé chez les deux espéces (Figure 14,
encadrement bleu). Il serait impliqué dans |’étape de reconnaissance du codon AUG
(méthionine) de la traduction. Chez 'Homme, il existe deux sites de fixation a la GTP (DEEG
et NKKD) contre un seul pour le parasite (DGIG) (souligné en bleu, Figure 14). De plus, une
autre différence est observable chez le parasite, 3 sites de phosphorylation sont identifiés
alors que quatre sont présents chez I’homme (la thréonine 90 et les sérines 23 et 205 chez le
parasite, et les sérines 2, 13, 67 et 218 chez ’'hnomme Figure 14, écrit en rouge).

PfeIF2B ———————————=——mm——m e MR- VEPRGSAF 12
HseIF2Bp MSGDEMIFDPTMSKKKKKKKKPFMLDEEGDTQTEETQPSETKEVEPEPTI@BYDT EADEEDTRKKIBASDDT, 70

PfeIF2p --—-DRIVNDDSROLEFGE - - ——--——-———————————————————— | KKKKKK it KK@VV 42
HseIF2p DNFFNORKKKKKTIKI|PYI DEAEEGVKDLK IESDVOEPTEPEDDLDIMLGNAENAN VK FPDEDIIL 140
PfeIF2p BNVBIEIIIDG--—--—-—-——- WexVEERG-AVHPMNABIHRT ODLINKHN INLC TS - -KRY TIREIINAY 97
HseIF2p [MyDIALEDEDNKKDDGISFSNQINEPANAGSERDMTIUNMINIRV FNIMREKNPRMVAGEKRINEVMESIIONRY 210
PfeIr2p RAWESHEVAWT NI T T MNENEERV F HgviBNoIRen - €N~ € IRV ek v G P ol Ll NGl TRaEN 167
HseIF2p RWUETRONTSEVING TN LLHIRO PKIEILL AR INNAREHNSEFHDIEN NOIRY TECER FOOINOINAN VIBNRNSRKIN4WY 2 8 0
PfeIF2p Y T TIRNSE AL - ERGERRKINNHTN 222

CIC SIZNINTMEIeS S EEGAK
HseIF2p [@HT® @F T®HSRCEWASIBNTEROMYV TEKRAQOLRENNAN- 333

Figure 14 : Alignement des séquences protéiques d’elF2f de P. falciparum et de 'Homme. Les traits colorés
en orange, bleu et vert représentent respectivement les blocs lysines, les motifs de fixation au GTP et le
domaine de la superfamille elF2/elF5. Les carrés vert, rouge et bleu désignent le motif de fixation FxxR/KxR/K,
le motif d’interaction RVxF et le motif C,-C, (doigt de zinc) respectivement. Les acides aminés écrits en rouge
montrent les sites de phosphorylation identifiés/caractérisés.

2. Etude phylogénétique

Au vu des différences présentes sur la séquence protéique, un arbre phylogénétique
d’elF2B a été réalisé en se basant sur 67 espéces différentes. En prenant en compte tous les
taxons, elF23 semble former un groupe mono-phylogénétique sauf pour les mammiféres, les
poissons et les amphibiens (Figure 15A). Cependant, les caractéristiques moléculaires,
incluant les domaines conservés tels que les motifs d’interaction ou de fixation au GTP,
montrent que les différents facteurs des vertébrés sont semblables (Figure 15B). Il est aussi
intéressant de noter que les champignons, les insectes, les poissons, les amphibiens et les
mammiféres ont une extension au niveau N-terminal d’elF2B. De plus, le motif FxxR/KxR/K
et un domaine de fixation au GTP supplémentaire ont été identifiés au niveau de cette partie

104



sauf pour les champignons. Ces différences
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organismes au cours de I'évolution (Figure 15B).
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Figure 15 : Etude phylogénétique de la séquence protéique du facteur elF2p. A : Représentation de I'arbre
phylogénétique d’elF2pB, basé sur la séquence d’acides aminés de 67 especes différentes, avec un maximum de
probabilité. Les points bleus et rouge représentent les branches internes avec une valeur supérieure a 50 et
80% respectivement. La protéine elF2B de P. falciparum est identifiée par une fleche. Les numéros d’accession
sont regroupés dans le tableau 10 de la section Matériel et Méthodes. B : Représentation simplifiée de la

séquence protéique d’elF2 pour chaque groupe présent dans |'arbre.

3. Etude des structures secondaire et tertiaire

D’aprés différentes analyses structurales, PfelF2B, protéine de 25.3kDa, est tres
structurée et composée de 6 hélices a et 8 feuillets B (9 hélices a et 7 feuillets B chez
I'Homme). De plus, il est important de souligner que les motifs KVAW et FGEKKK se situent
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dans un feuillet B et une hélice a respectivement (Figure 16), ce qui n’est pas habituel
puisqu’en général, le motif d’interaction RVxF se situe dans une partie non structurée de la
protéine.

| |
1 I————0———0—--04-0)—4-4—0 333 HselF2p

1—— O —00— D000 ———+ 222 PfelF2B
t 1

Figure 16 : Schématisation de la structure secondaire d’elF2 de 'Homme et de P. falciparum. Les cylindres
roses et les fleches jaunes correspondent respectivement aux hélices a et feuillets B (réalisé a partir des
données issus du site Psipred). Les fleches verte et rouge représentent respectivement le motif FxxR/KxR/K et
le motif RVxF.

Afin d’étudier la structure tertiaire de la protéine elF2B de P. falciparum, une
prédiction du modele a été réalisée en se basant sur le facteur alF2p3 de Pyrococcus furiosus
(Figure 17A). L'obtention du modele prédit de PfelF2p (Figure 17B) montre une conservation
spatiale du domaine « helix-turn-helix » (HTH, représenté en vert foncé, Figure 17), qui fait
partie des domaines de liaison a I’ADN. Le domaine HTH semble jouer un réle dans
I'interaction avec elF2y (Sokabe et al. 2006). De plus, la superposition des modéles met en
évidence une conservation de la partie centrale de la protéine IF2p entre les deux espéces
(Figure 17C).
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A alF2B de Pyrococcus furiosus B elF2B de Plasmodium falciparum

C W P falciparum cIF2
B P furiosus alF2p

Figure 17 : Modélisation de la structure tertiaire de PfelF2p. Structure tertiaire d’elF23 de Pyrococcus furiosus
(A) et de P. falciparum (modéle prédit, B), représentée a 180°.) (RMSD = 2.3A). Les parties N-terminale et C-
terminale sont colorées respectivement en bleu et rouge. Le domaine helix-turn-helix (HTH) et le domaine de
fixation au zinc sont représentés en vert et orange respectivement. L'ion zinc est désigné par une sphére grise.
Superposition des deux modeles (C)

B. PfelF2p et ses partenaires de la traduction

Nous avons recherché dans la banque de données PlasmoDB si les partenaires de
PfelF2B étaient identifiés chez P. falciparum dans le but d’étudier leur interaction. Les sous-
unités a et y du complexe elF2 ainsi que le facteur elF5 sont identifiés chez le parasite. Nous
avons amplifié les différentes séquences codantes par PCR sur I’ADN de P. falciparum. Apres
séquencage, la production des protéines recombinantes a été entreprise. L'obtention de
protéines fonctionnelles de PfelF5 et PfelF2a a échoué alors que nous avons réussi a
produire la protéine PfelF2y. Cependant, nous n’avons pas encore réussi a montrer
I'interaction de cette protéine avec PfelF2p.

Au vu des homologies entre les séquences d’elF5 dans différentes espéces (entre 25
et 35%, et plus particulierement au niveau de la partie N-terminale), nous avons utilisé la
protéine elF5 de levure et de 'Homme pour vérifier leur capacité d’interaction avec PfelF2f3
(collaboration avec le Dr. Pavitt, Angleterre).

Un GST pull-down a été réalisé avec la protéine recombinante PfelF2B, les protéines
elF5 de 'Homme et de la levure. La révélation des protéines, avec le sérum anti-PfelF2p,
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montre une bande a 25kDa lorsque la protéine PfelF2[ est incubée avec la protéine elF5-GST
de la levure et de 'Homme (pistes 3 et 4, Figure 18) alors qu’une bande d’intensité plus
faible est détectable lorsqu’elle est mise en contact avec la protéine elF5 mutée au niveau
du tryptophane 391 de la levure (piste 5, Figure 18). Les résultats obtenus montrent ainsi
une interaction entre PfelF2B et le facteur elF5. De plus, nous pouvons supposer un réle du
tryptophane 391 dans cette interaction, étant donné que sa mutation entraine une
diminution de celle-ci. En effet, dans la littérature, il a été montré que la partie C-terminale
du facteur elF5 est composée de régions riches en acides aminés acides et hydrophobes
impliqués dans l'interaction avec la partie N-terminale du facteur elF2B (Asano et al. 1999;
Das and Maitra 2000).

kDa 1 2 3435

25, a™ """'" : WB anti-PfelF28
-
.
50 @ Coloration
37 = InstantBlue
25 &
PfelF2B-6his + + + o+ o+
GST -
yelF5-GST - -+ -
helF5-GST - . -4 -
yelF5(W391T)-GST - - - - 4

Figure 18 : Analyse de l'interaction entre PfelF2 et elF5 par la technique du pull-down. En haut de la figure
est représenté le Western-blot anti-PfelF2p et en bas de la figure est représenté le gel d’acrylamide coloré avec
une solution Instant Blue afin de définir la présence des protéines tagguées GST. La protéine PfelF2p est
incubée avec la protéine GST seule (piste2), la protéine elF5-GST de la levure (piste 3), la protéine elF5-GST de
I'Homme (piste 4) ou la protéine elF5-GST mutée W391F de la levure (piste 5). La protéine PfelF2p sert de
témoin positif (input 20%, piste 1).

La protéine recombinante PfelF2pB interagit donc avec elF5 et la conformation de la
protéine semble fonctionnelle.

C. Etude de l'interaction entre PfelF2B et PfPP1

1. Interaction avec PfPP1

La présence des motifs d’interaction RVxF et FxxR/KxR/K dans la séquence protéique
de PfelF2pB, nous a amenés a examiner si PfelF2p était capable d’interagir avec PfPP1.

Afin d’étudier cette interaction, trois approches ont été utilisées: la premiere
consiste en l'utilisation du modele d’ovocytes de Xénope, la deuxieme est le test ELISA, afin
de vérifier si l'interaction est directe et finalement la technique du GST pull-down pour
confirmer les résultats obtenus.
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L'interaction in vivo entre PfelF2B et PfPP1 est étudiée, en utilisant le modele
d’ovocyte de Xénope. Dans les ovocytes, la protéine PfPP1-6His (Figure 19, pistes 2 et 4) et
’ARNm de PfelF2B3-HA (Figure 19, pistes 3 et 4) sont micro-injectés. Les lysats d’ovocytes
sont récupérés et une Co-Immunoprécipitation (Co-IP) est réalisée grace a |'épitope Histidine
de PfPP1 (en bas, Figure 19), ou a I'épitope HA de PfelF2B (en haut, Figure 19). Apreés la
révélation des Western-blot, les analyses montrent que lorsque la protéine PfelF2p est
immunoprécipitée, une bande a 35kDa est visible avec I'anticorps anti-histidine, ce qui
correspond a la taille de PfPP1. De plus, lorsque la protéine PfPP1 est immunoprécipitée,
une bande est observable a 25kDa avec I'anticorps anti-HA, correspondant a la taille de
PfelF2pB. Les résultats mettent en évidence une interaction entre les protéines elF2p et PP1
de P. falciparum (Figure 19, piste 4) mais cela ne permet pas de déterminer si celle-ci est
directe ou non.

IB anti-HA -25kDa
IP anti-HA
IB anti-His wese | -35kDa
IB anti-His p— wse | -35kDa
IP anti-His
IB anti-HA “w= | -25kDa
PfPP1 -+ - 4
PfelF2p - - + +

Figure 19 : Interaction entre elF2p et PP1 de P. falciparum dans les ovocytes de Xénope. La protéine
recombinante PfPP1 (tag histidine, 35kDa) (pistes 2 et 4) et ’ARNm de PfelF2[3 (tag HA, 25kDa) (pistes 3 et 4)
sont micro-injectés dans les ovocytes de Xénope. La piste 1 sert de controle négatif. Apres récupération des
lysats, des immunoprécipitations (IP) sont réalisées avec un épitope anti-HA (en haut) ou un épitope anti-His

(en bas). Une séparation par SDS-PAGE suivie d’un transfert sur membrane de nitrocellulose ont lieu. Les
membranes sont ensuite incubées avec un anticorps anti-HA ou un anticorps anti-Histidine (IB : Immuno blot).

Afin de déterminer si I'interaction entre PfelF23 et la phosphatase est directe, nous
avons effectué un test de type ELISA. Nous avons pu observer que la protéine PfelF2f3
interagissait avec la protéine PfPP1 biotinylée et que lintensité du signal augmente avec
I'ajout croissant de la phosphatase (Figure 20A).

Ensuite, un GST pull-down a été réalisé. La protéine PfelF2B-6his est incubée avec la
protéine PfPP1-GST ou la GST seule fixée sur billes de glutathion. Un SDS-PAGE et un
Western-blot sont ensuite réalisés. La révélation du Western-blot anti-histidine révele la
présence d’une bande aux alentours de 25kDa en présence de PfPP1-GST (Figure 20B, piste
4) alors qu’aucune bande n’est observable avec la protéine GST seule ou avec les billes de
glutathion (pistes 2 et 3, Figure 20B). Nous pouvons donc confirmer une interaction entre les
protéines recombinantes elF2B et PP1 de P. falciparum.
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Figure 20: Interaction in vitro entre PfelF2[3 et PfPP1. A : Test de type ELISA, la protéine recombinante PfelF2f3
et la BSA (témoin négatif) sont coatées a 1ug/puits, la protéine recombinante PfPP1 biotinylée est ajoutée par
dose croissante. B : GST pull-down, les protéines GST (piste 3) ou PP1-GST (pistes 1 et 4) fixées aux billes de
glutathion sont incubées avec la protéine recombinante PfelF2 (2ug, pistes 2 a 4). La protéine PfelF2[ seule
sert de témoin positif pour le Western-blot avec I'anticorps anti-histidine (piste 5). La protéine recombinante
PfelF2B est également incubée avec des billes de glutathion pour écarter une fixation non spécifique (piste 2).
Chaque expérience a été réalisée deux fois.

Nous pouvons donc conclure que la protéine PfelF2B interagit de facon directe avec
la protéine PfPP1.

2. Expression d’elF2B par Plasmodium falciparum et interaction
avec PP1

Dans le but de vérifier I'expression de la protéine elF2B par le parasite, un sérum
dirigé contre la protéine recombinante PfelF2B-6His a été élaboré (appelé dans la suite des
résultats sérum anti-PfelF2). Il a ensuite été testé sur un culot de parasites P. falciparum
(Figure 21, pistes 1 et 2), et la protéine recombinante PfelF2pB a servi de témoin positif
(Figure 21, pistes 5 et 6). Un Western-blot a été réalisé et I'analyse des résultats montre une
bande aux alentours de 25kDa, détectée dans le culot de parasites ainsi que la protéine
recombinante PfelF2B lors de l'utilisation du sérum anti-PfelF2 (Figure 21, pistes 2 et 5
respectivement) alors qu’aucune bande n’est visible lors de I'emploi du sérum de souris
saine. La révélation avec I'anticorps anti-histidine (Figure 21, piste 6) permet de reconnaitre
la protéine recombinante PfelF2[ et sert de témoin de taille. Nous pouvons donc dire que le
sérum anti-PfelF2B reconnait les protéines native et recombinante de PfelF2p.
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Figure 21 : Analyse en Western-blot du sérum dirigé contre PfelF2f. Un culot de parasites P. falciparum
(pistes 1 et 2), un extrait total de protéines solubles de P. falciparum (pistes 3 et 4, 20ug/puits) et la protéine
recombinante PfelF2B (pistes 5 et 6, 1ug/puits) ont été déposés sur un gel d’acrylamide 15% puis transférés sur
membrane de nitrocellulose. La membrane a été mise en contact avec le sérum de souris saine (pistes 1 et 3),
le sérum dirigé contre PfelF2p (pistes 2, 4 et 5) et avec un anticorps anti-histidine (piste 6), qui sert de témoin.

Ne disposant pas d’antisérum dirigé contre PfPP1 pour réaliser des expériences de
Co-IP/IB (IB: immuno-blot), nous avons voulu savoir si la protéine native elF2B de P.
falciparum pouvait interagir avec la protéine recombinante PfPP1. Nous avons tout d’abord
vérifié que la protéine native était présente dans un extrait total parasitaire de P. falciparum
(Figure 21, pistes 3 et 4). L'analyse révele une bande aux alentours de 25kDa, ce qui
correspond a la taille attendue de la protéine elF2[ native.

Etant donné que la protéine elF2B du parasite est soluble, des expériences sur
colonnes d’affinité ont été envisagées. L'extrait total parasitaire a été incubé avec PfPP1-
6his, fixées sur des billes de Nickel. Apres un Western-blot sur I'éluat, la révélation a été faite
avec un anticorps anti-histidine et avec le sérum anti-PfelF2p pour détecter respectivement
les protéines PfPP1 et PfelF2pB. Les résultats mettent en évidence une bande aux alentours
de 25kDa, correspondant a la protéine native elF2pB, lorsque I'extrait a été mis en contact
avec la protéine PP1-6his fixées aux billes (Figure 22, piste 3). Ainsi la protéine native elF2f
du parasite interagit avec la protéine PfPP1. Afin de confirmer ces observations, nous avons
réalisé la méme expérience en utilisant la PP1-GST (glutathion S transferase) fixée aux billes
de glutathion (résultats non présentés). Les résultats confirment l'interaction entre la
protéine native elF2[ et la phosphatase de type 1 de P. falciparum.
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Figure 22 : Analyse de l'interaction entre la protéine native elF2p et PP1 de P. falciparum, par la technique du
pull down. Un extrait total parasitaire de P. falciparum a été incubé avec PfPP1-6his (fixées sur billes de Nickel).
Apreés plusieurs lavages, les protéines sont éluées sur SDS-PAGE et transférées sur membrane de nitrocellulose.
La protéine recombinante PfelF2[B-6his a servi de contrdle positif (piste 4). La membrane est incubée avec un
anticorps anti-histidine (piste 1), le sérum de souris saine (piste 2) et le sérum anti-PfelF2 (pistes 3 et 4). La
révélation de la piste 3 avec le sérum anti-PfelF2 met en évidence deux bandes, cela peut s’expliquer par le
fait que le sérum aurait peut-étre reconnu le tag histidine de la protéine recombinante PfPP1.

3. Implication des motifs dans la formation du complexe
PfelF2B/PfPP1

Suite a I'analyse de la séquence protéique, deux motifs d’interaction a la phosphatase
ont été identifiés : le motif KVAW et le motif FGEKKK correspondant respectivement aux
motifs dégénérés RVxF et FxxR/KxR/K. Nous avons donc voulu définir I'importance de ces
motifs dans la liaison a PP1. Pour cela, des mutations ont été réalisées : deux acides aminés
sur le motif KVAW et trois sur le motif FGEKKK ont été mutés en alanine (Figure 23). Les
simples mutations (c’est-a-dire un seul motif d’interaction muté), ainsi que la mutation sur
les deux motifs simultanément ont été effectuées.

1 29FGEKKK3* 103K VAW 106 222 PfelF2p wild-type

N-ter C-ter

29FGEKKK34 103K AAAL06 222 PfelF2p 103KAAAL

N-ter C-ter

1 29AGEAKA* 103K YAW106 222 PfelF2B 2AGEAKA34

N-ter C-ter

[

1 29AGEAKA3* 103K AAAL06 222 PfelF2pB 193KAAAL [29AGEAKA34
N-ter C-ter

Figure 23 : Représentation schématique des différentes constructions de PfelF2[3

Pour déterminer I'impact des mutations sur la formation du complexe PfelF23/PfPP1,
des expériences de GST pull-down ont été réalisées. L’analyse des Western-blot anti-GST et
anti-Histidine montre la présence d’une bande a 55kDa, correspondant a la taille de PfPP1-
GST, et une bande a 25kDa, correspondant a la taille de PfelF2-6his lorsque la protéine
PfelF2pB sauvage (Figure 24, piste 4), la protéine PfelF2B °KAAA' (Figure 24, piste 6) ou
PfelF2B 2’AGEAKA** (Figure 24, piste 8) sont incubées avec la protéine PfPP1-GST fixée sur
billes. Lorsque la protéine PfelF2 doublement mutée est mise en contact avec PfPP1-GST, la
bande a 25kDa n’est pas détectable. Aucune bande n’est détectable a 25kDa lorsque les
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différentes protéines PfelF2B sont incubées avec la protéine GST seule (Figure 24, pistes 3, 5,
7 et 9). Nous pouvons donc déduire de ces observations, que la protéine mutée sur un seul
motif d’interaction ne perturbe par l'interaction avec la phosphatase alors que la double
mutation abolit totalement celle-ci. Ces résultats suggérent ainsi qu’un seul motif est
suffisant pour la formation du complexe PfPP1/PfelF2p.

1 2 3 1 5 ] 7 8§ 9 10 11 12 13 14

55kDa | - i — - — |
WEB anti-GST
25kDa-|.-b...—-——---—-l |
WB anti-His | 25kDa - l L - ba -— D - q
GST + - + - + - + - + - - .
PIPP1-GST - + - + - + - + - +
PfelF2f WT-6His - -+ o+ - . . ) . -
PfelF2p 1 KAAALS-BHis - - - - + + - - - - - +
PfelF2(3 “AGEAKA®'-bHis - - - - - - + + - - - - +
PlelF2p Y IKAAAN S P AGEAKAY-6HIs - - - - - - - - + + - - - +

Input

Figure 24 : GST pull-down PfelF2B/PfPP1. Les billes de glutathion couplées a la protéine
GST (pistes 1, 3,5, 7 et 9) ou a la protéine PP1-GST (pistes 2, 4, 6, 8 et 10) sont incubées avec

103 106
les protéines tagguées 6his : PfelF2[3 (pistes 3, 4 et 11), PfelF2B  KAAA (pistes 5, 6 et 12),

29 34 103 106 29 34
PfelF2B AGEAKA (pistes 7,8 et 13) ou PfelF2B  KAAA / AGEAKA (pistes 9,10 et 14).
Les pistes 1 et 2 servent de témoins négatifs. Apres plusieurs lavages les protéines fixées aux
billes sont séparées sur SDS-PAGE et transférées sur membrane de nitrocellulose. Le
Western-blot anti-GST révéle deux bandes : une bande a 55kDa, correspondant a la protéine
PfPP1-GST et une bande a 25kDa, correspondant a la protéine GST. Le Western-blot anti-
Histidine montre une bande a 25kDa correspondant a la protéine PfelF2[3 (sauvage ou
mutée). LUexpérience a été réalisée 2 fois avec des lots de protéines différents.

Les résultats obtenus semblent démontrer I'existence de deux motifs d’interaction
impliqués dans la formation du complexe PfelF23-PfPP1. Néanmoins, il semble q’un seul de
ces motifs soit nécessaire pour l'interaction protéique.

D. Role de PfelF2B dans la régulation de I'activité phosphatase de
PP1

Aprés avoir montré que PfelF2pB interagissait avec PfPP1, nous avons voulu
déterminer la fonction de celui-ci sur l'activité phosphatase. Dans le but de définir la
fonction de la protéine PfelF2[, plusieurs approches ont été effectuées : in vitro avec des
tests colorimétriques utilisant des substrats phosphorylés et dans un contexte cellulaire avec
le modeéle d’ovocyte de Xénope.
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1. Etude de la fonction de PfelF2f3 sur PfPP1

Pour définir la fonction régulatrice de PfelF2[3, deux tests d’activité in vitro ont été
réalisés : les tests utilisant le pNPP (para-nitrophénylphosphate) ou le peptide K-R-p-T-I-R-R,
comme substrat.

Dans un premier temps, nous avons réalisé un test colorimétrique utilisant le pNPP,
comme substrat phosphorylé. Nous observons qu’en présence de la protéine PfelF2p,
I'activité de la phosphatase est inchangée (Figure 25A) alors qu’il y a diminution de I'activité
de PfPP1 visible lorsque I'inhibiteur 2 de P. falciparum est ajouté (Figure 25B). Le substrat
utilisé n’est peut-étre pas adapté pour définir la fonction régulatrice du facteur elF2B. Un
deuxiéme test d’activité a été entrepris, en employant un peptide phosphorylé K-R-p-T-I-R-R.
Nous constatons une nouvelle fois que I'ajout de PfelF2B n’influe pas sur I'activité
phosphatase de PP1 (Figure 25C).
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Figure 25 : Régulation de I'activité phosphatase de PfPP1 par PfelF2p. A : Test d’activité pNPP avec la protéine
elF2B. B : Test d’activité pNPP avec la protéine Pfl2, servant de contréle positif. C : Test d’activité avec le
peptide K-R-p-T-I-R-R. La libération du phosphate, due a I’activité de PfPP1, est mesurée par densité optique a
405nm pour les tests pNPP et 620nm pour le test avec le peptide. Les pointillés représentent I'activité de base
de PfPP1. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’activité de PfPP1 (+/- SEM et n = 3).

Les différents résultats ne permettent pas de définir in vitro la fonction de la protéine
PfelF2B sur 'activité phosphatase de PfPP1. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises : le
substrat utilisé ne serait pas adéquat pour définir la fonction du facteur elF2p ou un autre

partenaire doit étre présent pour « activer » la fonction régulatrice de la protéine sur la
phosphatase PP1.
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2. Détermination du role de PfelF2B au niveau de la transition
G2/M de 'ovocyte de Xénope

Afin de déterminer le réle potentiellement régulateur de PfelF2p sur I'activité de PP1,
le modéle d’ovocytes de Xenopus laevis est utilisé (collaboration avec le Dr. Katia Cailliau de
I’équipe du Pr. Jean-Francgois Bodart, Université Lille 1). La protéine PP1 est fortement
conservée entre les especes, de I'ordre de 80-85%, donc nous pouvons étudier la fonction de
PfelF2B sur la PP1 de Xénope.

Les ovocytes de Xénope sont bloqués en prophase | de méiose sous I'action de
plusieurs protéines dont la PP1. En effet, il a été montré que l'inhibition de cette
phosphatase peut induire la maturation des ovocytes (ou GVBD) (Huchon, Ozon, and
Demaille 1981). La transition G2/M activée, I'ovocyte atteindra le stade métaphase Il. Cette
maturation est observable par I'apparition d’'une tache blanche au pole animal de I'ovocyte,
traduisant la rupture de la vésicule germinative (GVBD) (Figure 26).

PfelF2 Tache de maturation
|?
Hémisphére animal PP1 endogéne
Hémisphére | Maturation (GVBD) >
végétatif
Ovocyte immature Ovocyte mature
(prophase 1) (métaphase I1)

Figure 26 : Schéma simplifié expliquant I’action de PP1 dans la maturation de I'ovocyte de Xénope.

Afin d’explorer le role de PfelF2B dans ce modele, il était important de vérifier
I'interaction entre PfelF2B et la PP1 de Xénope. Aprés la micro-injection de la protéine
(Figure 27, pistes 1 a 3) ou de I’ARN (Figure 27, pistes 4 et 5) de PfelF2[3 dans les ovocytes,
les lysats sont récupérés au bout de 15 min, 2h et 18h (Figure 27, respectivement pistes 1,
2/4 et 3/5). Nous micro-injectons I’ARN ou la protéine de PfelF2pB, au cas ou cette derniére
ne serait pas fonctionnelle. Des Co-Immunoprécipitations sont ensuite réalisées avec
I’épitope HA ou Histidine. L'analyse des Western-blot anti-XePP1 montre une unique bande
de 38kDa (correspondant a la taille de XePP1) au bout de 18h, que ce soit pour la protéine
ou I’ARN PfelF2B (Figure 27, pistes 3 et 5). Il semblerait donc que PfelF2B soit capable de se
fixer a un orthologue de PfPP1. De plus, la formation du complexe PfelF2B/XePP1 se fait
entre 2h et 18h apres l'injection de PfelF2p.

115



Résultats

Protéine PfelF2B  ARN PfelF2j

Temps aprés injection  15min 2h  18h 2h 18h

IB anti-His and anti-HA | " S S -25kDa
IP anti-His ou
anti-HA
IB anti-XePP1 — S | -38kDa
1 2 3 4 5

Figure 27 : Interaction entre PfelF2f et XePP1 dans les ovocytes de Xénope. La protéine (pistes 1 a 3) ou I’ARN

de PfelF2B (pistes 4 et 5) ont été micro-injectés dans les ovocytes de Xénope. Des Co-Immunoprécipitations du

complexe PfelF2B/XePP1 en utilisant I’épitope HA ou histidine ont été réalisées sur les lysats récupérés au bout
de 15min (piste 1), 2h (pistes 2 et 4) et 18h (pistes 3 et 5).

Etant donné que PfelF2p interagit avec la PP1 de Xénope, nous pouvons suivre son
réle au niveau de la transition G2/M. Apreés la micro-injection de PfelF2B ou I'incubation avec
de la progestérone (servant de contréle positif) la GVBD est observée. Les résultats obtenus
montrent une maturation des ovocytes, PfelF2 semble donc avoir une fonction inhibitrice
sur I'activité de XePP1 (Figure 28).

Ensuite, les protéines recombinantes PfelF2 mutées ont été micro-injectées afin de
déterminer I'impact des motifs sur la fonction régulatrice. Les résultats observés montrent la

103 106 29 34
maturation des ovocytes lorsque la protéine PfelF2B  KAAA  ou PfelF2B AGEAKA est
micro-injectée alors que la GVBD n’est pas induite lorsqu’il s’agit de PfelF2p

103KAAAIOS/ZQAGEAKA34 (Figure 28A). Ensuite, des Co-Immunoprécipitations ont été
effectuées avec I'épitope Histidine (pour la protéine PfelF2pB, blot du haut, Figure 28B) ou
avec l'anti-XePP1 (pour la PP1 de Xénope, blot du bas, Figure 28B) sur les lysats d’ovocytes.
L'analyse des immunoblots révele la présence de XePP1l lorsque les protéines PfelF2f

103 106 29 34
sauvage, PfelF2B  KAAA ou PfelF2B AGEAKA (Figure 28B, pistes 3 a 5, blot du haut)
sont immunoprécipitées alors qu’aucune bande correspondant a XePP1 n’est détectée avec

103 106 29 34
la protéine PfelF2B  KAAA / AGEAKA (Figure 28B, piste 6, blot du haut). Lorsque la
XePP1 est immunoprécipitée, nous pouvons détecter la présence des protéines PfelF2p

sauvage, PfelF2p3 103KAAA106 et PfelF2p3 29AGEAKA34 (Figure 28B, pistes 3 a 5, blot du bas)
alors que la protéine doublement mutée ne I'est pas (Figure 28B, piste 6, blot du bas). Les
résultats mettent en évidence une interaction entre la XePP1 et la protéine PfelF2p sauvage
ou muté sur un seul motif d’interaction.
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Figure 28 : Effet des protéines PfelF2f (sauvage ou mutées) sur I’activité de XePP1 dans les ovocytes de
Xénope. A : Pourcentage de GVBD induite par la progestérone (témoin positif) ou les protéines PfelF2
(sauvage ou mutées). B : Vérification de I'interaction entre XePP1 et les protéines PfelF23 mutées par Co-
Immunoprécipitation avec I'épitope Histidine (blot du haut) ou avec I'anti-PP1 de Xénope (blot du bas).

Un seul motif d’interaction semble donc suffisant pour que la protéine PfelF2[3

conserve sa fonction inhibitrice et interagisse avec la PP1 de Xénope. La double mutation,
abolissant I'interaction, empéche PfelF2p de réguler la phosphatase.

E. Etude du role du facteur elF2B chez Plasmodium

Nous savons qu’elF2B est trés important dans l'initiation de la traduction et donc
dans la synthese protéique, ainsi que dans l'interaction avec la phosphatase de type 1. Dans
le but de définir 'importance d’elF2[B dans le développement du parasite, des expériences
de génétique inverse ont été réalisées chez P. falciparum et P. berghei.

Tout d’abord, nous avons essayé de déterminer I'importance du gene elF26 dans le
développement du parasite P. falciparum, en interrompant ce dernier. Nous avons tenté de
générer des parasites « Knock-Out » grace a l'utilisation du vecteur de recombinaison
homologue pCAM. Les parasites P. falciparum 3D7 au stade anneau ont été transfectés avec
la construction pCAM-BSD-pfeif23 (construction Knock-Out, Figure 29A). Le vecteur pCAM-
BSD possede une cassette BSD conférant au parasite une résistance a la blasticidine. Aprés la
transfection, les parasites sont maintenus sous milieu sélectif contenant de la BSD. Dans les
parasites viables, la présence du plasmide et de I'intégration de la construction a été vérifiée
par PCR sur ’ADN génomique, issu de ces parasites. L’ADN extrait de parasites sauvages a
été utilisé comme témoin négatif. Au bout de 4 mois de culture, nous n’arrivons pas a
détecter la présence d’une intégration alors que le plasmide est toujours présent (Figure
29B).
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Figure 29 : Etude de génétique inverse d’elF28 chez P. falciparum : le Knock-Out. A : Schéma du principe de
génération des parasites KO par simple recombinaison homologue. Sont représentés le locus génomique
sauvage de PfelF28, le plasmide pCAM-BSD-HA recombinant et le locus de PfelF28 recombiné apres
recombinaison homologue. Les amorces utilisées pour la détection des différents fragments par PCR sont
indiqués. B : Analyse par PCR de cultures de parasites 3D7 transfectés PfelF2[3. PCR réalisées sur I’ADN extrait
de parasites sauvages (pistes 1 a 3) et de parasites transfectés (pistes 4 a 6). Détection du locus sauvage entier
(pistesl et 4), détection du plasmide (pistes 2 et 5) et de I'intégration du construit (pistes 3 et 6) par PCR avec
les couples d’amorces p27-p30, p31-p32 et p26-p32 respectivement.

Nous avons alors entrepris de vérifier I'accessibilité du gene PfelF2[3. Nous avons, par
la méme technique que précédemment décrite, généré des parasites « Knock-In ». Les
parasites ont été transfectés avec la construction pCAM-BSD-HA-pfeif2B (construction
Knock-In ou KI, Figure 30A). Le vecteur posséde une cassette BSD conférant au parasite une
résistance a la blasticidine et les parasites transfectés sont maintenus sous milieu sélectif
contenant de la BSD. Dans les parasites viables, I'intégration de la construction a été vérifiée
par PCR sur ’'ADN génomique, issu de ces parasites. L'ADN extrait de parasites sauvages a
été utilisé comme témoin négatif. Les fragments correspondant au locus sauvage et a
I'intégration du construit ont été détectés chez les parasites transfectés (Figure 30C, pistes 3
et 4 respectivement). Le fragment correspondant a l'intégration du construit a été cloné
dans le vecteur pCR2.1. L’ADN plasmidique obtenu a été séquencé et analysé, le fragment
correspond a la construction de l'intégration Kl. Pour vérifier la présence du plasmide, la
technique du « plasmid rescue » a été employée. Des bactéries compétentes E. coli ont été
transformées avec I'ADN extrait d’'une culture de parasites transfectés. Apres avoir
récupérer I’ADN plasmidique de différentes colonies, une digestion enzymatique a été
effectuée avec les enzymes Pstl/BamHI afin de vérifier la présence du plasmide (Figure 30B).
L'obtention de parasites mutants et les résultats prouvent ainsi que le locus PfelF2 est
accessible.
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A
n2g P2 02
Locus PfelF28 génomique
p30
Locus PfelF26
recombinant

B pb C
pb
5000 - <—— Plasmide (5423bp)
1500 - 1000 -
500. <—— Insert elF2pB (845bp) 700 -

Figure 30 : Etude de génétique inverse d’elF2 chez P. falciparum : le Knock-In. A : Schéma du principe de
génération des parasites Kl par simple recombinaison homologue. Sont représentés le locus génomique
sauvage de PfelF2p, le plasmide pCAM-BSD-HA recombinant et le locus de PfelF2p recombiné aprés
recombinaison homologue. Les amorces utilisées pour la détection des différents fragments par PCR sont
indiqués. B : Résultat de la digestion enzymatique de I’ADN plasmidique, issu de bactéries compétentes
transformées avec I’ADN génomique de parasites transfectés, afin de montrer la présence du plasmide pCAM-
PfelF23-HA dans la culture des parasites transfectés. C : Analyse par PCR de cultures de parasites 3D7
transfectés PfelF2p. PCR réalisées sur I’ADN extrait de parasites sauvages (pistes 1 et 2) et de parasites
transfectés (pistes 3 et 4). Détection du locus sauvage entier (pistesl et 3) et de I'intégration du construit
(pistes 2 et 4) par PCR avec les couples d’amorces p27-p30 et p26/p33 respectivement.

Le réle d’elF2B dans le développement du parasite P. falciparum n’a pas pu étre
défini par interruption du géne. Nous avons donc utilisé le modele de P. berghei, espéce
spécifique des rongeurs. Nous avons employé ce modele car le Dr. Pino a mis au point une
technique qui permet la transcription du gene étudié sous la dépendance d’'un promoteur
sensible a la tétracycline TetO7, aprés une double recombinaison homologue (Figure 30A)
(Pino et al. 2012).

Dans un premier temps, une analyse de la séquence d’elF2B de P. berghei
(PBANKA 120900) a été réalisée. L'alignement des séquences protéiques révele une
conservation de I'ordre de 95% entre les deux espéces (Figure 31).
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PfeIF2f ----MaD Al F)Y DI DKMV N DBEINO L FFGEKKKKKKKKE VVIKVIZEH I I DGTGKVFERGAVY PY DI
4 TN 8 2 CRR VN RN 13 < B - DARYNA FIADIY DKV N DIFINO T F D F GEKKKKKKKKE VVEK VREN I I DGTGKVFENGAVY PY 4l
I3 NN 4l 1T HR TODIIINKHN I DLC I SKKYTIKPPQVVRVGSKKVAWINFKDICTIMNRNEEHVFHFVLAELGTEGS RS
24 TN 4 T, T HR TQDLYNKHN I DLC I SKKYTIKPPQVVRVGSKKVAWINFKDICT IMNRNEEHVFHFVLAELGTEGS kL]
I3 NN P4l T 7 GEGQLVLKGKYGPKHIEALLRKY ITEYVTCOMCKS PNTIMEKDSRTRLFHOHCNACGAKRSVTTIKS GRS
20 TN 4l T A GEGQLVLKGKYGPKHIEALLRKY ITEYVTCOMCKS PNTIMEKDSRTRLFHQOHCNACGAKRSVT T IKSGPAL]
PfeIF2f |JEMEXENNNENI Y 222

PbeIF2f |gEMOXEnINNI Y 224

Figure 31 : Alignement des séquences protéiques d’elF2f3 de P. falciparum et de P. berghei. Les encadrements

vert et rouge représentent respectivement les motifs d’interaction FxxR/KxR/K et RVxF.

Etant donné la forte conservation protéique, nous avons voulu savoir si le sérum anti-
PfelF2B pouvait reconnaitre son homologue chez P. berghei. Le sérum anti-PfelF2p a été
testé sur un culot de parasites P. berghei. En paralléle, la protéine recombinante PfelF2pB a
été utilisée comme témoin (Figure 32, piste 1). Les analyses du Western-blot révelent une
bande a environ 25kDa, correspondant a la protéine PbelF2[ (Figure 32, piste 3). Le sérum
reconnait donc la protéine elF2[ présente chez P. berghei.

kDa
55 - W s <— chaine lourde
35 -

P  <— chaine légere

1 2 3

Figure 32 : Détection de la protéine PbelF2p par le sérum anti-PfelF2B. Un culot de parasites P. berghei
(pistes 2 et 3), et la protéine recombinante PfelF2B (piste 1) ont été déposés sur un gel d’acrylamide 15% puis
transférés sur membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée avec le sérum de souris saine (piste 2)

et le sérum anti-PfelF2pB (pistes 1 et 3).

Afin de pouvoir réaliser un KO conditionnel de PbelF2B, nous avons cloné la région
promotrice (926 pb) et la région codante (729 pb) dans le vecteur pTRAD4-TetO7-HA-hDHFR
(fourni par le Dr. Pino) (Matériel et méthodes partie | pour I'obtention de la construction)
(Figure 33A). La transfection a été réalisée par électroporation sur des parasites P. berghei
au stade schizonte. 30h apres l'injection chez les souris, la pyriméthamine est ajoutée dans
I’eau des souris pour sélectionner les parasites transfectés ayant intégré la construction.

Apreés quelques jours, des parasites sont visibles dans les frottis sanguins.
L'intégration du géne est alors vérifiée par PCR sur I’ADN génomique des parasites P. Berghei
sauvages et transfectés (Figure 33B). Les résultats obtenus montrent une bande aux
alentours de 800pb, qui n’est pas détectable chez les parasites sauvages (Figure 33B, pistes 4
et 2 respectivement). Cette bande correspond au fragment de l'intégration du géne. Ce
produit de PCR a été cloné dans le vecteur pCR2.1, puis une transformation a été effectuée
avec le kit TA cloning. L'ADN plasmidique a ensuite été séquencé et correspond bien a la
construction de I'intégration KOc de PbelF2p.
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Figure 33 : Etude de génétique inverse chez P. berghei avec le KO conditionnel. A : Représentation
schématique de la double recombinaison homologue pour le gene pbeif2B. Tableau expliquant la signification
des lettres sur le schéma pour le construit pbeif2. B : Génotypage, réalisé par PCR, sur I’ADN extrait des
parasites sauvages (a gauche) et transfectés PbelF2( (a droite). Détection du locus sauvage (pistes 1 et 3,
utilisant les amorces p18-p33) et de I'intégration du géne (pistes 2 et 4, utilisant les amorces C et D (p32-p33).

Nous avons alors vérifié la présence de la protéine PbelF2B-HA dans un culot de
parasites transfectés et sauvages. Aprés migration sur SDS-PAGE et la réalisation du
Western-blot, les analyses avec l'anticorps anti-HA-biotinylé révelent une bande aux
alentours de 35kDa, correspondant a la protéine PbelF2B. La protéine PbelF2B a une taille
d’environ 27kDa, la différence observée peut s’expliquer par une modification de la
conformation de la protéine lorsque celle-ci est fusionnée au tag HA (Figure 34). La présence
de la protéine d’intérét dans les parasites transfectés, nous a permis de prévoir des
expériences de clonages ainsi que des expériences de KO conditionnel par ajout de
tétracycline.

kDa
55 -

| <— Actine
35 =+ <— PbelF2p
25

12 3 4

Figure 34 : Détection de la protéine PbelF2p tagguée HA chez P. berghei. Culot de parasites sauvages (pistes 1
et 3) et transfectés (pistes 2 et 4) de P. berghei, séparés par SDS-PAGE et transférés sur membrane de
nitrocellulose. La membrane est mise en contact avec un anticorps anti-actine (pistes 1 et 2), qui sert de
controdle positif, et un anticorps anti-HA-biotinylée (pistes 3 et 4) pour détecter la présence de la protéine
PbelF2B-HA.
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F. Tentative d’inhibition de la formation du complexe elF23/PP1
chez Plasmodium falciparum par des peptides synthétiques

Afin d’étudier in vivo I'impact de l'interaction elF2B/PP1 chez P. falciparum, des
expériences d’inhibition de I'interaction utilisant des peptides synthétiques ont été
effectuées. Les peptides sont composés de deux séquences: une séquence pénétrante
«VKKKKIKREIKI » provenant de la casein kinase 2a (CK2a) de Theileria parva (Guergnon et al.
2006) et une séquence comprenant le motif d’interaction RVXF ou FxxR/KxR/K répété en
tandem. Les peptides contenant les motifs mutés ont également été synthétisés ainsi qu’un
peptide contréle possédant uniquement la séquence pénétrante, qui n’est pas cytotoxique
pour le parasite (Figure 35A). Les peptides fusionnés a la séquence pénétrante peuvent
entrer dans les érythrocytes infectés par P. falciparum (Guergnon et al. 2006).

Les premiers résultats montrent une légére diminution de la croissance parasitaire
lorsque les peptides dérivés des motifs d’interaction sont présents, de facon dose-
dépendante, par rapport au contréle. Cependant, aucune différence n’est observée entre le
peptide sauvage et le peptide muté correspondant (Figure 35B). Il semblerait que les
peptides ne puissent pas interférer au niveau du complexe elF2B/PP1 chez le parasite ou
bien les peptides synthétisés ne pénetrent pas dans I'érythrocyte parasité. Afin d’écarter
cette supposition, nous devrions tester les mémes peptides marqués a un fluorochrome tel
que le FITC afin de déterminer leur localisation.
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A --_

RVXF VKKKKIKREIKIKKVAWK K VAW
b16 RVXF VKKKKIKREIKIKKAAAKKAAA
muté
T VKKKKIKREIKIFGEKKKFGEKKK
g PORXR VKKKKIKREIKIAGEAKAAGEAKA
muté
I —— VKKKKIKREIKI
B Effets des peptides elF23 sur Pf3D7

10

<— peptide ctrl (P6)

m RVXF
M RVXF mut
o FXX

Parasitémie %

M EXX mut
M RVXF+FXX

RVXFmut + FXXmut

120puM 60puM 30uM

Figure 35 : Effet des peptides sur la croissance parasitaire de P. falciparum. A : Tableau des différents peptides
utilisés au cours des expériences. B : Inhibition de la croissance parasitaire en présence des peptides. Les
parasites sont incubés avec différentes concentrations de peptides pendant 72h. La ligne du peptide P6
(controle négatif) correspond a la parasitémie de base. Les résultats représentent le pourcentage de
parasitémie et sont représentatifs de 3 expériences faites indépendamment.
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Matériels et méthodes

. Matériels

A. Plasmides

Les plasmides pCR2.1-TOPO, pETDuet-1, pGEX4T3 et pGADT7 sont commercialisés
respectivement par Invitrogen, Novagen, Life Sciences et Clontech. Les plasmides pCAM-BSD
et pCAM-BSD-HA nous ont été fournis par le Dr. C. Doerig (Université de Monash,
Melbourne, Australie), le plasmide pARL nous a été fourni par le Dr. C. Sanchez (Heidelberg,
Allemagne) et le plasmide pTnewPRFp-TRAD4Ty-TetO7-HAPRF-hDHFR nous a été fourni par
le Dr. P. Pino (Université de Genéve, Suisse).

B. Anticorps

Les anticorps anti-HA, anti-penta His, anti-GST et anti-HA couplé a la biotine sont
commercialisés par Roche, Qiagen, Life technologies et Abcam respectivement. L'anti-PP1 de
Xénope est commercialisé par Santa-Cruz biotechnology. La streptavidine couplée a la
peroxydase est commercialisée par Invitrogen.

C. Culture de parasites Plasmodium falciparum 3D7

Les parasites P. falciparum 3D7 sont cultivés dans du milieu RPMI avec 10% de sérum
humain AB+, 0.4% AlbuMAXTMII (Invitrogen), 0.2mM Hypoxanthine (CCPro) et 20ug/ml
Gentamycine (Invitrogen), en présence d’érythrocytes O+ (W Trager and Jensen 1976). Les
cultures sont maintenues a 37°C dans une atmosphere humide (5% CO,). Pour obtenir un
culot de parasites, une lyse par saponine est réalisée (Umlas and Fallon 1971).

D. Amorces

Dans le tableau suivant sont indiquées toutes les amorces utilisées pour les
différentes constructions réalisées durant la thése. Les amorces sont dessinées en fonction
des données génomiques issues de PlasmoDB. Pour le clonage par recombinaison
homologue (R dans le Tableau 9), les amorces sont dessinées en utilisant le site
http.//bioinfo.clontech.com/infusion/convertPcrPrimersinit.do.
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Tableau 9 : Liste des amorces utilisées durant la these. L : Ligation avec le kit TOPO TA cloning (Invitrogen), M :
PCR par mutagénese dirigée, R : Ligation par recombinaison homologue en utilisant le kit In-Fusion® HD Cloning

(Clontech).
. Nom de la
i Site de ..
Nom Séquence Sens . protéine ou Vecteur Clonage
restriction o .
Utilisation
Production de protéine recombinant
o1 GGATCCGGAAGATAAAGTTGAAGATGC : BamHi PfelF2B-6His | pETDUEt-L )
TGG
> GGATCCATGGAAGATAAAGTTGAAGAT ] BamHi S —— )
GCTGG
GTCGACTTAATTAGTATGCTTGGCCTTTC PfelF2-6His | pETDuet-1
p3 TC R Sall et PfelF2pB- et L
GST pGEX4T3
4 | CAGTTATTTGATGCTGGTGAGGCGAAAG .
P% | cGAAAAAGAAGAAG , PrelF28
AGEAKA®- | pETDuet-1 M
5 | CTTCTTCTTTTTCGCTTTCGCCTCACCAGC R 6His
P> | ATCAAATAACTG
¢ | CGAGTTGGATCAAAAAAAGCAGCAGCG .
Po | ATTAATTTTAAAG PfelF2B
KAAA'®- | pETDuet-1 M
;| CTTTAAAATTAATCGCTGCTGCTTTTTTT R 6His
P/ | GaTCCcAACTCG
g | CATCACCACAGCCAGGATCCAGCTGAGC . Baml
P AGAATTTAGAAACTTTAGATG
PfelF5-6His | pETDuet-1 R
g | CCGCAAGCTTGTCGACTCAAATTGGTTCT R sall
P2 | reaaGcTCC
10 | CATCACCACAGCCAGGATCCAATGACTG i BamHI
P AAATGCGAGTAAAAGC
PfelF2a-6His | pETDuet-1 R
11 | CCGCAAGCTTGTCGACCTAACTTGAAAT R sall
P TCCATCATGTTTATC
15 | CATCACCACAGCCAGGATCCAGCTGAGC . BamHI
P AGAATTTAGAAACTTTAGATG
PfelF2y-6His | pETDuet-1 R
13 | CCGCAAGCTTGTCGACTCAAATTGGTTC R sall
P TTGAAGCTCC
Construction pour la production d’ARNm
GGATCCTGGAAGATAAAGTTGAAGATG
pl4d F BamHI
CTGGATCAG PfelF2B
pGADT7 L
15 | CTCGAGTTAATTAGTATGCTTGGCCTTTC R shol ARNm
P TTCGTTC
Transfections chez P. falciparum
e CATATTTATTAAACTGCAGGGATCAGCT . petl
TTTGTTGATTTAG Kl PfelF26- pCAM-
R
17 | CATATGGATAGGATCCATTAGTATGCTT R BamHi HA BSD-HA
P GGCCTTTCTTC
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. Nom de la
p Site de ..
Nom Séquence Sens .. protéine ou Vecteur Clonage
restriction o .
Utilisation
1g | CATATTTATTAAACTGCAGATGGAAGAT . bS]
P AAAGTTGAAGATGC
KO PfelF2B | pCAM-BSD R
19 | CTAGAACTAGTGGATCCGTTCACCTCTTC R BamHI
P CTAAAGCATGG
20 | CTCGAGATGGAAGATAAAGTTGAAGAT . —
P GCTGG
PfelF2B-GFP PARL L
GGTACCATTAGTATGCTTGGCCTTTCTTC
p21 G R Kpnl
Transfection KO conditionnel chez P. berghei
5 | CGTGCCCGATTATGCCGGCATGGAAGAA : Nael
P AAAATTGAAGAAAAAATTG Gene
R
53 | CCAAAATTTTAACGCTAGCCCAAGGGCG R Nhel PbelF2p PPRFp-
P TGGAAACCACTCTTG TRADATY-
TetO7-
54 | ACAAAAAAAGCGCAGATCTTATATAGTG : Bolll HAPRE-
P ACTATACGCATTATAG & Promoteur hDHFR-1
R
55 | ACATTTTAAGCTTCCGCGGGTATAATTCC R sacl PbelF2p
P CTTTATATTGATTCTC
Génotypage
Intégration
p26 | GAACAAAACATTGAAAAGGGCCA F Kl et KO de
PfelF2B
CTGCAGATGGAAGATAAAGTTGAAGAT
p27 F
GC
KO PfelF2p
GGATCCGTTCACCTCTTCCTAAAGCATG
p28 R
G
p29 | CTGCAGGGATCAGCTTTTGTTGATTTAG F
KI PfelF2p
p30 | GGATCCATTAGTATGCTTGGCCTTTCTTC R
37 | GTAATTTATGGGATAGCGATTTTTTTTAC c
P TGTCTG o
Détection de
p32 | CCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAG R I’épisome
chez Pf
GCCATATCCAAGCTTTTAAGCATAATCTG z
p33 R
G
p34 | CTTTGCTCTTGTCCAGGCGCGAC F Intégration
du
p35 | GGCCATCACAAATATGAAACAG R promoteur
PbelF2p
036 CTGCAGCAAAATGTCAGGTTACCCCTAT 5 Infegration
GACGTGC du géne
p37 | GTGTTTTGCTTTTCTTCTTTCTCCCC R PbelF2p

Détermination des codons start et stop
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) Nom de la
. Site de .
Nom Séquence Sens .. protéine ou Vecteur Clonage
restriction e e
Utilisation
38 GAGTATATATTTAATTTTCTCCAAAACTA F
P3| TAAG
GTCGACTTAATTAGTATGCTTGGCCTTTC Vérification
p39 R
TTC codon start
40 ACGCGTATGGAAGATAAAGTTGAAGAT F
PT | Getee
p4l | GCAGAATTAGGAACTGAAGGATC F
Vérification
GTATATTAAAAATAAAATATTAATAAAG soile 8o
PAZ | o1c R P

Il. Méthodes

A. Etude in silico des séquences

La séquence protéique du facteur d’initiation de traduction elF2f de I'Homme
(HselF2B, numéro d’accession AAH00934) a été alignée dans la base de données PlasmoDB
(http://plasmodb.org/plasmo/). L’alignement des différentes séquences d’elF2pB a été réalisé
par ClustalW en utilisant le logiciel BioEdit Sequence Alignement Editor.

B. Analyse phylogénétique

L'analyse phylogénétique du facteur elF2p des eucaryotes a été réalisée en utilisant
67 séquences protéiques provenant de 22 apicomplexes, 1 gregarine, 5 mammiféres, 1
amphibien, 8 poissons, 9 plantes, 8 insectes, 12 archées et 1 levure. Les numéros d’accession
des différentes séquences ont été répertoriés dans le tableau 10. Les séquences ont été
alignées grace au programme MAFFT (v7) (Katoh and Standley 2013). Aprés I'alignement, les
régions ambigués ont été enlevées en utilisant le programme Gblocks (v0.91b) (Castresana
2000). L'alignement final contient 129 gaps d’acides aminés. En se basant sur Bayesian
Information Criterion (BIC) et Akaike Information Criterion, corrected (AlCc), le meilleur
modele a été obtenu. En utilisant le programme MEGA6.06 sous le modele JTT + | + G avec
1000 bootstrap (Tamura et al. 2013), I'arbre phylogénétique avec un maximum de
probabilités a été choisi.

Tableau 10 : Liste des séquences, avec leur numéro d'accession, utilisées pour I'arbre phylogénétique du
facteur elF2B.

Plasmodium falciparum . XP_001347388
Plasmodium berghei XP_674494
Plasmodium knowlesi XP_002258744
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Plasmodium vivax XP_001614417

Plasmodium yoelii yoelii XP_729948
Plasmodium reichenowi CD064537
Plasmodium cynomologi GAB66043
Plasmodium inui EUD67461
Plasmodium vinckei vinckei KEG03408
Babesia equi AFZ79629
Babesia bigemina CDR93997
Babesia microtis CCF74577
Babesia bovis BAN66020
Theileria annulata CAI74305
Theileria orientalis BAM40450
Theileria parva XP_765244
Hammondia hammondi KEP64013
Eimeria acervulina CDI81388
Neospora caninum CBZ54565
Cryptosporidium parvum EAK89581
Cryptosporidium muris EEA05106

Toxoplasma gondii XP_002368949

Gregarina niphandrodes EZG44924
Homo sapiens AAH00934
Mus musculus NP_080306

Bos taurus NP_001015621
Gorilla gorilla XP_004032816
Camelus ferus XP_006179326

Xenopus laevis

NP_001090288

Schizosaccharomyces pombe NP_593772

Nanoarcheum equitans WP_011153313

Sulfolobus solfataricus WP_009989461

Pyrococcus sp. NA2 YP_004424137

Pyrococcus abyssi GE5 NP_127116

Thermococcus sp. ES1 WP_042679383

Thermococcus barophilus YP_004070280

Pyrococcus yayanasii CH1 YP_0046623547

Thermococcus gammatolerans EJ3 YP_002960391
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Methanococcus vanielii SB

YP_001323817

Methanopyrus kandleri AV19

NP_614250

Staphylothermus marinus F1

YP_001041106

Pyrococcus furiosus DSM 3638

NP_578210

Arabidopsis thaliana

NP_197592

Phaseolus vulgaris

XP_007142026

Cucumis sativus

XP_004139463

Sesamum indicum

XP_011080644

Camelina sativa

XP_010493208

Vitis vinifera

XP_002265847

Populus trichocarpa

XP_002325635

Populus euphratica

XP_011021060

Brassica rapa

XP_009126490

Drosophila melanogaster

NP_524043

Ceratitis capitata

XP_004525480

Bactrocera dorsalis

XP_011201992

Anopheles darling ETN59628
Anopheles sinensi KFB48717
Anopheles gambiae XP_308567

Musca domestica

XP_005181706

Nasonia vitripennis

NP_001166186

Danio rerio

NP_997840

Salmo salar

NP_001135243

Esax lucius

NP_001291068

Oncorhynchus mykiss

CDQ60780

Lepisosteus oculatus

XP_006639724

Stegastes partitus

XP_008287461

Cynoglossus semilaevis

XP_008316275

Neolamprologus brichardi

XP_006785483

C. Etude de la structure secondaire

La modélisation de PfelF2P a été effectuée grace a I'utilisation du serveur Robetta
(http://robetta.bakerbab.org/). Grace au logiciel RESPROX (Berjanskii et al. 2012), la
meilleure structure a été obtenue. Celle-ci a été réalisée en utilisant le programme
Shrodinger’s Maestro (Schrodinger: Schrodinger Maestro Package. In: Maestro, version 99.
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New York: LLC; 2014) package Protein Preparation Wizard. L’alignement de elF2p de P.
falciparum et de Pyrococcus furiosus (PFDB: 2DCU, chain B, Crystal choisi par le programme
dans la Databank car il a une homologie structurale) a été réalisé avec le serveur Dali (Holm
and Rosenstrom 2010).

D. Expression des protéines recombinantes et purification

1. Réalisation des constructions

Pour obtenir la séquence codante de PfelF23, des PCR ont été réalisées, avec les
couples d’amorces pl-p3 et p2-p3 (décrits dans le Tableau 9), sur 'ADNc d’une culture
asynchrone de parasites P. falciparum 3D7, avec la polymérase Advantage2 (Clontech). Les
produits de PCR ont été sous-clonés dans le vecteur pCR2.1-TOPO et séquencés. Apres
analyse et vérification des séquences, la région codante de PfelF2[3 a été sous-clonée dans
les plasmides pETDuet-1 et pGEX4T3 pour avoir une protéine fusionnée a l'étiquette
6histidine ou GST respectivement. Les bactéries compétentes E. coli BL21 (Invitrogen) ont
été transformées avec les ADN plasmidiques afin d’induire I'expression des protéines.

Pour obtenir les différentes constructions des mutants de PfelF23, des mutagéneses
dirigées par PCR ont été réalisées, employant le kit ISIS Proofreading DNA Polymerase
(Qbiogene). PfelF2P sauvage en pETDuet-1 a été utilisé comme matrice, avec les couples
d’amorces p4-p5 et p6-p7 (Tableau 9) pour obtenir respectivement la construction mutée
sur le site FxxR/KxR/K nommée PfeIF2[’>—29AGEAKA34 et sur le site RVXF nommée PfelF2-
183kAAA® Pour obtenir la protéine mutée sur les deux motifs d’interaction, une
mutagéneése dirigée par PCR a été réalisée sur la séquence de PfelF2B->>AGEAKA®* avec les
amorces p6-p7. Les différentes PCR ont été réalisées selon le protocole fourni. L’ADN
plasmidique, ayant servi de matrice, a été digéré par I'enzyme Dpnl, puis les transformations
dans les bactéries compétentes BL21 ont été réalisées. Aprés vérification par séquencage,
les protéines recombinantes sont produites.

Pour obtenir, la construction PfelF2p en pGADT7, une PCR a été réalisée sur I’ADNCc,
issu d’une culture de parasites asynchrone de P. falciparum, avec le couple d’amorces p14-
pl15 (Tableau 9) grace au kit Advantage2 PCR. Les produits de PCR ont été clonés dans le
vecteur pCR2.1-TOPO et séquencés. Aprés analyse et vérification des séquences, la région
codante de PfelF2P a été sous-clonée dans le plasmide pGADT7, qui permettra la synthese
de 'ARNm de PfelF2p.

Pour avoir la séquence codante de PfelF2a, PfelF2y et PfelF5, des PCR ont été
effectuées, avec les couples d’amorces p10-pl1, p12-p13 et p8-p9 respectivement (décrits
dans le Tableau 9), sur ’ADNc d’une culture asynchrone de parasites P. falciparum 3D7, avec
la polymérase Advantage2 (Clontech). Le produit de PCR est ligué au plasmide pETDuet-1, au
niveau des sites de restriction BamHI/Sall, grace au kit In-Fusion® HD Cloning (Clontech). Les
bactéries compétentes Stellar sont transformées avec le plasmide contenant le produit de
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PCR. Apres analyse et vérification des séquences, les bactéries BL21 seront transformées
avec I’ADN et les protéines recombinantes sont ensuite produites.

2. Production des protéines recombinantes tagguées 6Histidines

a. Protéine PfelF2p3

Les bactéries compétentes E. coli BL21 ont été transformées pour permettre la
production des différentes protéines de PfelF2B (sauvage et mutées). La production de la
protéine PfelF2B a été induite par I'ajout de 500uM d’IPTG (lsopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside, Euromedex) dans du milieu LBA et en présence de 50uM de ZnCl,
pendant 3h a 30°C. Les bactéries sont lysées dans un tampon de lyse (20mM Tris-HCI pH 7.4,
500mM NaCl, 50uM ZnCl, (Sigma), 40mM Imidazole, 1% Triton-X100, DNAse et un cocktail
inhibiteur de protéases (Roche)) pendant 1h a 4°C sur roue. Aprés sonication (BRANSON
Digital Sonifier) et centrifugation (10 000tr/min, 30min a 4°C), I'extrait protéique obtenu est
filtré et mis en contact avec les billes Ni-NTA agarose (préalablement équilibrées avec le
tampon de lyse) (Macherey-Nagel), 1h a 4°C. Aprés 10 lavages avec un tampon 20mM Tris-
HCI pH 7.4, 500mM NaCl, 50uM ZnCl,, 40mM Imidazole, les protéines sont éluées dans du
tampon d’élution (20mM Tris-HCI pH 7.4, 500mM NaCl, 50uM ZnCl,, 600mM Imidazole)
pendant 1h a 4°C. Celles-ci sont ensuite dialysées une nuit a 4°C contre le tampon 20mM
Tris-HCl pH 7.4, 500mM NaCl, 50uM ZnCl,. La pureté de la protéine est vérifiée par SDS-
PAGE 15% coloré par la solution SimpIyBIueT'\’I Safe Staining (Invitrogen). La protéine
recombinante PfelF2B sauvage tagguée 6his a été analysée par spectrométrie de masse
MALDI-TOF pour confirmer son identité. Les protéines sont ensuite dosées en utilisant le kit
BCA assay et/ou le nanovueplus (GE Healthcare).

Les protéines PfelF2a, PfelF5 sont produites dans les mémes conditions que la
production de la protéine PfelF2B. La production de la protéine PfelF2y est aussi effectuée
dans les mémes conditions sauf qu’il faut ajouter 25mM de MgCl, dans chaque tampon.

b. Protéines PfPP1

La protéine recombinante PfPP1-6his est obtenue aprés une induction( avec 500mM
d’IPTG) faite sur la nuit a 16°C en présence de 1mM MnCl, dans du milieu LBA. Le culot est
repris dans du tampon de lyse (20mM Tris, 150mM NaCl, 20mM Imidazole, 1mM MnCl,, 1%
Triton-X100, 1mg/mL lysozyme (Sigma), un cocktail inhibiteur de protéases, et de la DNase).
Aprés une incubation d’1h sur roue a 4°C, une sonication et une centrifugation de 30min a
10000tr/min a 4°C sont réalisées. Le surnageant filtré (filtre 0,45um) est déposé sur la
colonne de Nickel (Protino® Ni-NTA Columns 1mL, Macherey-Nagel) de la chromatographie
(Biologic LP de Biorad). La protéine PfPP1 est ensuite éluée dans un tampon d’élution
(20mM Tris, 150mM NaCl, 600mM Imidazole, 1ImM MnCl,) et dialysée toute une nuit a 4°C,
contre un tampon Tris 20mM, NaCl 150mM et MnCl, ImM. La protéine est déposée sur gel
d’acrylamide 15%, puis colorée avec la solution SimplyBlue™ Safe Staining, parallélement la
protéine est dosée a I'aide d’un spectrophotométre (Nanovue).
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3. Production des protéines recombinantes tagguées GST

L’expression de la protéine recombinante PfelF2B-GST sauvage est réalisée, selon le
protocole précédemment décrit avec quelgques modifications, notamment au niveau des
différents tampons utilisés qui ne contiennent pas d’imidazole. L’extrait protéique est mis en
contact avec des billes Glutathione-Sepharose (Sigma) (préalablement réhydratées 1h dans
du tampon 20mM Tris-HCl pH7.4, 150mM NacCl, 0,1% Triton-X100) une nuit a 4°C. Apreés 5
lavages avec le tampon 20mM Tris-HCl pH 7.4, 500mM NaCl, 50uM ZnCl,, 0,1% Triton-X100,
les billes sont conservées dans un tampon 20mM Tris-HCI pH7.4, 500mM NaCl, 50uM ZnCl, a
4°C (1v/1v).

L’expression des protéines PfPP1-GST ou GST utilise le méme protocole sauf que les
tampons contiennent 150mM de NaCl, il n’y a pas de ZnCl, et pour la protéine PfPP1, 1ImM
de MnCl, doit étre ajouté pour garder son activité.

E. Obtention d’un sérum anti-PfelF23

1. Immunisation de souris

Les protocoles utilisant I'expérimentation animale ont été validés par le comité
d’éthique en expérimentation animale (CEEA) du Nord-Pas de Calais.

La protéine recombinante PfelF2B soluble est utilisée pour immuniser des souris
Balb/c. 50ug de protéines diluées dans de I’hydroxyde d’alun (Alu-gel-S, Serva) (1v/1v) sont
injectés par voie intra-péritonéale. Deux boosts sont effectués a J21 et J35 dans les mémes
conditions. Une pré-saignée est effectuée le jour de la premiére injection, qui servira de
controéle négatif (appelé sérum de souris saine). A J49, un prélévement sanguin au niveau du
sinus rétro-orbital est réalisé, le sérum est titré par Western-blot. Si le titre est correct, un
prélévement en intracardiaque est effectué quelques jours plus tard.

2. Tests des sérums d’immunisation par Western-blot

La protéine recombinante PfelF2B ainsi que des extraits protéiques de parasites
sauvages sont déposés sur gel d’acrylamide 15% puis transférés sur membrane de
nitrocellulose. Aprés saturation des membranes avec un mélange PBS-lait 5%, les
membranes sont incubées avec le sérum anti-PfelF2B et le sérum de souris saine a
différentes dilutions (1/50 a 1/2000) sur la nuit a 4°C. Aprés plusieurs lavages avec une
solution PBS-Tween 0,4%, les membranes sont incubées avec un anti-IgG de souris couplé a
la peroxydase (1/50 000 dans un mélange PBS-lait 5%) pendant 1h. Aprés un nouveau cycle
de lavages, les protéines sont révélées en utilisant un kit de détection par
chimioluminescence (DURA, Pierce) et la lecture se fait grace a I'lmageQuantLAS4000 (GE
Healthcare).
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F. Détection de PfelF2B natif chez Plasmodium

Pour les Western-blot, des culots de schizontes purifiés de P. falciparum ou de P.
berghei, et/ou 20ug d’extraits parasitaires solubles de P. falciparum sont repris dans du
tampon de charge 1X (tampon 3X: 150mM Tris-HCI pH 6.5, 7.5% SDS, 15% B-
mercaptoethanol, 30% glycérol et 0.25% de bleu bromophénol), séparés sur SDS-PAGE 4-
20% et transférés sur membranes de nitrocellulose. Pour la détection de PfelF2 ou de
PbelF2B, les membranes sont incubées avec le sérum anti-PfelF2B (1/1000° dans du PBS lait
5%).

G. Test d’interaction entre PfPP1 et PfelF23
1. Par GST pull-down

2ug de protéine recombinante PfelF2B (sauvage ou mutée) sont incubés avec la PP1-
GST ou la GST seule fixées aux billes de glutathion et 25ug de BSA dans un tampon de
« binding » (20mM Tris-HCl pH 7.5, 500mM NaCl, 1mM MnCl,, 50uM ZnCl,, 20mM Hepes,
0.2mM EDTA, 0.1% Triton-X100, 1mM DTT et un cocktail d’inhibiteur de protéase) pendant
2h a 4°C sur roue. Aprés 5 lavages avec le tampon de binding, les protéines sont éluées dans
du tampon de charge 1X, déposées sur gel d’acrylamide puis transférées sur membranes de
nitrocellulose. Les membranes sont incubées avec un anticorps anti-penta His (1/2 000°) ou
un anticorps anti-GST (1/2 000°). Un anti-lgG de souris couplé a la peroxydase est utilisé
comme anticorps secondaire (1/50 000°) et la révélation se fait grace au kit de détection et
I'utilisation de I'lmageQuantLAS4000.

2. Par immunoprécipitation

Pour déterminer si une interaction existe entre la protéine PfPP1 et la protéine native
PfelF2B, une immunoprécipitation est réalisée. Pour ce faire, 2mg d’extrait parasitaires
solubles, issus de schizontes purifiés de P. falciparum, sont incubés une heure avec les billes
de Ni-NTA agarose a 4°C sur roue puis avec les billes PP1-6his durant une nuit a 4°C. Apres
plusieurs lavages, les protéines sont éluées dans un tampon de charge 1X, déposées sur SDS-
PAGE 4-20% et transférées sur membrane de nitrocellulose. Les membranes sont incubées
avec le sérum de souris saine (1/1 000°), le sérum anti-PfelF2pB (1/1 000°) et I'anticorps anti-
penta His (1/2 000°). L’anti-IgG de souris couplé a la peroxydase est utilisé comme anticorps
secondaire (1/50 000°) et ensuite une détection par chimioluminescence est effectuée.

H. Test d’activité in vitro

1. Test pNPP

Le test para-NitroPhénylPhosphate (pNPP) (Sigma) est utilisé dans le but de définir
I'activité de PfPP1 vis-a-vis du substrat (Barik 1993; Daher et al. 2006), le pNPP, selon le
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protocole donné par le fournisseur. Une gamme de dilution a été réalisée afin de définir la
concentration de PfPP1 nécessaire pour obtenir une Densité Optique (DO) de 1. Différentes
concentrations de la protéine recombinante PfelF2B, diluée dans le tampon Tris 10mM
ph7.4, sont incubées avec PfPP1, pendant 30min a 37°C. Le substrat pNPP est ajouté
pendant 1h a 37°C. La libération du para-NitroPhénol, traduisant I’action de la phosphatase,
est alors mesurée par lecture de la densité optique a 405nm.

2. Test d’activité sérine/thréonine phosphatase

L'activité phosphatase de PfPP1 vis-a-vis d’un substrat phosphorylé sur une thréonine
est mesurée en utilisant le kit Ser/Thr Phosphatase Assay Kit 1 (K-R-pT-I-R-R) (Merck
Millipore), selon les recommandations du fournisseur. La quantité optimale de 400ng de
PfPP1 a été déterminée parmi une gamme de concentration. Des doses croissantes de la
protéine PfelF2B sont ajoutées a la phosphatase et incubées 30min a 37°C. 75uM de
phospho-peptides sont ajoutés et une incubation d’lh a 37°C est réalisée. L'arrét de la
réaction se fait par 'ajout du tampon Malachite Green suivie d’'une incubation de 15min a
température ambiante afin que la réaction colorée se produise. La quantité de phosphate
libéré est mesurée par lecture de la densité optique a 620nm.

I. Extraction de I’ADN et des protéines de parasites

1. Préparation de I’ADN

L'ADN total est extrait a partir d’'un culot de schizontes purifiés de parasites, en
utilisant le kit KAPA Express Extract (KAPABioSystem) selon les recommandations du
fournisseur, afin de réaliser les génotypages.

L’ADN génomique est obtenu a partir de schizontes purifiés lysés dans un tampon
contenant 50mM Tris pH7.5, 150ug/ml protéinase K et 2% SDS, durant 2h a 55°C, suivi de 2
étapes d’extraction avec du phénol-chloroforme (ajout d’'un volume). L’ADN génomique est
ensuite précipité avec l'acétate de sodium pH5.2 (0.1 volume) et de I'éthanol 100% (2
volumes). Apres 2 lavages, ’ADN génomique est repris dans de I'eau puis dosé a I'aide d’un
spectrophotometre (Nanovue). L'ADN génomique sera utilisé comme matrice pour obtenir
les séquences codantes de nos protéines.

2. Préparation des extraits parasitaires solubles

Les schizontes purifiés sont lysés dans un tampon 20mM Tris pH7.4, 150mM NacCl,
0,5% Triton-X100 et des anti-protéases. L'extrait subit 7 cycles de congélation dans I'azote
liquide/ décongélation dans un bain-marie a 37°C puis une étape de 5 cycles de sonication
(15 secondes de pulses suivi de 15 secondes de repos). L’échantillon est centrifugé 30min a
14 000g a 4°C puis le surnageant est récupéré. Ce proccessus est réalisé jusqu’a ne plus avoir
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un culot au fond du tube. L'extrait protéique est récupéré, dosé en utilisant le kit BCA
(Pierce) et conservé a -80°C.

J. Induction de la GVBD en ovocytes de Xénope

1. Préparation de I’ARNm de PfelF2f3

5ug d’ADN de PfelF2B-pGADT7 sont linéarisés par I’enzyme de restriction Hindlll (Fast
Digest, Fermentas), selon les recommandations du fournisseur. Puis la synthése de ’ARNm
de PfelF2B est effectuée en utilisant le kit T7 mMessage mMachine (Ambion) selon le
protocole donné. Afin de vérifier la qualité et de confirmer la taille de I’ARNc de PfelF2p3, un
gel d’agarose, contenant 0.4g d’agarose, 5ml de MOPS 10X, 37ml d’eau, 8ml de
formaldéhyde et 2l de bromure d’éthidium (BET), est réalisé.

2. Induction de la GVBD

La préparation des ovocytes de Xénope et les expériences de micro-injection ont été
effectuées comme décrit précédemment (en collaboration avec I’équipe du Pr. Jean-Francgois
Bodart, Université Lille 1) (Vicogne et al. 2004). Chaque expérience est réalisée sur 20
ovocytes de Xénope provenant de deux ou trois animaux différents. ARN de PfelF2j
sauvage ou les protéines recombinantes PfelF2[3 (sauvages ou mutées) sont micro-injectés.
La progestérone est utilisée comme témoin positif dans ces expériences. La GVBD (Germinal
Vesicule BreakDown) est détectée par I'apparition d’une tache blanche au péle animal aprés
15h a 18h environ.

Pour effectuer I'immunoprécipitation, la protéine PfelF2 (sauvage ou mutée) est
micro-injectée dans les ovocytes de Xénope (20 ovocytes par expériences provenant
d’animaux différents). 15min aprés les injections, les ovocytes sont lysés dans un tampon
(50mM HEPES pH7.4, 500mM NacCl, 0.05% SDS, 0.5% Triton-X100, 5mM MgCl,, 1mg/ml BSA
(bovine serum albumin), 10ug/ml leupeptine, 10ug/ml d’aprotinine, 10ug/ml soybean
trypsin inhibitor, 10ug/ml benzamidine, 1ImM PMSF et 1mM sodium vanadate) et
centrifugés 15min a 10000g a 4°C. Pour détecter la protéine PfelF2B-6his, une
électrophorese suivie d’'un Western-blot sont réalisés sur les extraits d’ovocytes de Xénope.
La membrane est finalement incubée avec un anticorps anti-penta His (Qiagen).

3. Co-Immunoprécipitation (Co-IP)

Pour étudier [linteraction de PfelF2B avec la PP1 de Xénope, une Co-
Immunoprécipitation a été réalisée. La protéine recombinante PfelF2B est micro-injectée
dans les ovocytes. Les extraits d’ovocytes sont récupérés et mis en présence de I'anticorps
anti-penta His (1/100°) ou anticorps anti-lapin (1/100°, Santa cruz biotechnology) et de
protéine G Sépharose. L’élution et le Western-blot sont réalisés comme précédemment
décrit. La membrane est incubée avec les anticorps anti-XePP1 (1/15 000°, Santa Cruz
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Biotechnology) ou I'anti-penta His (1/10 000°) pour détecter respectivement la PP1 de
Xénope et la protéine recombinante PfelF2p avec le kit ECL (Santa Cruz Biotechnology).

Afin d’étudier linteraction entre PP1 et elF2B de P. falciparum, la protéine
recombinante PfPP1 et I’ARN de PfelF2[ ont été micro-injectés dans les ovocytes de Xénope.
L’ARN de PfelF2pB a été micro-injecté seul pour servir de controle négatif. L'extrait d’ovocytes
est préparé 15min apres les injections. 180ul d’extrait d’ovocytes lysés dans le tampon PY
(Azzi et al. 1994) sont incubés avec 2ul d’anticorps souhaités pendant 3 a 4h sur roue. Puis
50ul d’'une solution a 50% de protéines A Sépharose (Sigma) sont ajoutés pendant 1h. Apres
des lavages, les billes sont reprises dans 6ul de tampon de charge, I'électrophorése puis le
transfert sur membrane de nitrocellulose sont réalisés. La Co-Immunoprécipitation est
effectuée avec les anticorps anti-penta His, anti-HA ou I'anti-IgG de souris, qui sert de
controle. Les membranes sont incubées soit avec I'anticorps anti-HA pour détecter PfelF2,
soit avec I'anticorps anti-penta His pour détecter PfPP1. Pour la révélation, le kit Western
blotting Luminol Reagent a été utilisé (sc-2048, Santa Cruz Biotechnology).

K. Génétique inverse chez P. falciparum

1. Préparation des plasmides

Pour obtenir les séquences qui serviront pour le Knock-In (KI) et le Knock-Out (KO),
des PCR ont été réalisées sur I’ADN génomique de P. falciparum, avec les couples d’amorces
pl6-pl7 et p18-p19 respectivement (Tableau 9). Les produits de PCR sont insérés au niveau
des sites de restriction Pstl et BamHlI, respectivement dans le vecteur pCAM-BSD-
Hémagglutinine (HA) pour la construction tagguée en 3’ (afin de vérifier I'accessibilité au
locus), et dans le vecteur pCAM-BSD pour la construction du c6té 5’ (afin de déterminer son
essentialité) de Pfel2PB. Les deux vecteurs posseédent une cassette BSD conférant une
résistance a la blasticidine (BSD). Les constructions sont ensuite vérifiées par séquencage.

2. Préparation des parasites et transfection

Les cultures de parasites avec une parasitémie de 8% minimum et une majorité de
formes anneaux sont synchronisées par un double traitement au sorbitol (Vernes et al.
1984). 48h apres la synchronisation, si la parasitémie est supérieure a 9% avec au moins 90%
de formes anneaux et un hématocrite de 3%, la transfection peut étre réalisée.

100ug d’ADN plasmidique et 210uL de cytomix 1X (120mM KCl, 0.15mM CaCl,, 2mM
EGTA pH7.6, 5mM MgCl,, 10mM K,HPO4/KH,PO,4, 25mM HEPES pH7.6, ajuster le pH a 7.6
avec du KOH et compléter a 100ml avec de I'’eau) complétés avec de I'eau pour avoir un
volume final a 300uL, sont mis dans une cuve d’électroporation. 75uL d’un culot de cultures
(ce qui correspond a environ 100 millions de parasites), et 25uL de cytomix 1,43X sont
ajoutés dans la cuve. L'électroporation est réalisée en utilisant I’électroporateur BIORAD
(Gene pulser Xcell) avec les parameétres suivants: 300V, 950uF,> Q, 2mm (Sidhu,
Valderramos, and Fidock 2005). Les parasites sont ensuite maintenus dans un flacon 25cm?
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avec du milieu RPMI AGH gazé au trigaz (5% O,, 5% CO,, 90% N,). 4h apres |'électroporation,
le milieu est a nouveau changé.

Pour sélectionner les parasites transformés, 48h aprés [|électroporation, la
blasticidine est ajouté au milieu de culture a une concentration finale de 2,5ug/mL. Les
parasites, ayant intégrés la construction dans leur génome, sont résistants et apparaissent 4
a 6 semaines apres la transfection et toujours sous pression sélective.

3. Veérification de la transfection

Pour vérifier I'intégration du géne PfelF2[3 KI et KO dans le génome, un génotypage et
un «plasmid rescue » sont réalisés.

La méthode « plasmid rescue » consiste en une extraction de I’ADN génomique, sur
un culot de cultures asynchrones de parasites sauvages et transfectés, en utilisant le kit
KAPA Express Extract selon les recommandations du fournisseur. Des bactéries compétentes
E. coli DH5a (Invitrogen) sont alors transformées avec I’ADN génomique provenant des
parasites transfectés. Apres une digestion de I'ADN plasmidique par les enzymes de
restrictions Pstl/BamHI afin de vérifier la présence du plasmide et de l'insert, le séquencage
est réalisé.

En paralléle, une PCR est effectuée sur ’ADN génomique avec les couples d’amorces
p29-p30 et p26-p33 (Tableau 9) dans le but de vérifier respectivement la présence du gene
PfelF2B (contréle positif) et la présence de I'intégration (le primer 33 correspond au tag HA)
pour la construction PfelF2p KI. Une PCR est effectuée sur I’ADN génomique avec les couples
d’amorces p27-p30, p31-p32 et p26-p32 afin de vérifier respectivement la présence du géne
PfelF2B (témoin positif), la présence du plasmide et la présence de l'intégration pour la
construction PfelF2B KO. Le fragment, correspondant a l'intégration, est cloné dans le
vecteur pCR2.1 et les bactéries compétentes E. coli TOP10 sont transformées avec cette
construction (Kit TOPO TA Cloning, Invitrogen). L'ADN plasmidique est ensuite séquencé afin
de vérifier la séquence du fragment intégré.

L. Interruption conditionnelle de géne chez P. berghei

1. Préparation des plasmides

Le promoteur de PbelF2B est amplifié par PCR sur I’ADN génomique de P. berghei en
utilisant le kit Tag polymérase Advantage2 avec le couple d’amorces p24-p25. Le produit de
PCR est ligué au plasmide pPRFp-TRADA4Ty-TetO7-HAPRF-hDHFR-1 (fourni par P. Pino de
I'université de Genéve, Suisse) (Pino et al. 2012), au niveau des sites de restriction
Bglll/Sacll, grace au kit In-Fusion® HD Cloning (Clontech). Les bactéries compétentes Stellar
sont transformées avec le plasmide contenant le promoteur. Par séquencage, l'intégrité de
la séquence a été vérifiée. Puis une PCR est réalisée sur I’ADN génomique de P. berghei en
utilisant le couple d’amorces p22-p23, afin d’amplifier une partie du gene de PbelF2B. Le
produit de PCR est alors inséré dans le vecteur pPRFp-TRAD4Ty-TetO7-HAPRF-hDHFR-1

142



Matériels et méthodes

contenant le promoteur, au niveau des sites de restriction Nael/Nhel. L'intégrité des
séquences est vérifiée par séquencgage.

Pour permettre la double recombinaison homologue, le plasmide contenant le gene
et le promoteur de PbelF2B est linéarisé par 'enzyme Nhel. Apres purification sur gel, le
plasmide linéarisé est précipité a I'acétate de sodium et repris dans 20ul d’eau.

2. Préparation des schizontes

Un prélévement sanguin, en présence d’héparine, est réalisé sur un rat male (agé de
6 semaines, Fischer), infecté par P. berghei, ayant une parasitémie comprise entre 5 et 15%,
au niveau du sinus rétro-orbitaire. 2ml de sang prélevés sont mis en culture dans des flacons
de 75cm® avec 50ml de RPMI AGH, gazés au trigaz et incubés durant 16h a 37°C sous
agitation (54tr/min). La culture est ensuite centrifugée 10min a 1 800tr/min sans frein a 4°C.
Un frottis sanguin est effectué, puis un gradient de Nycodenz a 55% (fait extemporanément
avec du PBS) est alors réalisé afin de séparer les schizontes des érythrocytes et autres
cellules. Une centrifugation de 30min a 2 300tr/min a 4°C sans frein est effectuée. Deux
phases sont alors visibles: la phase supérieure contenant le RPMI AGH, et la phase
inférieure constituée des cellules sanguines et des débris. Les schizontes, réunis au niveau
d’un anneau, sont situés a l'interface des deux phases. L’anneau est récupéré et lavé deux
fois en PBS. Les schizontes purifiés sont utilisés directement pour la transfection.

3. Transfection et injection aux animaux

Une partie des schizontes purifiés, 20ul d’ADN plasmidique linéarisé (soit environ
30ug d’ADN, pour une injection de 10ug par souris) et 100ul de tampon Nucleofector human
T cell complet (Lonza) sont placés dans une cuvette d’électroporation. L’électroporation est
réalisée avec un appareil de type Amaxa® Nucleofector® avec le programme U33. Les
parasites électroporés sont repris avec du PBS. A chaque souris male CD1 (venant du
fournisseur Charles River) agée de 6 semaines, 100ul de la préparation sont alors injectés par
voie intra-veineuse. 30h apres l'injection, la pyriméthamine (70mg repris dans 10ml de
DMSO puis complété a 1L d’eau a un pH compris entre 3.5 et 5) est ajoutée a l'eau de
boisson afin de sélectionner les parasites transfectés/recombinants. En effet, le plasmide
possede une cassette, contenant la dihydrofolate réductase humaine conférant la résistance
a la pyriméthamine, qui aprés recombinaison homologue est insérée dans le génome. Grace
a des frottis sanguin effectués deux fois par semaine, la parasitémie peut étre suivie.

4, Vérification de la transfection

Afin de vérifier I'intégration du géne PbelF2B dans le génome, un génotypage est
effectué sur les parasites se développant dans les souris sous pyriméthamine. Le génotypage
est réalisé par PCR avec le couple d’amorces p36-p37 pour déterminer I'intégration du géne.
Le produit de PCR obtenu est cloné dans le vecteur pCR2.1 TOPQ, en utilisant le kit TOPO TA
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Cloning selon le protocole recommandé (Invitrogen). Les bactéries compétentes E. coli
TOP10 sont transformées avec le produit de ligation. L'ADN plasmidique obtenu est alors
vérifié par séquencage.

Un Western-blot est effectué afin de vérifier I'expression de la protéine PbelF2p
fusionnée au tag HA (hémagglutinine). Un culot de parasites et un culot de schizontes
maturés (du sang parasité dilué avec du sang sain de souris est maturé une nuit dans du
milieu RPMI, a une agitation de 54tr/min a 37°C) sont élués dans du tampon de charge 1X et
séparés sur SDS-PAGE 4-20%, puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. Les
membranes sont incubées avec un anticorps anti-HA couplé a la biotine (1/2 500°) et la
strepatavidine HRP (1/150 000° diluée en PBS BSA 5%).

M. Elaboration de peptides dérivés des motifs d’interaction

Des peptides dérivés des motifs KVAW et FGEKKK sont dessinés en se référant a
I'article de Guergnon (Guergnon et al. 2006). Les peptides sont composés d’une séquence
pénétrante « VKKKKIKREIKI » et du motif d’interaction répété deux fois. Les différents
peptides utilisés sont énoncés dans le tableau ci-dessous. Ces peptides ont été synthétisés
par Interchim.

Tableau 11 : Liste des peptides dérivés des motifs utilisés durant ce projet.

P15 (vw22) RVxF VKKKKIKREIKIKKVAWKKVAW 2736.55g/mol
P16 (va22) RVXF muté VKKKKIKREIKIKKAAAKKAAA 2450.17g/mol
P17 (vk24) FxxR/KxR/K VKKKKIKREIKIFGEKKKFGEKKK 2946.73g/mol
P18 (va24) FxxR/KxR/K muté VKKKKIKREIKIAGEAKAAGEAKA 2566.15g/mol

P6 Séquence pénétrante VKKKKIKREIKI 1510.96g/mol

N. Test des peptides dérivés des motifs d’interaction sur la
croissance de P. falciparum

Les expériences sont réalisées en plaque 96 puits, avec une culture de parasites a un
hématocrite de 1% et une parasitémie initiale de 0,5%. Les peptides sont ajoutés a
différentes concentrations (concentrations finales de 30, 60 et 120uM) dans 250ul de RPMI-
AGH et incubés 48h pour permettre aux parasites d’effectuer un cycle. Ensuite 50ul de SYBR
Green | 1X (servant a marquer I’ADN des parasites) dilués dans un tampon (contenant 20mM
Tris-HCI pH8.8, 138mM NaCl (Invitrogen)), sont ajoutés sur les cultures et celles-ci restent a
I'obscurité 30min a température ambiante. Le paraformaldéhyde est ajouté, avec une
concentration finale de 1%, afin de fixer les érythrocytes puis le tout est conservé a
I'obscurité a 4°C.
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La croissance parasitaire est mesurée par cytométrie en flux sur un FACSCalibur
(Becton-Dickinson). Les érythrocytes infectés ou non sont ciblés selon leurs signaux FSC
(foward scatter) et SSC (side scatter). L’analyse de la fluorescence (fluorescence verte, filtre
FL1) est réalisée en utilisant le logiciel CellQuest (FACScan ; BD Biosciences) sur un total de
100 000 événements acquis. La fluorescence est observée selon le protocole décrit par
lzumiyama, sur un dot-plot a deux parameétres (FL1-SSC) (lzumiyama et al. 2009). La
fluorescence des érythrocytes sains est ajustée pour étre entre 10° et 10". Les résultats sont
présentés en pourcentage de fluorescence des érythrocytes totaux.
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Le parasite Plasmodium falciparum possede un cycle de développement complexe
avec 2 hotes : I'anophéle, ou il effectue son cycle sexué et ’homme, ou il effectue ses cycles
asexués. Durant ces différentes phases, le parasite subit de nombreuses étapes de
développement, lui permettant ainsi de se multiplier, de s’adapter et d’évoluer tres
rapidement. Ces étapes peuvent contribuer au développement rapide de résistances aux
traitements antipaludiques existants. |l est donc important de continuer les recherches sur la
biologie et le fonctionnement de ce parasite.

Toutes les étapes du développement de P. falciparum nécessitent la mise en place
d’une régulation coordonnée et fine. Un des axes majeurs de recherches, ces dernieres
années, concerne les phénomenes de phosphorylation/déphosphorylation dans la régulation
cellulaire et plus particulierement au niveau des modifications post-traductionnelles
potentiellement impliquées dans la division (A Bloecher and Tatchell 2000; Hsu et al. 2000).
Des études récentes sur le kinome de Plasmodium ont pu mettre en évidence que certaines
kinases sont essentielles au développement et a la survie du parasite (Doerig et al. 2010;
Guttery et al. 2014; Tewari et al. 2010). Face a ces kinases, Plasmodium possede des
phosphatases, connues pour étre responsables des processus de déphosphorylation, qui
participent a la régulation fonctionnelle des protéines.

Les études menées au laboratoire portent sur la régulation des phosphatases de type
1 et 2A du parasite puisque les études réalisées ont montré que ces enzymes sont cruciales
pour son développement. En effet, PfPP1 est essentielle principalement dans le cycle
érythrocytaire du parasite et au niveau de la libération des mérozoites infectieux (Blisnick et
al. 2006; Kumar et al. 2002). Nos recherches nous ont permis de caractériser trois
régulateurs : la protéine Leucine-Rich-Repeat (PfLRR1), I'Inhibiteur 3 (PfI3) et I'Inhibiteur 2
(PfI2) chez le parasite. Dans ce contexte, nous avons montré que PfLRR1 et Pfl2 inhibent
I'activité de la phosphatase PfPP1 alors que PfI3 I'active. Des études de génétique inverse
suggérent que ces régulateurs sont aussi essentiels que la PfPP1c elle-méme (Daher et al.
2006b; Fréville et al. 2012, 2013).

Au cours de ce travail de thése, nous avons pu montrer I'importance d’un motif
d’interaction de Pfl2 dans la relation structure/fonction de ce régulateur. Nous avons
également étudié elF2B (eukaryotic initiation factor type 2 subunit B), un facteur de
I'initiation de la traduction, comme un régulateur potentiel de PfPP1.
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I. L’inhibiteur 2 de Plasmodium falciparum

A. Role des motifs d’interaction dans la formation du complexe

Pfi2/PfPP1

Dans une premiere étude, nous avons montré que l'inhibiteur 2 est exprimé par le
parasite, qu’il présente une localisation nucléocytoplasmique, et qu’il semble étre essentiel
pour le développement érythrocytaire de P. falciparum. La protéine Pfl2, composée de 144
acides aminés (205 chez 'Homme), est la plus petite avec une séquence plus courte au
niveau N-terminal par rapport a ses homologues 12. Ces derniers possedent trois motifs
d’interaction a PP1: KGILK, RVxF et HYNE alors que seulement 2 motifs ont été identifiés
dans la séquence de Pfl2 : RVxF et HYNE. Le motif KGILK a été identifié dans la séquence de
différents 12, y compris celle de ’'Homme, au niveau de la partie N-terminale et semble jouer
un rble important dans la régulation de l'activité de PP1 (Huang et al. 1999; Park and
DePaoli-Roach 1994). En effet, I'absence de ce motif chez certains 12 (levure, rat) montre une
diminution de la fonction inhibitrice sur la phosphatase (Osawa et al. 1996; Tung, Wang, and
Chan 1995). Le second motif, ayant pour séquence consensus [R/K]-X-[V/I]-X-[W/F], est
décrit comme le motif principal d’interaction a PP1. En effet, sa mutation ou sa délétion
perturbe l'interaction voire I'abolit complétement. Ce motif, plus connu sous le nom RVxF,
est présent chez de nombreux régulateurs de PP1. Le dernier HYNE est situé dans la partie C-
terminale de la protéine. Malgré I'absence dans la partie N-terminale du motif KGILK, Pfl2
interagit avec PfPP1 via ses motifs RVxF et HYNE. La mutation ou la délétion de I'un des deux
motifs diminue l'interaction. Dans le but de mieux définir cette interaction ainsi que les
motifs impliqués, nous avons utilisé la spectroscopie RMN (Résonnance Magnétique
Nucléaire) combinée a des approches biochimiques et biologiques.

Grace aux expériences de RMN, plusieurs régions d’interaction entre PfPP1 et Pfl2
ont été définies plus précisément : la premiere contenant le motif RVxF, la deuxieme au
niveau des résidus 70-80 et la derniere au niveau des acides aminés 95-116. Au niveau de
cette derniére région, le motif FKEKRK (correspondant au motif FxxR/KxR/K), initialement
décrit dans les protéines apoptotiques Bcl, a été identifié (Ayllon et al. 2002). Il est
également présent dans de nombreux régulateurs de PP1. Nous avons montré que le motif
FxxR/KxR/K est impliqué dans l'interaction avec PfPP1. Grace au BIACORE et aux tests de
type ELISA, nous avons mis en évidence que la mutation de ce motif induit une diminution
d’interaction avec la phosphatase PP1.

Ces résultats confirment les observations faites précédemment, en démontrant la
présence de plusieurs sites d’interaction a PfPP1 sur la séquence de Pfl2. Différentes
approches (ELISA, Ovocytes de Xénope, Co-IP) ont mis en évidence une perte d’interaction
avec PfPP1 lorsque Pfl2 est mutée sur les motifs RVxF et FxxR/KxR/K. Ces observations
suggerent que le motif RVxF est aussi important que le motif FxxR/KxR/K dans I'interaction.
De plus, les motifs FxxR/KxR/K et HYNE sont proches I'un de I'autre, nous ne pouvons pas
exclure la possibilité que la mutation du premier affecte la structure du second, empéchant
ainsi la formation et la stabilisation du complexe. Au vu des résultats obtenus durant ces
études, nous supposons que les motifs RVxF et FxxR/KxR/K sont des sites d’interaction
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« primaire » alors que le motif HYNE est un site « secondaire ». Afin de définir I'importance
de chaque motif dans la formation du complexe Pfl2/PfPP1, il faudrait déterminer les
constantes d’association/dissociation entre PfPP1 et les différentes versions de Pfl2
(sauvage, muté sur un seul motif ou sur deux motifs) grace au BIACORE ou a I'lITC (Isothermal
Titration Calorimetry). De plus, I'analyse du spectre 12/PP1 de P. falciparum par RMN met en
évidence un autre site d’interaction au niveau des résidus 70-80. Afin de valider la possibilité
d’un 2°™ site d’interaction secondaire, des expériences supplémentaires devront étre
effectuées.

Les résultats que nous avons obtenus avec Pfl2 sont différents de ceux obtenus avec
PfI3 alors que ces deux protéines, thermostables et non structurées, appartiennent a la
méme famille des inhibiteurs de PP1. En effet, nous avons démontré que la mutation du
motif RVxF de Pfl3 abolit I'interaction, supposant ainsi un unique site d’interaction a PfPP1.

B. Importance des motifs d’interaction dans la fonction régulatrice
de Pfl2

Nous avons ensuite étudié I'impact du motif FxxR/KxR/K dans la fonction inhibitrice
de Pfl2 sur l'activité phosphatase de PP1. La mutation du motif entraine une perte de la
fonction inhibitrice de Pfl2 (ovocytes de Xénope, test pNPP). Il semble donc que le motif soit
essentiel pour la fonction régulatrice de la protéine. La mutation du motif RVxF ou HYNE
provoque également une perte de la fonction inhibitrice de Pfl2 sur 'activité phosphatase.
Nous pouvons donc conclure que chaque motif est nécessaire a la fonction de Pfl2.

L’analyse structure-fonction du complexe Pfl2/PfPP1, nous a permis de définir trois
sites d’interaction a PfPP1 : RVxF, FxxR/KxR/K et HYNE. En effet, la présence du motif RVxF
ou FxxR/KxR/K est suffisante pour avoir une interaction protéine-protéine alors que les 3
motifs sont nécessaires, essentiels a la fonction inhibitrice de Pfl2 (Tableau 12).

Tableau 12 : Tableau récapitulatif du rdle des motifs d’interaction de Pfl2 dans la relation structure/fonction
du complexe 12/PP1 chez P. falciparum.

Pfl2
Sauvage RVxF FxxR/KxR/K HYNE
Interaction a
++4+ ++ ++ +
PfPP1
Fonction it
inhibitrice

153



Discussion

C. Importance du complexe Pfl2/PfPP1 dans le développement du
parasite

Nous savons que l'inhibiteur 2 est important pour le développement du parasite P.
falciparum. Nous avons donc voulu déterminer I'importance du motif FxxR/KxR/K dans
I'interaction entre Pfl2 et PfPP1. Pour répondre a cette question, nous avons utilisé un
peptide dérivé du motif FxxR/KxR/K de Pfl2. Dans un premier temps, nous avons démontré
que ce peptide interagit avec la protéine PfPP1 (test ELISA). Puis, en utilisant le modele
d’ovocytes de Xénope, nous avons observé que la micro-injection du peptide dérivé du motif
FxxR/KxR/K interféere dans la formation du complexe Pfl2/XePP1. Etant donné que le peptide
se fixe a PP1 et empéche la formation Pfl2/XePP1, nous avons voulu observer I'impact de ce
peptide sur le développement du parasite. L'utilisation du peptide dérivé du motif
FxxR/KxR/K inhibe la croissance parasitaire d’environ 45% a 160uM. Nous avons montré
dans notre 1% étude que I'utilisation du peptide dérivé du motif RVXF inhibe la croissance
de 80% a 80uM alors que celui du motif HYNE n’a pas d’impact sur la croissance parasitaire.

Ces différents résultats suggérent un ordre d’importance des motifs dans la
formation du complexe Pfl2/PfPP1 et mettent en évidence I'importance de ce dernier dans
le développement du parasite. Les peptides sont une preuve de concept puisque leur
utilisation permet de bloquer les interactions protéine-protéine au niveau de zones
importantes. La formation du complexe protéique et/ou le changement conformationnel
induisant une ou des fonction(s) biologique(s) est alors bloqué (Buchwald 2010; Guergnon et
al. 2006). Différentes études réalisées sur le complexe AMA1-RON2 (protéines de surfaces
impliquées dans I'invasion) de Plasmodium, ont mis en évidence que l'utilisation de peptides
empéche l'interaction de ces protéines, inhibant ainsi I'invasion des érythrocytes (Pihan et
al. 2015; Vulliez-Le Normand et al. 2012; G. Wang et al. 2014). Malgré les différentes études
réalisées montrant que AMA1 peut étre une cible thérapeutique viable, des études récentes
ont montré que I'absence de AMA1 chez les parasites n’'empéche pas la formation d’'une
« moving jonction » fonctionnelle ((Bargieri et al. 2013; Giovannini et al. 2011). La recherche
de petites molécules connues, pouvant inhiber l'interaction protéique, est également
utilisée pour trouver des nouveaux moyens de lutte. L’identification des molécules se fait en
réalisant des criblages de banques de composés chimiques. Cette approche a montré des
résultats prometteurs en ciblant l'interaction entre PPlc et son partenaire. En effet,
I'utilisation du guanabenz, une petite molécule, empéche la fixation entre GADD34 et PP1c
et permet une protéostasie cellulaire (Tsaytler et al. 2011).

L'inhibiteur 2 pourrait étre une cible thérapeutique prometteuse. En effet, nous
avons montré une différence de séquence ente l'inhibiteur 2 de I’'Homme et du parasite
(absence de la partie N-terminale). De plus, nous avons vu que l'utilisation de peptides
dérivés des motifs d’interaction a PP1 est encourageante. |l faudrait réaliser des études
cristallographiques afin de définir de facon plus précise les différentes régions et résidus
impliqués dans l'interaction entre 12 et PP1 de P. falciparum afin de définir des peptides
inhibiteurs appropriés et/ou des petites molécules pouvant bloquer I'interaction protéine-
protéine.
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D. Identification de nouveaux partenaires de Pfl2

12 intervient dans de nombreux processus cellulaires notamment dans la régulation
du cycle cellulaire et qu’il interagit avec différentes kinases telles que Pinl, Aurora A. Le
complexe 12/PP1/kinase est encore mal défini. Toutefois, nous savons que le complexe
Nek2/PP1/12 est impliqué dans la séparation des chromosomes. 12, en étant associé a PP1,
se fixe a Nek2 et augmente son activité, permettant ainsi l'initiation de la séparation des
chromosomes (Eto et al. 2002; Fry, Meraldi, and Nigg 1998). De plus, il a été montré que la
protéine |12 est impliquée dans la ségrégation des chromosomes lors de la cytokinese ou de
I’embryogenése en régulant la balance Aurora B/PP1 (Tung, Wang, and Chan 1995; W.
Wang, Stukenberg, and Brautigan 2008).

Afin de mieux définir I'importance du complexe 12/PP1 chez P. falciparum, il serait
intéressant d’étudier les kinases qui interagissent avec ce complexe. Pour identifier les
partenaires, un criblage de banques de P. falciparum (disponible au laboratoire) avec le
complexe PfPP1/Pfl2 comme appat, pourrait étre effectué en utilisant la technique du triple
hybride. Cette approche permettrait d’identifier de nouveaux partenaires de PP1/I12 du
parasite et peut-étre méme des protéines spécifiques au parasite, qui permettrait d’élargir
les pistes de recherche pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
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Il. Le facteur elF2B chez Plamsodium falciparum

elF2pB est le facteur d’initiation de la traduction de type 2 sous-unité B. Il intervient
dans la traduction, en formant le complexe elF2 avec les sous-unités a et y. Récemment, il a
été décrit comme un potentiel régulateur de PP1 (Wakula, 2006). Nous avons donc entrepris
I’étude de cette protéine chez P. falciparum.

A. L’analyse structurale du facteur elF28

elF2B a été identifié chez les archées, les bactéries et les eucaryotes. C'est une
protéine conservée entre les espéces. Cependant I'analyse phylogénétique de plusieurs
séquences protéiques d’elF2B a permis de noter des différences. La plus grande différence
est que les taxons des apicomplexes et des archées ne possédent pas d’extension du c6té N-
terminal. Il semblerait que cette partie soit apparue au cours de I'évolution, en méme temps
que les facteurs de traduction elF5 et elF2B (composé de 3 sous-unités régulatrices et 2
sous-unités catalytiques), ces deux facteurs n’étant pas présents chez les archées (Yatime et
al. 2007). La fonction de ces deux facteurs (elF5 et la sous-unité € du facteur elF2B) est de
permettre I'échange GTP/GDP, lié au complexe elF2. Dans la banque de données PlasmoDB,
le facteur elF5 de P. falciparum a été identifié contrairement au facteur elF2Bg, qui n’a pas
été répertorié. |l semblerait donc qu’au cours de I’évolution P. falciparum n’ait pas acquis le
facteur elF2Bg, ni I’extension en N-terminal du facteur elF2f. De plus, PfelF23 posséde un
unique domaine de fixation au GTP alors que deux ont été identifiés chez ses homologues,
supposant ainsi un site d’action différent pour les facteurs elF5 et elF2Be au cours de la
traduction.

Une autre différence observable est la présence d’un seul bloc lysine au niveau de
PfelF2pB alors que les eucaryotes généralement en possédent trois dont deux se situant dans
la partie N-terminale. Dans la littérature, il est décrit qu’une seule région est suffisante pour
la liaison a ’ARN. Cependant, des études complémentaires ont montré que les régions riches
en lysines pouvaient avoir une autre fonction, elles seraient impliquées dans la liaison
elF2B/elF5 ou elF2Be (cf. partie elF2B et ses partenaires de la traduction). Nous supposons
que cette différence est due a I'absence du facteur elF2Be chez le parasite. Une autre
hypothése, pouvant expliquer la présence de trois blocs lysines, est que I'interaction entre
elF2pB et ses partenaires de la traduction se fait via des régions différentes (un ou plusieurs
blocs lysines).

L'analyse de la séquence de PfelF23 a mis en évidence trois sites de phosphorylation
potentiels d’aprés les données issues du phosphoprotéome alors que chez ’'homme 4 sites
ont été identifiés. La position des acides aminés phosphorylables est différente : en effet
chez P. falciparum, les résidus sont les sérines 23 et 205 et la thréonine 90 alors que chez
I’'homme ce sont les sérines 2, 13, 67 et 218. La phosphorylation ou non de ces résidus est
importante puisqu’elle peut avoir un impact sur la fonction de la protéine ainsi que sur
I'interaction avec ses différents partenaires (R. Benne et al. 1978; Issinger et al. 1976).
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Une similitude entre la séquence d’elF2B de P. falciparum et de 'Homme est la
présence du motif C,-C, (acides aminés 168-171 et 191-194, correspondant aux résidus 281-
284 et 302-305 respectivement chez ’'Homme), correspondant au motif doigt de zinc, au
niveau de la partie C-terminale. Ce domaine est un motif structural important, composé de
deux polypeptides courts. Il est en général constitué de résidus cystéines et histidines. Les
résidus cystéines sont essentiels pour la fonction d’elF2pB. En effet, la mutation de I'un d’eux
entraine une protéine non fonctionnelle (Castilho-Valavicius, Thompson, and Donahue
1992). Afin d’étudier I'importance de ce motif dans la structure et la fonction de PfelF2pB, des
mutations et des délétions pourraient étre envisageables.

L'analyse de PfelF2B a permis d’identifier au niveau C-terminal, le domaine de la
superfamille elF2/elF5. De plus, I'obtention du modele prédit d’elF2B du parasite a mis en
évidence la conservation du domaine HTH (connu également sous le nom de domaine a/B),
au niveau de la partie centrale de la protéine, qui semble impliqué dans la liaison avec elF2y
(Sokabe et al. 2006).

Enfin, I'analyse de la séquence de PfelF2B a montré la présence de deux motifs
potentiels d’interaction a PP1 : le motif RVxF et le motif FxxR/KxR/K. Le modele de PfelF2p3
prédit nous a permis d’observer que le motif FxxR/KxR/K se trouvait au niveau d’une hélice
a. Nous avons aussi constaté que le motif RVxF se situait au niveau d’un feuillet B,
contrairement a celui de la séquence d’elF2f3 de I'homme, qui se trouve dans une région non
structurée. Il est possible que la séquence de PfelF23 étant plus courte et plus structurée
explique la place occupée par le motif RVxF.

En conclusion de ce chapitre, nous avons vu que PfelF2[3 est une protéine plus courte
et plus structurée que ses homologues. En effet, 52% de la protéine elF2 du parasite est
structurée contre 34 % pour la protéine de 'Homme. La séquence de PfelF2B a de
nombreuses différences avec la séquence humaine, notamment la localisation des motifs
d’interaction potentiels a PP1, ce qui permet de suggérer un mécanisme d’interaction et/ou
d’action différent de ses homologues.

B. elF2B et ses partenaires de traduction

La fonction principale du facteur elF2p est de participer a l'initiation de la traduction
avec plusieurs partenaires. Il fait partie du complexe elF2, essentiel pour la traduction, avec
les sous-unités a et y. En effet, elF2 interagit avec le GTP via la sous-unité y et avec ’ARNt
initiateur méthionine. Le complexe ternaire est alors formé. Au cours des différentes étapes
de l'initiation de la traduction elF2p interagit également avec le facteur elF5 et elF2B (Figure
36). Les analyses in silico d’elF2B ont montré différents domaines d’interaction avec les
partenaires. Nous avons donc voulu vérifier leur présence chez P. falciparum.
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Figure 36 : Les différentes étapes de I'initiation de la traduction. 1 : la formation du complexe ternaire (TC). Le
complexe elF2 est divisé en trois sous-unités a, B et y. Le GTP va se fixer a la sous-unité elF2y et va permettre
I'identification de la région de liaison a ’ARNt méthionine (ARNt-Met). Le complexe elF2-GTP se lie a ’ARNt
initiateur méthionine. 2 : la formation du complexe pré-initiation 40S. La sous-unité 40S du ribosome va venir
se lier aux facteurs elF1 et elF1A. Le complexe est stable et va acquérir une conformation dite « ouverte ». elF3,
formé de plusieurs sous-unités, interagit avec la sous-unité du ribosome pour stabiliser le complexe. elF5 se
fixe a elF1A afin de garder la conformation ouverte du complexe. 3 : la formation du complexe pré-initiation
43S. Les 2 complexes précédemment formés vont se fixer I'un a I'autre. elF1, elF1A et elF3 facilitent la fixation
de TC a la sous-unité 40S du ribosome. elF5 se fixe au facteur elF2. L’ARNt-Met se positionne directement sur le
site P du ribosome grace a la reconnaissance codon-anticodon. 4 : I'activation de ’ARNm. Le facteur elFAE se
positionne au niveau de la coiffe en 5’ de ’ARNm et ainsi les facteurs elF4G et elF4A sont recrutés. Le complexe
de la coiffe est alors obtenu. La protéine PABP (poly(A) binding protein) s’attache sur la queue polyA de ’ARNm
en 3’ (non représenté). elFAG interagit avec PABP, la circularisation de 'ARNm a lieu. 5 : le complexe de pré-
initiation s’attache a ’ARNm activé grace aux facteurs elF4F, PABP et elF3. La conformation ouverte de la sous-
unité 40s permet I'attachement de ’ARNm au complexe 43S. 6 : balayage et reconnaissance du codon start. La
conformation ouverte de la sous-unité ribosomiale, les différents facteurs d’initiation de la traduction et I’ATP
permettent au complexe d’avancer le long de ’ARNm. L’hydrolyse de I’ATP par elF4a stimule le balayage, le
codon start AUG est identifié. 7 : I'identification du codon start entraine I’hydrolyse d’elF2-GTP par elF5. Cette
action permet la libération d’elF2-GDP et des autres facteurs. Le facteur elF5B permet la liaison des deux sous-
unités du ribosome, entrainant la libération des facteurs elF1A et elF5B-GDP. 8 : le complexe d’initiation 80S
est prét pour la phase d’élongation de la traduction. En paralléle, elF2-GDP reprendra une forme active elF2-
GTP par I'action du facteur elF2B, un nouveau cycle d’initiation pourra alors démarrer.
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1. Le complexe elF2

La sous-unité elF2pB forme, avec les sous-unités a et y, le complexe elF2, qui est
essentiel a la synthese protéique. L'étude de PfelF2B3, nous a amenés a vérifier la présence
des deux autres sous-unités chez le parasite par génomigue comparative. Nous avons
identifié ces partenaires chez P. falciparum et avons entrepris le clonage et la production des
protéines recombinantes. A ce jour, nous avons réussi a obtenir uniquement la protéine
PfelF2y et nous sommes actuellement en train de réaliser différentes expériences afin de
démontrer l'interaction entre les deux sous-unités B et y chez le parasite.

Les différentes études réalisées sur le complexe elF2 ne permettent pas de définir
clairement I'assemblage des trois sous-unités. elF2y serait le coeur du complexe, il interagit
avec les sous-unités B et a, sans que celles-ci ne soient en contact. Chez Sulfolobus
solfataricus, elF2B se fixe a elF2y via son domaine a/B (correspondant au domaine HTH) et
son domaine ZBD, alors que chez Pyrococcus furiosis, seul le domaine a/B semble impliqué
(Yatime et al. 2007). La différence d’interaction entre les deux protéines serait due aux
conditions expérimentales. Etant donné I'importance du complexe elF2 pour l'initiation de la
traduction, il serait intéressant de déterminer quelles sont les interactions entre les trois
sous-unités et de définir les régions impliquées chez P. falciparum, en réalisant différents
tests (ELISA, GST pull-down, RMN, cristallographie). En effet, chez la levure, différentes
études ont montré que la modification (mutation, changement structurale) de I'une des trois
sous-unités, entrainait une perte d’intégrité du complexe elF2 modifiant la synthese
protéique et la croissance cellulaire (Cigan et al. 1989; Donahue et al. 1988; Hannig et al.
1993). Il faudrait envisager une étude plus approfondie sur les sous-unités PfelF2a et PfelF2y
afin de déterminer leur importance pour le complexe elF2 et leur rble dans le
développement du parasite.

2. Le facteur elF5

elF5 interagit avec le complexe elF2 et permet I'hydrolyse du GTP en GDP d’elF2
entrainant la libération des différents facteurs d’initiation lorsque le ribosome est formé. I
est également décrit dans la littérature qu’il interagit avec le facteur elF2B. Nous avons donc
par génomique comparative, identifié le facteur elF5 chez P. falciparum.

Afin d’examiner si PfelF2p interagit avec PfelF5, nous avons tenté de produire cette
derniere. Malgré différentes conditions de production testées, nous n’avons pas obtenu la
protéine recombinante PfelF5. La taille de la protéine, la nature des codons et/ ou la richesse
en résidu asparagine peuvent expliquer la difficulté a obtenir la protéine. Etant donné
I’existence d’'une homologie, 30% avec une identité de 49% au niveau de la partie N-
terminale, entre le facteur elF5 de P. falciparum, de 'Homme et de la levure, nous avons
étudié linteraction avec les homologues de PfelF5 (collaboration avec le Dr. Pavitt,
Angleterre). Nous avons alors mis en évidence une interaction entre les deux facteurs. De
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plus, nous avons constaté que la mutation W391F d’elF5 de levure diminue lI'interaction avec
elF2p.

Ces résultats sont cohérents avec différentes études réalisées sur linteraction
elF5/elF2B. En effet, les recherches effectuées sur le facteur elF5 ont permis de définir deux
zones, riches en acides aminés acides et aromatiques, dans la partie C-terminale, impliquées
dans l'interaction avec elF2B. Des mutations au niveau de ces zones entrainent une
diminution ou une perte d’interaction avec elF2B (Asano et al. 1999; Das and Maitra 2000).
L’acide aminé tryptophane a également été identifié sur la partie C-terminale de PfelF5,
supposant son implication dans l'interaction avec PfelF2B. De plus, il a été montré que la
partie C-terminale d’elF5 interagirait avec la partie N-terminale d’elF2pB, via les motifs riches
en lysines. En effet, 'absence ou la mutation des blocs lysines d’elF2B entraine une
diminution d’interaction avec elF5 (Asano et al. 1999; Das and Maitra 2000). Afin de vérifier
I'importance de la partie C-terminale de PfelF5 et la partie N-terminale de PfelF2B dans
I'interaction, il faudrait réaliser des délétions et/ou des mutations des lysines de PfelF2p et
des acides aminés acides et aromatiques de PfelF5. Afin de contourner les difficultés a
produire PfelF5 sous forme recombinante, nous pourrions utiliser le modeéle d’ovocytes de
Xénope pour répondre a ces questions en collaboration avec le Dr. Katia Cailliau (Université
de Lille 1).

Par ailleurs, nous savons que le complexe elF2 est a nouveau actif grace a elF2Bg, qui
permet I'’échange GTP/GDP. Or ce facteur est absent chez P. falciparum. Nous pouvons
émettre I'hypothése qu’elF5 pourrait jouer ce role chez le parasite. De plus, d’apres les
informations issues de PlasmoDB, il semblerait que PfelF5 interagisse également avec
PfelF2a (par la technique du double hybride en levure). Cela n’est pas impossible, puisque la
séquence de PfelF2a possede un domaine de fixation au GTP au niveau de sa partie N-
terminale (DMEG). Ayant réussi a obtenir les séquences codantes de elF5 et elF2a au cours
notre étude, nous pourrions confirmer cette interaction en utilisant les modeles de levure
et/ou d’ovocytes de Xénope. Au vu des informations, il semble que le facteur PfelF5 puisse
intervenir a différents moments via de nombreux partenaires, nous pourrions déterminer
I'importance de ce facteur dans le développement du parasite en réalisant une interruption
du gene. Nous pourrions également identifier ces partenaires en réalisant un criblage de
banque de P. falciparum.

elF2PB interagit avec différents partenaires lors de l'initiation de la traduction. Ces
facteurs semblent importants pour la synthése protéique et pour la croissance cellulaire. Il
serait intéressant d’identifier et de caractériser les différents facteurs de traduction présents
chez P. falciparum, d’étudier les interactions et définir leur importance dans le
développement parasitaire. Dans ce contexte récent, une étude a montré qu’un composé,
nommé DDD107498, peut inhiber la synthése protéique. C'est un composé avec des
propriétés pharmacocinétiques intéressantes (solubilité, clairance, ECso a 1nM). Une seule
administration semble suffisante pour bloquer la transmission et obtenir une chimio-
protection. Ce composé a une activité anti-malarique au niveau de plusieurs stades du
développement du parasite. La cible de cette molécule est le facteur d’élongation 2 (eEF2),
responsable de la translocation du ribosome le long de 'ARNm de fagon GTP dépendante
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(Baragaia et al. 2015). Ces résultats permettent d’ouvrir de nouvelles voies de recherche
dans l'identification de drogues/médicaments contre le paludisme.

C. elF2B : un régulateur et/ou un substrat de PP1

Il semblerait que le facteur elF2 soit un interacteur secondaire de PP1, c’est-a-dire
qu’il a acquis la fonction d’interagir et potentiellement de réguler la phosphatase au cours
de I’évolution (Wakula et al. 2006), grace a I'acquisition de motifs d’interaction a PP1. Nous
avons donc essayé de déterminer le réle de ce facteur sur I’activité de PfPP1.

1. elF2B : un interacteur de PP1?

Lors de notre étude sur PfelF2B, nous avons identifié deux motifs d’interaction
potentiels a PP1: RVxF et FxxR/KxR/K. Nous avons démontré que PfelF2B interagit
directement avec PfPP1 par différentes approches. De plus, nous avons mis en évidence
qu’un seul des deux motifs est suffisant pour avoir une interaction avec PfPP1. En effet, la
mutation d’un seul motif n’interrompt pas l'interaction avec la phosphatase alors que celle-
ci est abolie lorsque les deux motifs sont mutés. De plus, ces observations suggérent aussi
I'absence d’autres régions d’interaction entre PfelF2B et la phosphatase. Ces résultats sont
en accord avec une étude réalisée par Wakula et son équipe, qui a montré qu’elF2 interagit
avec PP1 via le motif RVxF. De plus, des délétions ont permis de détecter la présence d’un
deuxieme site de fixation a PP1 dans la partie C-terminale d’elF2B, au niveau des 100
derniers acides aminés (Wakula et al. 2006).

2. elF2B : un inhibiteur de PP1 ?

Apres avoir mis en évidence l'interaction entre PfelF2p et PfPP1, nous avons voulu
définir son role sur l'activité de la phosphatase. Nous avons effectué in vitro des tests
d’activité utilisant des substrats phosphorylés. Les différentes expériences réalisées ne nous
ont pas permis de définir la fonction régulatrice de PfelF2B. Les différentes hypothéses
émises sont tout d’abord que les substrats des tests d’activité, que nous avons utilisés, ne
seraient pas adéquats ; la deuxiéme serait que la protéine PfelF2[ doit étre associée a un
partenaire pour avoir une conformation idéale afin d’exercer sa fonction sur PfPP1 ; ou bien
il se pourrait que I'état de phosphorylation de la protéine ait une incidence sur sa fonction.

Afin de définir la fonction de PfelF2B, nous avons utilisé le modéle d’ovocyte de
Xénope. L'ovocyte est bloqué en prophase | de méiose. La micro-injection d’inhibiteurs de
phosphatases, tels que I'acide okadaique ou des anticorps anti-PP1, permet la maturation de
I'ovocyte au stade métaphase Il. La transition G2/M est visible par I"apparition d’une tache
blanche au péle animal de I'ovocyte, on parle alors de GVBD. La micro-injection de la
protéine PfelF2B entraine la maturation des ovocytes. Il semblerait donc que PfelF2pB ait une
fonction inhibitrice sur I'activité de PP1.
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Ces observations sont en accord avec les résultats concernant I'étude du facteur
elF2B humain. La fonction de HuelF2[ a été testée sur PP1 et PP2A et les résultats ont mis
en évidence une fonction inhibitrice de HuelF2pB spécifique de PP1. De plus, elF2B bloquerait
la déphosphorylation par PP1 de la glycogéne phosphorylase et de la sérine 51 d’elF2a. Par
ailleurs, il semblerait qu’elF2p soit un activateur de sa propre déphosphorylation lorsqu’il est
en présence de PP1 (Wakula et al. 2006). Au vu des différences observées avec ses
homologues, il serait intéressant de voir si PfelF2p interagirait et régulerait I'activité de
PfPP2A.

Nous avons ensuite testé I'impact des mutations des motifs d’interaction sur la
fonction régulatrice de PfelF2B. Les protéines mutées sur un seul motif entrainent la
maturation des ovocytes alors que celle-ci est absente lorsque la protéine est doublement
mutée. Cette absence s’explique par un défaut d’interaction avec la PP1 de Xénope. Ces
résultats confirment les observations des tests d’interaction obtenus in vitro. De plus, ils
mettent en évidence I'importance des motifs dans la fonction régulatrice de PfelF2f. En
effet, la mutation d’un seul motif bloque la fonction régulatrice de la protéine sur I'activité
phosphatase de PP1.

Nous pouvons donc conclure que PfelF2B interagit et inhibe PP1 via 2 motifs
d’interaction. Néanmoins, il est important de souligner qu’un seul motif semble suffisant
pour l'interaction avec PP1 et pour que PfelF2p exerce sa fonction inhibitrice. Pour Pfl2,
nous avons vu qu’un seul motif était suffisant pour l'interaction alors que les deux étaient
nécessaires pour avoir une protéine fonctionnelle.

3. elF2B : un substrat de PP1 ?

Nous savons que elF2B avec les sous-unités a et y forme le complexe elF2
dans la traduction. De plus, il a été montré que I'association GADD34 (Growth Arrest and
DNA-Dammage inducible protein) ou CReP (Constitutive Repressor of elF2a
Phosphorylation) avec PP1 entraine la déphosphorylation de la sérine 51 du facteur elF2a.
En effet, CReP est constitutivement présent dans les cellules, il interagit avec PP1 en formant
un complexe stable et permet le maintien d’'un taux basal d’elF2a phosphorylée (Brush,
Weiser, and Shenolikar 2003; John H Connor et al. 2001; Jousse et al. 2003). Lors d’un stress,
la protéine elF2a peut étre phosphorylée par 4 kinases différentes (PKR, GCN2, HRI et PERK).
Cette phosphorylation excessive va bloquer la traduction des protéines et induire un
programme d’expression de genes en réponse au stress. Parmi les protéines exprimées,
GADD34 est présent et va interagir avec PP1 afin de déphosphoryler elF2a dans le but de
reprendre la traduction (Figure 37). GADD34 fait partie d’'une boucle rétroactive négative.
Ces deux facteurs, GADD34 et CReP, permettent de réguler la traduction en fonction des
différents signaux percus par la cellule (John H Connor et al. 2001; Jousse et al. 2003).
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Figure 37 : Représentation schématique de la régulation de la phosphorylation/déphosphorylation du
facteur elF2a chez les mammiféres. En vert est représentée la traduction en condition normale et en rouge est
représenté le mécanisme durant un stress. En noir est représentée I'inhibition de PP1 par elF2p et la fleche
bleue en pointillés représente un role potentiel d’elF2B dans la phosphorylation/déphosphorylation du facteur
elF2a via PP1.

Chez P. falciparum, par génomique comparative, ni GADD34, ni CReP n’ont pu étre
identifiés dans la banque de données PlasmoDB. Nous supposons que PfelF2B pourrait
remplacer GADD34. Il est présent durant la traduction et interagit avec PP1. Nous supposons
gue son « degré » de phosphorylation pourrait lui permettre d’étre un substrat de PP1 et
non un régulateur (Figure 38). Nous ne pouvons pas exclure la présence d’éventuels
partenaires. Pour définir ce role chez le parasite, il faudrait réaliser une transfection
permettant I'expression de la protéine PfelF2B fusionnée a un tag, GFP par exemple, et
suivre la quantité de signal détectée dans une culture de parasites stressés puisque
I’expression de GADD34 a lieu en période de stress. Ces expériences sont réalisables puisque
nous avons montré l'accessibilité du locus pfeif26. Nous pourrions également détecter la
quantité d’elF2a phosphorylé/déphosphorylé en période de stress afin de déterminer le role
de PfelF2p.
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Figure 38 : Représentation schématique et hypothétique d’'une « possible » régulation de la
phosphorylation/déphosphorylation du facteur elF2a chez P. falciparum. En vert est représentée la
traduction en condition normale et en rouge est représenté le mécanisme durant un stress. Le role d’elF23 sur
la PP1 est représenté par des pointillés noirs car la fonction inhibitrice doit étre confirmée. La protéine elF5 est
en bleue car son role exact et I'interaction avec ses partenaires doivent étre identifiés. Les fleches en pointillés
bleus suggérent le processus de régulation de la traduction mais la fonction exacte reste a déterminer.

Par ailleurs, une étude réalisée chez S. cerevisiae a montré I'absence de GADD34 et
de CReP. Il a été démontré que le facteur elF2y interagit avec PP1 et permet ainsi la
déphosphorylation du facteur elF2a. La particularité de cette protéine est d’avoir une
extension en N-terminale, comprenant le motif KKVAF (motif RVxF), que ne possédent pas
ses homologues (Homme, Drosophile, S. pombe). Cette extension semble jouer un réle dans
la déphosphorylation d’elF2a (Rojas, Gingras, and Dever 2014). L’hypothése émise est que le
facteur elF2y pourrait combler I’'absence de CReP chez la levure. L’alighement entre elF2y de
la levure et de P. falciparum met en évidence une forte homologie de séquence. Cependant,
aucun motif RVxF n’a été identifié sur la séquence du parasite. Il est donc difficile de
supposer que PfelF2y puisse jouer le role de CReP. Il faudrait dans un premier temps vérifier
son interaction avec PfPP1. Puis nous pourrions déterminer le taux d’elF2a phosphorylé
lorsque le géne pfeif2y est interrompu (en parallele avec des parasites sauvages), par des
expériences de génétique inverse (réalisation d’un KO chez P. falciparum).

Une étude réalisée par Zhang en 2010 a montré que I'absence de la kinase IK2 chez P.
falciparum ou P. berghei n’avait pas d’'impact sur le développement au stade érythrocytaire
ou chez le moustique. Cependant, le développement des sporozoites dans les glandes
salivaires chez les parasites PbelK2(-) est modifié, entrainant une perte d’infectiosité (Zhang
et al. 2010).De plus, I'absence de la protéine IK2 empéche la phosphorylation du facteur
elF2a et provoque une transformation prématurée des parasites au stade hépatocytaire,
entrainant la perte de leur pouvoir infectieux (Zhang et al. 2010). Nous avons essayé de
détecter la présence du facteur elF2a phosphorylé et déphosphorylé dans un extrait de
parasites sauvages, grace a l'utilisation d’anticorps dirigés contre elF2a de Toxoplasma.
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L'analyse du Western-blot a permis de détecter la présence du facteur elF2a alors que la
forme phosphorylée ne I'a pas été. Cette absence de détection peut s’expliquer par une
faible quantité de la forme phosphorylée dans I'extrait. Il faudrait vérifier avec d’autres
extraits parasitaires pour confirmer ces observations.

Une étude récente a montré qu’elF2p avait une localisation cytoplasmique avec une
trés faible présence au niveau nucléaire (ratio concentration nucléaire/cytoplasmique
0,013). La protéine elF2B serait transportée du noyau vers le cytoplasme par la protéine
CRM1, une exportine nucléaire. Le blocage de CRM1, par la leptomycine B, provoque une
accumulation d’elF2B dans le noyau (Bohnsack et al. 2002). PfPP1 a une localisation
nucléocytoplasmique, il se pourrait donc que PfelF2[ puisse jouer un réle de substrat et/ou
de régulateur de la phosphatase au niveau nucléaire. Afin de déterminer la localisation de
PfelF2B, nous avons essayé d’exprimer de facon épisomale la protéine PfelF2f3 fusionnée a
un tag GFP, grace au plasmide pARL contenant un promoteur fort. Nous n’avons pas obtenu
de parasites viables suite a la transfection (expérience réalisée 3 fois de facon
indépendante), supposant une surexpression de la protéine d’intérét qui est toxique pour le
parasite. Nous sommes actuellement en train d’effectuer des expériences
d’'immunofluorescence chez P. falciparum et berghe,i afin de déterminer la localisation
d’elF2B et de déterminer si celle-ci est différente en fonction des stades du cycle
érythrocytaire. Nous essayerons de réaliser une transfection avec le vecteur pCAM-BSD-GFP
(fourni par le Dr. Luc Reininger, Institut Cochin, France) afin d’exprimer la protéine PfelF2f3
fusionnée au tag GFP sous son propre promoteur.

4. Lerole d’elF2B dans le cycle de vie du parasite

Afin d’étudier le réle de elF2PB chez P. falciparum, nous avons réalisé des expériences
de génétique inverse en réalisant un Knock-out (KO) et un Knock-In (KI). Malgré
I'accessibilité du locus PfelF2B, nous n’avons pas encore réussi a montrer 'intégration de la
construction KO dans la culture des parasites transfectés. Il semble donc que PfelF2pB soit
essentielle pour le parasite. Dans le but de répondre a ces interrogations et de définir la
fonction de elF2B chez le parasite, nous avons alors utilisé I'interruption conditionnelle de
géne chez P. berghei, espéce spécifique des rongeurs. Grace a cette approche, il est possible
d’éteindre I'expression du géne d’intérét par ajout de tétracycline (Pino et al. 2012). Suite a
I'obtention de parasites transfectés ayant intégré la construction, nous réaliserons des
clonages et éteindrons le géne dans le but de définir I'importance de PbelF2B aux différents
stades du cycle. Il est fort probable que PfelF2B soit essentiel dans le développement du
parasite. En effet, une étude, réalisée chez les souris agouti yellow, a montré que
I’'homozygotie pour elF2s2 7 (autre appellation pour elF2B) entraine la mort de I'embryon.
La protéine elF2[B est importante pour la viabilité cellulaire (Heaney et al. 2009). De plus, il a
été montré qu’elF2PB est impliquée dans le cancer des testicules : la délétion du gene elF2s2
diminue l'incidence du cancer (Heaney et al. 2009). elF2s2 étant impliquée dans le
développement des cellules germinales adultes, nous pourrions définir le réle d’elF23 au
niveau des gamétocytes du parasite. Il serait particulierement intéressant d’observer
I'impact sur la différenciation du gamétocyte en gameéte male au niveau de I'estomac et/ou
définir la capacité des gamétocytes a former I'oocinéte chez le moustique. Toutefois il est
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important de rappeler que la protéine elF2p tient une place importante dans l'initiation de la
traduction. Par conséquent, il est difficile de faire la distinction entre cette fonction et sa
capacité a interagir avec PP1. Il est possible que les deux roles soient liés. Dans le but
d’explorer son 2°™ rle, il serait intéressant d’introduire des mutations au niveau des motifs
d’interaction a PP1 et d’évaluer la capacité d’elF2B d’effectuer sa ou ses fonction(s)
cellulaire(s).

Afin d’étudier in vivo 'importance du complexe PfelF2B/PfPP1, nous avons utilisé des
peptides dérivés des motifs d’interaction RVxF et FxxR/KxR/K. Les peptides ont pour but
d’empécher l'interaction entre PfPP1 et PfelF2pB. Les résultats préliminaires ne montrent pas
d’inhibition de la croissance parasitaire en présence des peptides, méme a de fortes
concentrations. Une hypothese pouvant expliquer une absence d’effet sur la croissance
parasitaire serait leur localisation dans une partie structurée de la protéine et donc
I'utilisation du peptide n’est pas efficace. Cette hypothése pourrait expliquer les
observations faites lors de I’étude du complexe PfI2/PfPP1. En effet, |'utilisation du peptide
dérivé du motif RVxF de PfI2 entraine une inhibition de la croissance parasitaire a de faibles
concentrations alors que celui dérivé du motif FxxR/KxR/K devait étre utilisé a de fortes
concentrations pour observer un effet. De plus, le peptide dérivé du motif HYNE ne montre
pas d’'impact sur la croissance parasitaire. Chez Pfl2, le motif RVxF se situe dans une partie
non structurée de la protéine alors que les deux autres motifs se trouvent dans une partie
structurée. Les différentes observations faites sur I'utilisation des peptides mettent en avant
la difficulté pour ces derniers de bloquer I'interaction protéine-protéine lorsque les régions
impliquées (« hot spot ») se situent dans une partie structurée de la protéine. Afin de vérifier
cette hypothése, il faudrait synthétiser différents peptides des partenaires de PP1, puis
définir leur impact sur la formation du complexe protéique en fonction de leur
positionnement dans la séquence. De plus, il faudrait vérifier I'interaction entre les peptides
et PfPP1 (test de type ELISA), puis déterminer s’il y a une compétitivité entre les peptides et
la protéine PfelF2B et vérifier ainsi si la présence du peptide bloque la formation du
complexe PfelF2B/PP1 (modele en ovocytes de Xénope).

D. Identifier de nhouveaux partenaires de PfelF23

La présence d’acide aminés phosphorylables suppose l'interaction avec des protéines
kinases. Chez 'lhomme, 4 kinases peuvent phosphoryler elF2B : la protéine kinase CK2
phosphoryle les résidus sérine 2 et 67, la PKA et la PKC phosphorylent respectivement la
sérine 218 et la sérine 13, et la kinase DNA-PKA dont les résidus impliqgués ne sont pas
encore identifiés (Benne 1976; Issinger et al. 1976; Ting et al. 1998; Welsh 1994). Les
différentes études réalisées sur la phosphorylation d’elF2f dans les cellules de mammiféres
ont montré qu’elle varie en fonction des conditions environnantes telles qu’un choc
thermique, le diabéte (Duncan and Hershey 1984; Garcia et al. 1996) et qu’elle est
importante. Chez P. falciparum, des analyses bio-informatiques et des expériences de
génétique inverse ont permis de répertorier les différentes kinases présentes chez le
parasite et de définir leur importance dans son développement. La kinase PKC ne semble pas
étre présente alors que les kinases CK2 et PKA ont été répertoriées chez le parasite et
semblent essentielles pour son développement.
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La phosphorylation du facteur elF2p est étudiée notamment avec la kinase CK2. C’est
une caséine kinase 2 constitutivement active, son expression est ubiquitaire et elle est
essentielle pour les eucaryotes. Un des réles de la protéine CK2 serait de conserver une
conformation fonctionnelle des facteurs intervenant dans la traduction. La protéine CK2
phosphoryle les résidus sérine au niveau de la partie N-terminale de elF2B et se fixe au
niveau de la partie C-terminale de elF2B. De plus, il semblerait que la phosphorylation du
facteur elF2B par CK2 soit contrebalancée par I'action de la protéine phosphatase de type 2A
(Llorens et al. 2003, 2005, 2006). Chez le parasite, la kinase CK2 fait partie de la famille des
kinases CMGC impliquées dans la progression du cycle cellulaire. Une étude réalisée par le
Dr. Doerig a montré que PfCK2 semblait essentielle dans la schizogonie érythrocytaire du
parasite (Dastidar et al. 2012).

Chez P. falciparum, nous n’avons pas étudié I'impact de la phosphorylation du facteur
elF2B. Etant donné les différences observées entre les sites de phosphorylation et
I'identification des kinases, il serait intéressant d’étudier la relation elF2B/kinases ainsi que
les complexes PP1/elF2B/kinases chez le parasite. Nous pourrions dans un premier temps
étudier I'interaction entre PfelF2[3 et les kinases de Plasmodium identifiées par des tests in
vitro de type ELISA ou GST pull-down et déterminer également les régions/résidus impliqués
dans cette interaction. Nous pourrions aussi définir la fonction des kinases ainsi que le(s)
résidu(s) phosphorylé(s) en utilisant de I'ATP marqué (selon le protocole de I'article
(Satinover et al. 2004). Nous pourrions par la suite étudier le complexe PP1/elF2B/kinase
chez P. falciparum, par la technique du triple hybride en levure, puisque nous avons émis
I’hypothése que le facteur elF2B pouvait étre un substrat de PP1 en fonction de son état de
phosphorylation.

Au cours de ce travail de thése, nous avons pu déterminer la présence d’'un motif
additionnel d’interaction a PP1 : le motif FKEKRK au niveau de la partie C-terminale, grace a
la RMN. Nous avons montré que ce motif est tout aussi important que le motif RVxF dans
I'interaction a PP1 et que les deux sont nécessaires pour la formation du complexe
PfI12/PfPP1. Le motif FKEKERK, comme les autres motifs, est important pour la fonction
régulatrice de Pfl2 sur I'activité phosphatase de PP1. Et nous avons mis en évidence que le
peptide dérivé de ce motif avait un effet antiplasmodial.

Dans un second temps, nous avons montré que le facteur elF2B interagit avec PP1 et
gu’un seul des deux motifs RVxF et FGEKRK est suffisant pour cette interaction. De plus,
PfelF2B aurait un réle inhibiteur sur la fonction phosphatase de PP1. Une nouvelle fois, la
présence d’'un motif semble suffisante pour avoir une protéine régulatrice. Afin de définir
I‘importance d’elF2B pour le parasite Plasmodium, des expériences de génétique inverse ont
montré |'accessibilité au locus du gene et linterruption de celui-ci est en cours de
réalisation.

Ces différentes études réalisées sur les régulateurs de PfPP1 ont permis d’accroitre
nos connaissances sur le réseau de régulation de la phosphatase chez Plasmodium et
d’identifier de nouveaux partenaires potentiels. Ces résultats permettront d’ouvrir de
nouveaux axes de recherche et découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques dans la lutte
contre le paludisme.
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Annexes
Annexe 1 : Tableau récapitulatif de I'interactome de PP1

Annexe 1 : Interactome de PP1 chez les vertébrés. Tableau récapitulatif des protéines connues pour réguler PP1, avec le
nom des genes et les fonctions associées (extrait de I'article (M Fardilha et al. 2010) complété avec l'article de (Heroes et

al. 2013))
Géne Nom de la protéine Fonction Référence
AATK LMKT1 Apoptose (Gagnon et al. 2007)
AHCYL1 IRBIT Régulation d’IP3R (Devogelaere et al.
& 2007)
Réassemblage de I'enveloppe ik aleian ceel
AKAP1 AKAP149 i & PP 2000; Rikke L Steen et
al. 2003)
AKAP5 AKAP79
(Feliciello, Gottesman,
Transmission synaptique, fonction | and Avvedimento 2001;
AKAPS AKAP450 centrosomale Takahashi et al. 1999;
Westphal et al. 1999)
AKAP11 AKAP220 Coordination du signal PKA/PP1 (Schillace and Scott
g 1999; Tanji et al. 2002)
(C.S. Chen et al. 2005;
1 B
AKT PK Apoptose Choudhury et al. 2006)
(Kwiek, Thacker, and
ANKRD28 PITK Transcription Haystead 2007; Kwiek
et al. 2006)
ANKRD42 | SARP1 et SARP2 Facteur de transcription putatif g%g;e)th TG
ANP32A 11772 Stimulation de PP1 et inhibition de (Katayose et al. 2000)
PP2A
ANP32B 9PP2A Stimulation de PP1 et inhibition de (Katayose et al. 2000)
PP2A
(Flores-Delgado et al.
APAF1 CED4 Apoptose 2007)
APC APC
AR Récepteur androgene Epissage et transcription (S. Chen et al. 2009)
(C. Y. Guo, Brautigan,
Cycle cellulaire, réponse aux Il AN e
ATM AT1 dzmma e ADpN Guo et al. 2007; Mi et
g al. 2007; Tang et al.
2008)
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Géne

Nom de la protéine

Fonction

Référence

AURKA

Aurora-A

Cycle cellulaire

(Katayama et al. 2001;
Ohashi et al. 2006;
Satinover, Brautigan,
and Stukenberg 2006;
Satinover et al. 2004)

AURKB

Aurora-B

Cycle cellulaire

(Emanuele et al. 2008;
Sugiyama et al. 2002;
W. Wang, Cronmiller,
and Brautigan 2008)

AXIN1

AXIN

Signalisation Wnt/B-catenine

(Luo et al. 2007; Jiang,
Luo, and Howe 2009)

BAD

BCL2L8

Apoptose

(V Ayllén et al. 2000,
2001; Verdnica Aylléon
et al. 2002; Flores-
Delgado et al. 2007; A.
Garcia et al. 2003,
2004)

BAX

BCL2L4

Apoptose

(Flores-Delgado et al.
2007)

BCL2

BCL2

Apoptose

(V Ayllén et al. 2001;
Brichese and Valette
2002; A. Garcia et al.
2003, 2004)

BCL2L1

BCL-x

Apoptose, épissage

(Verdnica Ayllén et al.
2002; Boon-Unge et al.
2007; Kim 2008; Garcia
et al. 2003, 2004; Yang
et al. 2004)

BCL2L2

BCL-w

Apoptose

(Verdnica Ayllon et al.
2002; A. Garcia et al.
2003, 2004)

BRCA1

BRCA1 ou PSCP

Cycle cellulaire, réparation de
I’ADN

(Y. Liu, Virshup, and
White 2002; Sankaran
et al. 2007a; Yu et al.
2008)

C7orfl6

GSBS ou substrat G

Inhibition de PP1

(Aitken et al. 1981;
Endo et al. 1999; K. U.
Hall et al. 1999)

CAMSAP3

NEZHa2

CASC1

CASC1

CASC5

KNL1
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
CASP2 Caspase 2 Apoptose (Nutt et al. 2009)
CASP9 Caspase 9 ou APAF3 Apoptose (Dessauge et al. 2006)
(Henkhaus et al. 2008;
CAV1 CAV ou CGL3 Cycle cellulaire Pp et al. 2003; Radel
and Rizzo 2005)
CCDC8 CCDCS8
CD2BP2 CD2BP2
(Margolis and
. Kornbluth 2004;
CDC25C CDC25C Cycle cellulaire Margolis et al. 2003,
2006)
. s (Laura Trinkle-Mulcahy
CDCA2 Repo-Man EZﬁLelaciilelulalre et viabilite et al. 2006; Vagnarelli
et al. 2009)
(Agarwal-Mawal and
Développement du systéme Paudel 2001; T. i,
CDKSR1 CDK5P35 ou NCLK nerveusientral y Chalifour, and Paudel
2007; K. Sato et al.
2007)
CENPE CENPE
CEP192 CEP192
CHCHD3 CHCHD3
CHCHD6 CHCHD6
CLCN7 CLC7
CNST Consortine
CSMD1 CSMD1
CSRNP2 CSNRP2
CSRNP3 CSRNP3
. . . (Santra et al. 2009;
DCX Doublecortine Migration neuronale Shmueli et al. 2006)
DDX31 DEAD box protein 31
DLG2 Chapsyn-110
DGL3 SAP102
DzIP3 DZIP3
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
(Eley, Russell, and
EIE2AKD PKR |S_I\/sr\1;c_r11ese protéique, infection a 2:3::?:2000075;;Ttl.(;-zr;d
et al. 2002)
EIF2S2 elF2B Initiation de la traduction (Wakula et al. 2006)
ELFN1 ELFN1
ELFN2 ELFN2
ELL ELL1
FARP1 FERM
FER Kinase FER ou TYK3 Cycle cellulaire (Pasder et al. 2006)
FKBP15 FK506BP15
GPATCH2 GPATCH2
GPR12 GPR12
GRM1 mGIuR1 Transmission glutamatergique (zcorg;)l sizall, 2008 i
GRM5 mGIuR5 Transmission glutamatergique (2%%);)' etal. 2003; Enz
GRM7 mGIuR7b Transmission glutamatergique (Enz 2002, 2007)
GRXCR1 Glutaredoxine
HCFC1 HCF1 Transcription et cycle cellulaire (Ajuh et al. 2000)
HDAC6 HDAC6
HDAC10 MGC149722 Transcription (Brush et al. 2004)
HSPAS MIF5 Ic,zftﬁ’;;‘e?”d”ee;g’lc\’;“'at'°” de (Chun et al. 1994)
HSPAS HSP71 Adhésion des plaquettes JFOLELENELEr
Grabowska et al. 1997)
HSPB6 Hsp20
HYDIN HYDIN
14 Pseudogéene Inhibition de PP1 (Shirato et al. 2000)
IKZF1 Ikaros
ITGA2B Intégrine allB
ITGA3 Intégrine, chaine a3 Eigl’l::;i;::: 2 eSS E O (Mutz et al. 2006)
ITPR1 IP3R1
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
ITPR3 IP3R3
KCNA6 KCNAG6
KCNK10 KCNK10
Controle épigénique de la
KDM4A JMID2A transcription et de la mémoire a (Koshibu et al. 2009)
long terme
KDM5B JARID1B
KIAA0430 LIMKAIN b1
KIAA1244 KIAA1244
KIAA1949 Phostensine Réarrangement de I'actine (Kao et al. 2007)
Famille des kinésines .
KIF13A (membre 13A) Cycle cellulaire (Santra et al. 2009)
KIF18A KIF18A
LMNB1 Laminine B Assefn!:)lage de la laminine (Steen and Collas 2001;
nucléaire Thompson et al. 1997)
LMTK2 AATYK2 Régulation de PP1 (.et de PP1R2 ala | (H. Wang and Brautigan
surface membranaire 2002)
LMTK3 LMTK3
. . (R. Wang, Kaul, and
LRRC67 TLRR TLae”uSZ‘:;git'er‘rs::;;”:at'o” dela | erry 2010; R, Wang
q P and Sperry 2008)
MAP1B MAP1B
N , (Quevedo, Salinas, and
MAPK1 ERK2 ou p38 Activation d’elF2B par IGF1 Alcézar 2003)
N , (Quevedo, Salinas, and
MAPK3 ERK1 Activation d’elF2B par IGF1 Alcézar 2003)
(Brichese, Cazettes,
MAPKS JNK Apoptose complexe JNK/Bcl2/PP1 | and Valette 2004;
Monick et al. 2006)
MAPT TAU As.semblage et stabilité des (Liao et al. 1998)
microtubules
MCM7 MCM7
MKI67 MKI67
MPHOSPH10 | MPHOSPH10
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
Survie des cellules neuronales,
modulation cardiaque et
MYEF2 MEF2 différenciation terminale des (Perry et al. 2009)
muscles cardiaques, vasculaire et
squelettiques
MYO16 MYR8 Développement du cerveau (Patel et al. 2001)
MYO1D Myosin-ID
Développement et maintien du (Bu, Kannicht, and
NCAM1 NCAM180 et NCAM140 . stémzpnerveux Reutter 2005; Buttner
y and Horstkorte 2010)
NCL Nucléodine Cycle cellulaire, apoptose (Morimoto et al. 2007)
Régulation de la différenciation des | (Hermanson, Jepsen,
NCOR1 N-Cor cellules souches neuronales and Rosenfeld 2002)
Morphologie et plasticité et/ou (Terry-Lorenzo et al.
NEFL NF-L .
transmission neuronale ? 2000)
NEK2A NEK2A F?nc:clon‘centrosomale, ‘ (Helps et al. 2000; Lou
ségrégation chromosomique et al. 2004)
(Margarida Fardilha et
NEK2A NEK2A-T Fonction nucléaire al. 2004; W. Wu et al.
2007)
NOC2L NIR
SGD1 (protéine
NOMI nucléolaire avec un Ciblage de PP1 au nucléole (zc(i)tér;z)awardena ek
domaine 1 MIF4G
NONO P54nrb
OCLN Occludine I?egulatlon negatlye dg , (Rao 2009; Seth et al.
I’assemblage des jonctions serrées | 2007)
OPN3 Opsin-3
ORC5 ORC5
PARD3 Par-3 ou Bazooka Formfatlon Jonctions serrees (Traweger et al. 2008)
fonctionnelles ?
PCDH7 Protcadhérine 7-c LicsdelE IR R (Yoshida et al. 1999)
(neurone)
PCDH11X Protocadhérine 11X
PCIF1 PCIF1
PER2 FASPS Rythme circadien (Yoshida et al. 1999)

178




Annexes

Géne Nom de la protéine Fonction Référence
(Sumin Zhao and Lee
?
PFKM PFK1 Glycolyse ? 1997)
Phosphatase et Activité synaptique et (Patrick B Allen et al.
PHACTR1 , R .
régulateur 1 de 'actine | cytosquelette d’actine 2004)
Association avec des structures (Sagara, Arata, and
PHACTR3 Scapinine nucléaires non chromatidiennes et | Taniguchi 2009; Sagara
mobilité/diffusion cellulaire et al. 2003)
PHACTRA P,hosphatase et o Régulation du tuk.)e neural (.et dela (T. H. Kim et al. 2007)
régulateur 4 de I'actine | fermeture de la fissure optique
PHRF1 PHRF1
PKMYT1 PKMYT1
Régulation de I'inhibition
PLCLL PRIP-1 ou synaptique via le controle de la (Yanagihori et al. 2006;
Phospholipase C-like 1 phosphorylation du récepteur Yoshimura et al. 2001)
GABA
POLD3 P68
Inhibition de PP1, métabolisme du | (F L Huang and
PPPIR1A Inhibiteur 1 (11) glycogene, plasticité synaptique, Glinsmann 1976;
contraction musculaire, fonction Rodriguez et al. 2006)
cardiaque Nicolaou P
(H. C. Hemmings et al.
1984; Svenningsson,
PPP1R1B DARPP-32 Neurotransmission Nairn, and Greengard
2005; Svenningsson et
al. 2004)
(X. Wang et al. 2008;
PPP1R1C IPP5 Apoptose Zeng et al. 2009)
(H. B. Huang et al.
PPP1R2 Inhibiteur 2 (12) Inhibition de PP1 1999; M. Li, Satinover,
and Brautigan 2007)
(Johnson et al. 1996;
PPP1R3A GM Métabolisme du glycogene Suzuki et al. 2001;
Toole and Cohen 2007)
(M ) Doherty et al.
1995; i-
PPP1R3B GL Métabolisme du glycogene 995; Montori-Grau et

al. 2007; G. Moorhead
et al. 1995)
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Nom de la protéine

Fonction

Référence

PPP1R3C

PTG

Métabolisme du glycogene

(Armstrong et al. 1997;
Brady et al. 1997; G |
Browne et al. 2001;
Martin J. Doherty,
Young, and Cohen
1996; Printen, Brady,
and Saltiel 1997; Toole
and Cohen 2007)

PPP1R3D

PPP1R6

Métabolisme du glycogene

(Armstrong et al. 1997;
Toole and Cohen 2007)

PPP1R3E

KIAA1443

(Ceulemans, Stalmans,
and Bollen 2002;
Munro et al. 2005)

PPP1R3F

HB2E

(Ceulemans, Stalmans,
and Bollen 2002;
Mukherji et al. 2006)

PPP1R3G

(Ceulemans, Stalmans,
and Bollen 2002)

PPP1R7

Sds22

Mitose, régulation de la fonction
spermique de la polarité et de la
forme des cellules épithéliales

(Dinischiotu et al. 1997,
Grusche et al. 2009; S.
Mishra et al. 2003;
Peggie et al. 2002)

PPP1R8

NIPP1

Epissage

(Monique Beullens et
al. 1992; Tanuma et al.
2008; L Trinkle-
Mulcahy et al. 1999)

PPP1R8

NIPP-T

Epissage ?

(Margarida Fardilha et
al. 2004)

PPP1R9SA

Neurabinine 1

Plasticité et transmission
synaptique, signalisation
dendritique via les voies
glutamatergique et
dopaminergique

(Kelker et al. 2007
MacMiillan et al. 1999;
Terry-Lorenzo,
Carmody, et al. 2002)

PPP1R9B

Spinophiline ou
Neurabinine 2

Plasticité et transmission
synaptique, signalisation
dendritique via les voies
glutamatergique et
dopaminergique

(P B Allen, Ouimet, and
Greengard 1997; Feng
et al. 2000; Kelker et al.
2007; Sarrouilhe et al.
2006; Terry-Lorenzo,
Carmody, et al. 2002;
Terry-Lorenzo, Elliot, et
al. 2002)
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
(Patrick B. Allen et al.
Epissage, décondensation LR DL LT el
c;’mmi A 2003; Kreivi et al. 1997;
PPP1R10 PNUTS bl . ro';eapsoFr)nale’et Landsverk et al. 2005;
acﬁvhés napﬂ ue rétinienne sl e esall, 2007)
ynhaptig Rose et al. 2008; Udho
et al. 2002)
- Inhibition PP1, apoptose, fonction (J. Zhang et al. 1998; L.
PPPIR11 Inhibiteur 3 (13) spermique Zhang et al. 2008b)
. . .. (Alessi et al. 1992;
PPP1R12A MYPT1 Ciblage de la myosine et de I'actine Terrak et al. 2004)
Ciblage de la myosine et de (G. Moorhead et al.
PPP1R12B MYPT2 I'actine, ciblage de la myosine 1998; Okamoto et al.
phosphatase au cceur 2006)
PPP1R12C P85 Ciblage de la myosine et de I'actine | (I. Tan et al. 2001)
(Helps et al. 1995; Z. J.
PPP1R13B P53BP2-like Apoptose Liu, Lu, and Zhong
2005)
PPP1R13L IASPP
Inhibition de I'augmentation
d’activité de la myosine (Eto 2009; Eto et al.
PPPIR14A CPI-17 phosphatase musculaire lors de la 1997)
contraction
(Eto, Karginov, and
Modulation rétraction des cellules | Brautigan 1999; Eto
PPP1R14B PHI-1 endothéliales et épithéliales 2009; Tountas et al.
2004)
- . (Eto 2009; Gong et al.
PPPIR14C | KEPI-CPI-17-like Inhibiteur de PP1 dépendantde | 0 ) ‘g i, et al,
PKC (implication dans addiction)
2002)
PPP1R14D GBPI-1 ou GBPI-2 Inhibition d? PP1 lorsqu’elle est (Eto 2009; Q.-R. Liu et
phosphorylée al. 2004)
(Brush, Weiser, and
Synthése protéique, régulation de | Shenolikar 2003a; John
PPP1R15A GADD34 I’exposition a la calréticuline, H Connor et al. 2001;
signalisation TGFB Kepp et al. 2009; W. Shi
et al. 2004)
(Heather P Harding et
PPP1R15B CReP Synthése protéique al. 2009; Jousse et al.

2003)
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
Ciblage de la myosine et de (ZSOk(I)T(SaL:n:si?:lce;I
PPP1R16A MYPT3 I’actine, translocation des ! y o
récepteurs nucléaires 2008; Vereshchagina et
P al. 2004)
Régulation de la barriere (SEliBDEl (Sl Sl
PPP1R16B TIMAP engothéliale ulmonaire 2008; K. Kim et al.
P 2005)
PPP1R17 Substrat G
PPP1R18 Phostensine
PPP1R21 CCDC128
PPP1R26 DRIM BP
PPP1R27 DYSFIP1
PPP1R32 1G9
PPP1R35 LOC221908
PPP1R36 LOC145376
PPP1R37 LRRC68
PPP1R42 TLRR
PREX2 PREX-2
(Andreassen et al.
PTK2 FAK Adhésion focale 1998; Fresu and Bianchi
2001)
Activation de RAF1 entraine (Jaumot and Hancock
RAF1 CRAF I'inactivation de la voie de 2001; Mitsuhashi et al.
signalisation MEK/ERK 2003)
Inhibition du cycle cellulaire, e i Loy
RB1 RB rogression en phase S et A e citel
z Og - P 1993; Tamrakar and
Pop Ludlow 2000)
RB1CC1 RB1CC1
RBM26 RBM26
RIMBP2 RIMBP2
. . (M Beullens, Stalmans,
?
RIPP1 Fonction ribosomale? and Bollen 1996)
Protéines de . . . (He, Gross, and
RL1 neurovirulence Lnnhlr?ltalzg:;chsyér:gg;iprote|ne Roizman 1997, 1998; C.
ICP34.5/y,34.5 Zhang et al. 2008)
RPGRIP1L RPGRIP1L
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence
e . . (Hirano, Ito, and
?
RPL5 Protéine ribosomale L5 | Fonction ribosomale ? Hartshorne 1995)
RRP1B RRP1B
RYR1 Récepteur ala ﬁclfls\glfsizi(:iznil:; Zons dans les (Terentyev et al. 2003;
ryanodine 1 . g S Zhao et al. 1998)
squelettiques
Récepteur a la Activité des canaux a ions dans les | (Marx et al. 2000;
RYR2 ) .
ryanodine 2 muscles cardiaques Terentyev et al. 2003)
SACS SACSIN
SFI1 SFI1
(Gozani, Patton, and
. Reed 1994; C. J. Huang
SFPQ PSF Epissage et al. 2007; Patton et
al. 1993)Hirano K, 1996
SFRS13A SRp38 O NSSR OU Régulation de I'épissage en (Y. Shi and Manley
FUSIP réponse au stress cellulaire 2007)
SH2D4A SH2D4A
SH3GLB1 Endophiline B1t
SH3RF2 HePP1 Fonction cardiaque ? (C.Y.Chenetal. 2010)
Effecteur M-RAS, M-RAS cible cet (Rodriguez-Viciana et
SHOC2 SUR8 holoenzyme afin d’activer RAF1 al. 2006)
SLC7A14 Solute carrier 7A14
SLC9A1 NHE1 Régulation des échanges Na’/H’ (Misik et al. 2005)
Transport de chlore, potassium et (Darman, Flemmer, and
SLC12A2 NKCC1 5P /P Forbush 2001; Gagnon
sodium
et al. 2007)
Complexe avec PP1 et GADD34.
SMARCB1 | SNF5OU INI1 Ciblage de PP1 au niveau des (D. Y. Wu et al. 2002)
substrats potentiels associés avec
le complexe hSWI/SNF
SPATA2 SPATA2
SPOCD1 SPOCD1
SPRED1 SPRED1
SPZ1 SPZ1
SRSF10 SRp38
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence

AU | savten andocation deFARNmet |8 T I
2002)

SYTL2 SYTL2

T B g e o

TLX1 TCL3 Point d’arrét du cycle cellulaire (Riz and Hawley 2005)

TMEM132C | TMEM132C

TMEM132D | TMEM132D

TMEM225 TMEM225

TNS1 Tensin 1
(Haneda et al. 2004;
Helps et al. 1995; “J.

P53 P53 ou TRP53 Apoptose {B';clilé::lfaTS.;llogﬁi-l.p .
n.d.; D. W.-C. Li et al.
2006)

TP53BP2 p53BP2 ou PPPIR13A | Apoptose gﬂﬁ:?::taih 13925307)

TPS38P2 Apoptose Sullvan and L2007

TRA2B TRAD2B

TRIM28 KAP1

TRIMA42 TRIMA42

TRPC4AP TRPC4AP

TRPC5 TRP5

TSC2 TSC2

TSKS TSKS

UBN1 Ubinucléine 1

URI1 URI

VDR Eécepteur o (B iimine Cycle cellulaire et différenciation (ZI?)%tztl;)un @Bl A,

VPS54 VPS54

WBP11 SIPP-1 ou SNP70 Epissage (;ég;.)an el 2

WDRS81 WDR81
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Géne Nom de la protéine Fonction Référence

WNK1 WNK1

WWC1 KIBRA

YLPM1 ZAP3 Fonction nucléaire {Lﬁg:zgfgg‘é};"ke

YWHAG 14-3-3y

YWHAZ 14-3-3 zeta Spermatogenése f’zt:lrli-':’?zﬁ 3832)2004;

ZBTB38 ZBTB38

ZCCHC9 ZCCHC9

ZFYVE1 ZFYVE1

ZFYVE16 Endofine ﬁ‘;‘f’;‘j’r“tﬁzg&' :l:’ ::CC;‘;ZT{‘E::P (W. Shi et al. 2007)
Augmentation du recrutement de (Bennett and Alphey

ZFYVE9 SARA PP1 au niveau du récepteur 1 au 2002; W. Shi et al.
TGFB 2004)

ZSWIM3 ZSWIM3
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